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Resumen

El objetivo de este estudio fue determinar la diversidad molecular de las proteinas OmpL]1,
LipL32, LipL41, LigA y LigB y de los genes que las codifican mediante anilisis bioinforma-
ticos en diferentes cepas patégenas de Leptospira spp., a partir de la informacién disponible
en las bases de datos. Se utilizaron las secuencias de aminoécidos de las proteinas OmpL]1,
LipL32, LipL41, LigA y LigB, asi como las de los genes que las codifican en las cepas de
Leptospira spp. registradas en The National Center for Biotechnology Information (NCBI).
Los andlisis de las proteinas y los genes se realizaron mediante los recursos Protein, Nucleotide
y Gene del NCBI. La alineacién de las secuencias consenso se realiz6 con las herramientas
PSI-BLAST y BLASTn. El porcentaje de cobertura de las secuencias seleccionadas de los ge-
nes ompL1, lipL32, lipL41, ligA y ligB en cepas patdgenas de Leptospira spp. es de 100 % para
ompL1, lipL32 y lipL41, 75 % para ligA y 99 % para ligB con porcentajes de identidad de 85,
98, 88,90y 80 % respectivamente; el porcentaje de cobertura de las secuencias seleccionadas
de las proteinas es de 100, 77, 99, 100 y 100 % con porcentajes de identidad de 90, 99, 92,
63y 60 % respectivamente, lo cual indica que los genes y las proteinas, excepto las proteinas
LigA y LigB, son bastante conservadas en los diferentes serovares patdgenos de Leptospira spp.
Segun dichos resultados, se recomienda realizar andlisis complementarios de estas proteinas
con el fin de determinar si es viable su uso como candidatos vacunales.

Palabras clave: diversidad, OmpL1, LipL32, LipL41, LigA, LigB.
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Molecular Diversity of Vaccine Candidates in Leptospira spp.

Abstract

The aim of this study was to determine the molecular diversity of OmpL1, LipL32, LipL41,
LigA and LigB proteins and that of the genes that encode them using bioinformatic analy-
sis in different pathogenic strains of Leptospira spp. based on the information available in
databases. The amino acid sequences of OmpL1, LipL32, LipL41, LigA and LigB proteins
were used, as well as the genes encoding them in strains of Leptospira spp. reported at The
National Center for Biotechnology Information (NCBI). The analysis of proteins and genes
were performed using the Protein, Nucleotide and Gene resources from the NCBI. The align-
ment of the consensus sequences was performed using the PSI-BLAST and BLASTn tools.
The coverage percentage of the selected sequences of the ompL1, lipL32, lipL41, ligA and ligB
genes in pathogenic strains of Leptospira spp. is 100% for ompL1, lipL.32 and lipL41, 75% for
ligA and 99% for ligB with identity percentages of 85, 98, 88, 90 and 80% respectively; the cov-
erage percentage of the selected protein sequences is 100, 77, 99, 100 and 100% with identity
percentages of 90, 99, 92, 63 and 60% respectively, indicating that genes and proteins, except
LigA and LigB proteins, are highly conserved in various pathogenic serovars of Leptospira spp.
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INTRODUCCION

According to these results, it is recommended that further analysis of these proteins be made
in order to determine the feasibility of its use as vaccine candidates.

Keywords: diversity, OmpL1, LipL32, LipL41, LigA, LigB.

Diversidade molecular de candidatos para vacina em
Leptospira spp.

