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1. INTRODUCAO

Lectinas sdo glicoproteinas de origem ndo imunolbgica presentes em
diversos tipos de organismos, que se caracterizam pela capacidade de se
ligarem a vérios tipos de carboidratos presentes em membranas celulares,
podendo exercer diversos papéis biolégicos, sendo um deles a capacidade de
estimular células do sistema imune. (FREIRE, 2003). Com relacédo a estrutura e
a sua capacidade de ligacdo a diferentes tipos de carboidratos, existem
diferentes classificacdes aplicadas as lectinas, sendo que uma delas as
descreve como lectinas do tipo-C ou CTLs (do inglés: C-type lectins). Estas
podem ser encontradas no soro, matriz extracelular ou em membranas
celulares (SHARON; LIS, 2004) e ja foram preditas para algumas espécies de
micro-organismos patogénicos. No entanto, ainda existem poucas informagdes
conhecidas sobre esse tema.

O género Leptospira € composto por bactérias pertencentes a familia
Leptospiraceae da ordem Spirochaetales, que se caracterizam por possuir
diversos sorovares patogénicos tanto para humanos quanto para animais,
sendo a espécie L. interrogans considerada extremamente infectante,
principalmente por possuir um elevado grau de variagdo antigénica. Estas
bactérias sdo responsaveis por causar a leptospirose, uma infec¢cdo aguda
antropozoonética contemporanea, de ampla distribuicdo geogréfica,
responsavel por gerar perdas econdmicas que estdo relacionadas
principalmente com a criagdo de bovinos, tanto para a producéo de leite quanto
de corte. (ARAUJO et al., 2005). Segundo Cullen (CULLEN et al., 2004), as
proteinas de membrana externa de espiroquetas interagem com o ambiente e
com o sistema do hospedeiro, contribuindo para a patogenia da doenca.
Durante a infeccdo, as Leptospiras devem ser capazes de driblar o sistema
imune do hospedeiro para efetuar uma apropriada colonizagdo, sendo que
moléculas associadas a membrana devem mediar essa interacdo entre o
hospedeiro e o microrganismo.

Tendo em vista estes fatos, pesquisas relacionadas com a deteccéo,
purificacdo e caracterizacéo de lectinas podem ser consideradas fundamentais
para a busca de novos mecanismos de combate a infec¢cbes por
microrganismos patolégicos. Considerando a atual falta de informacfes
disponiveis sobre lectinas no género Leptospira e a potencial aplicagdo
biotecnolégica destas proteinas, o presente trabalho teve como objetivo
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analisar a proteina hipotética C-type-lectin de Leptospira spp. através de
diferentes abordagens bioinformaticas.

2. METODOLOGIA

A sequéncia da lectina LIC_12359 (Proteina hipotética), extraida da
sequéncia de Leptospira interrogans serogroup lcterohaemorrhagiae serovar
copenhageni (strain Fiocruz L1-130), foi retirada do Banco de dados Uniprot
(Q72PV8). A analise de seus dominios foi realizada através das seguintes
ferramentas: ProDom (SERVANT et al., 2002), SMART (SCHULTZ et al., 1998)
e InterProScan (JONES et al., 2014). A presenca de peptideo sinal foi
analisada pelo software SignalP (PETERSEN et al., 2011), seguida da analise
de anotacao funcional, realizada através da ferramenta Blast2Go (CONESA et
al., 2005). Também foi realizada a predicdo da estrutura tridimensional da
proteina por meio de trés ferramentas: I-TASSER (ZHANG, 2008), HHPred
(SODING et al., 2005) e SWISS-MODEL (BIASINI et al., 2014), sendo que 0s
modelos tridimensionais gerados tiveram suas estruturas alinhadas pelo
software PyMOL(http://www.pymol.org/) e analisadas, posteriormente, através
do grafico de Ramachandran, disponivel no servidor RAMPAGE
(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php).