Resumo

El objetivo de este estudo foi determinar a diversidade molecular das proteinas OmpL1,
LipL32, LipL41, LigA e LigB e dos genes que as codificam mediante andlises bioinformati-
cas em diferentes cepas patdgenas de Leptospira spp. A partir da informagio disponivel nas
bases de dados. Utilizaram-se as sequéncias de aminodcidos das proteinas OmpL1, LipL32,
LipL41, LigA e LigB, assim como as dos genes que as codificam nas cepas de Leptospira spp.
Reportadas em The National Center for Biotechnology Information (NCBI). As anilises
das proteinas e dos genes se realizaram mediante os recursos Protein, Nucleotide e Gene do
NCBI. O alinhamento das sequéncias consenso se realizou com as ferramentas PSI-BLAST
e BLASTn. A porcentagem de cobertura das sequéncias selecionadas dos genes ompL1,
lipL32, lipL41, ligA e ligB em cepas patogenas de Leptospira spp. E de 100 % para ompL1,
lipL32 e lipL41, 75 % para ligA e 99 % para ligB com porcentagens de identidade de 85, 98,
88,90 e 80 % respectivamente; A porcentagem de cobertura das sequéncias selecionadas das
proteinas é de 100, 77, 99, 100 e 100 % com porcentagens de identidade de 90, 99, 92, 63 e
60 % respectivamente, o que indica que os genes e as proteinas, exceto as proteinas LigA e LigB,
sao altamente conservadas nos diferentes serovares patogénicos de Leptospira spp. Segundo
esses resultados, se recomenda realizar anélises complementares destas proteinas com finali-
dade de determinar se ¢ vidvel o seu uso como candidatos para vacina.

Palavras chave: diversidade, OmpL1, LipL32, LipL 41, LigA, LigB.

dad (7). Entre estas la LigB es de mayor interés por

estar presente en todos los serovares patégenos, lo

La leptospirosis es una enfermedad de distribu-
cién mundial (1) que afecta a humanos y anima-
les de zonas tropicales (2,3). Es causada por una
espiroqueta del género Leptospira de la cual se han
registrado 20 especies y mas de 300 serovares agru-
pados a su vez en 20 serogrupos (4), de las cuales
14 han sido identificadas como potencialmente
patdgenas (5).

Se han realizado varios trabajos en los que se ha
identificado la porina OmpLl, las lipoproteinas
LipL32 y LipL41 (6) y las adhesinas LigA y LigB
como candidatos potenciales para el desarrollo de
vacunas, debido a su alto grado de inmunogenici-

cual la convierte en un componente clave para la
elaboracién de una vacuna recombinante universal
para leptospirosis (8).

La primera proteina transmembranal descrita en
Leptospira interrogans fue la OmpL1 (9). Su estruc-
tura contiene por lo menos diez segmentos trans-
membranales  y canales de porinas en la bicapa lipi-
dica; su funcidn es permitir la difusion de solutos
hidrofilicos a través de la membrana externa hacia el
periplasma. Es una proteina de 31 kDa que se en-
cuentra en pequefias cantidades (10) en todas las ce-
pas patégenas de Leptospira y estd ausente en las

cepas saprofitas (3,9).
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También conocida como Hapl, LipL32 es un
antigeno inmunodominante por su capacidad
inmunogénica (11), y es el blanco principal de
la respuesta inmune tanto en animales como en
humanos (12). Es considerada un blanco para el
desarrollo de vacunas y nuevos métodos diagnos-
ticos (13,14). La expresion del gen que codifica a
LipL32 fue detectada en seis cepas de Leptospira spp.
que incluyen cinco cepas de L. interrogans y una
de L. borgpetersenii, lo que indica que la protei-
na LipL32 recombinante es un candidato éptimo
como antigeno molecular para el diagnéstico (15).
LipL32 es la lipoproteina mds abundante de las
especies patogenas de Leptospira y se ubica en la
superficie de la membrana externa (10,16); sin
embargo, estudios recientes realizados por Pinne
y Haake, en 2013, buscaron validar los resultados
sobre la localizacién de LipL32 registrados con
anterioridad ( 16) , Y encontraron que esta protei-
na, en su mayoria o totalmente, no se ubica en la
superficie de la membrana externa. Los resulta-
dos que presenta este nuevo estudio fundamen-
tan una localizacion bajo la superficie de la mem-
brana a partir de la observacién de LipL32 en los
productos cromatograficos del experimento que
incluyé protedlisis de la membrana externa; adi-
cionalmente, se comprobé mediante inmunofluo-
rescencia que LipL32 no fue detectada en la super-
ficie de la membrana externa intacta de L. interrogans
pero si bajo diferentes métodos de permeabilizacion
de membrana. De esta manera, un cambio en la lo-
calizacién de esta lipoproteina presenta una nueva
perspectiva que promueve la formulacién de tra-
bajos para aclarar el verdadero papel de LipL32 en
la leptospirosis, pues a pesar de los diferentes es-
tudios su funcién sigue siendo desconocida (17).