A busca por sequéncias homodlogas dentro da espécie do género
Leptospira foi realizada no Uniprot com a ferramenta BLAST (ALTSCHUL et
al.,1990), sendo as sequencias resultantes alinhadas com a ferramenta
MUSCLE (EDGAR, 2004). A ferramenta PSORT (http://www.psort.org/) foi
utilizada para verificar se a proteina em questao € de membrana ou citosélica.
A andlise da regido do dominio C-type foi realizada com o auxilio da ferramenta
UGENE (http://ugene.unipro.ru/), sendo para esta regiao gerada uma sequence
logo, com o auxilio da ferramenta WebLogo (CROOKS et al.,, 2004) para
visualizacdo da conservacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da analise dos dominios da sequéncia pelo banco de dados
Interpro foram encontrados trés dominios, com destaque para o Dominio C-
type lectin, que é evidenciado por ser capaz de reconhecer diversas estruturas
de carboidratos presentes em micro-organismos. Nessa sequéncia, este
dominio localiza-se entre os aminoacidos 311 e 352. Na analise pelo banco de
dados SMART, o dominio C-type lectin também foi identificado e, neste caso, a
sequéncia referente a este dominio estd compreendida entre os aminoacidos
da posicdo 225 a 351. E, durante a analise pelo ProDom, também foi
encontrado o dominio referente a lectina do tipo C, entre os aminoacidos 303 e
423.

Durante a analise do grafico gerado pelo software SignalP, né&o foi
detectada a presenca de peptideo sinal. O software Blast2go foi utilizado para
realizar a anotacdo funcional da sequéncia e demonstrou que o dominio C-type
lectin se encontra, nesta sequéncia, associado ao metabolismo de lipideos,
apesar de lectinas estarem mais comumente associadas ao metabolismo de
carboidratos.

Os softwares utilizados para predicdo das estruturas tridimensionais
dessa proteina foram: I-TASSER, HHpred e SWISS-MODEL, sendo suas
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respectivas estruturas visualizadas pelo software PyMol (Figura 1), com o
objetivo de identificar regides mais conservadas, sendo estas apresentadas a
sequir:

Figura 1: Representaqéo dos Modelos gerados pelos preditores I-TASSER, HHpred e
SWISS-MODEL, respectivamente.

Apoés a predicdo de estruturas, foi realizada a analise pelo grafico de
Ramachandran, com o objetivo de selecionar qual das estruturas possui mais
aminoacidos na posicao correta, sendo assim a mais confiavel. Nos modelos
gerados foi comprovado que o Modelo HHpred foi o que apresentou mais
aminoacidos em posicao favoravel.

Além disso, foi realizado um BLAST das sequéncias de Leptospira spp e
de Leptospira interrogans obtidas do Uniprot e um subsequente alinhamento
através da ferramenta MUSCLE, com o objetivo de buscar similaridades e
conservagOes entre as sequéncias de Leptospira com a sequéncia proteica de
interesse. Para visualizar o alinhamento da regido do dominio C-type, utilizou-
se o software UGene, sendo observada uma grande conservacao quando o
gene foi alinhado com as sequéncias da espécie interrogans e uma menor
conservacdo, quando alinhado com a sequéncia de todas as espécies de
Leptospiras. Para avaliar com mais precisdo as regides de conservacao foi
gerada uma sequence logo, através da ferramenta WebLogo, obtida da
comparacao entre a sequéncia de interesse e a sequéncia de Leptospira
interrogans e outra sequence logo obtida da comparacéo entre a sequéncia de
interesse e a sequéncia de todas as espécies de Leptospira. Com essas
sequéncias geradas houve a confirmacdo dos resultados gerados pelo
alinhamento.

4, CONCLUSOES

Através das andlises in silico ndo foi possivel determinar com exatidao a
localizacdo e a funcdo da lectina. Por esse motivo é necessario que sejam
realizadas andlises mais detalhadas, em laboratorio, para a obtencdo de
respostas que irdo auxiliar na compreensdo a nivel molecular da lectina e até
mesmo sua possivel associagdo com a patogénese Ou o0utros processos

biolégicos.
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