La lipoproteina LipL41 tiene un peso molecular
de 41 kDa y se encuentra exclusivamente en ce-
pas patdgenas (18). La secuencia de aminoécidos
de esta proteina en L. interrogans serovar Pomona

tiene una similitud del 99 % con la secuencia de
L. kirschneri serovar Grippotyphosa, lo cual sugie-
re que existe un alto grado de conservacién (19).
Ademds existe una correlacion positiva entre la
patogenicidad y la reactividad con el antisuero de
LipL41 (20). Se ha propuesto como antigeno en la
prueba de Elisa como herramienta de serodiagnos-
tico para la leptospirosis bovina (21), y junto con
OmpL1 se expresan durante la infeccién de ma-
miferos, lo cual produce un efecto inmunogénico

sinérgico (22).

Las proteinas LigA, LigB y LigC pertenecen a la
familia de las proteinas similares a inmunoglobu-
linas (Lig). LigA y LigB son consideradas antige-
nos candidatos para el desarrollo de inmunégenos
(23). Los genes que codifican para las proteinas Lig
se expresan Unicamente en cepas patogenas (24). La
proteina LigA recombinante utilizada como va-
cuna confiere inmunoprotecciéon contra una do-
sis letal de Leptospira interrogans serovar Pomona
con el hdmster como modelo experimental (25);
esta proteina tiene un peso molecular de 130 kDa
(23).La proteina LigB, con un peso molecular de
212 kDa (26), se ha propuesto para ser utilizada
como antigeno en vacunas recombinantes debido
a que se revel6 su protecciéon con una mayor tasa
de supervivencia y una reduccion en las lesiones
histopatoldgicas de dérganos vitales de hamster
(27).

A pesar de los diferentes estudios que han publica-
do secuencias parciales y completas tanto de nucled-
tidos como de aminodcidos, de genes y proteinas
respectivamente, no se han identificado secuen-
cias consenso que se conservan en los serovares
patdgenos y que pueden llevar al desarrollo de
vacunas recombinantes que confieran inmunopro-
teccion contra Leptospira spp. Con la realizacién
del presente trabajo se busca determinar la diver-
sidad molecular de las proteinas OmpL1, LipL.32,
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LipL41, LigA y LigB, y de los genes que las codifi-
can mediante andlisis bioinformaticos, para buscar
secuencias conservadas en diferentes cepas patd-
genas de Leptospira spp.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio descriptivo se realiz6 en las
salas de sistemas de la Universidad de La Salle
(sede norte), en Bogotd (Colombia). Se utili-
zaron las secuencias de aminodcidos de las pro-
teinas: OmpL1 (GI: 51475352), LipL32 (GI:
302310467), LipL41l (GI: 56407625), LigA
(GI: 218148452) y LigB (GI: 218148514) y las
secuencias de nucledtidos de los genes: ompL1
(GI: 51475351), lipL32 (GI: 166084878), lipL41
(GI: 56407624), ligA (GI: 218148451) y ligB
(GI: 218148533) de las cepas de Leptospira spp.
registradas en el National Center for Biotech-
nology Information (NCBI) (28). Se emplearon
los recursos Nucleotide y Gene para determinar la
secuencia, el tamano y la posicién de los genes
analizados dentro de las cepas de Leptospira spp.
Ademas se utilizé el recurso Protein para la de-
terminacién del nimero de aminodcidos de las
proteinas OmpL1, LipL32, LipL41, LigA y LigB
registradas en esta base de datos genética. Asi
mismo, empleando estas mismas herramientas se
consulté el nimero de registros de las proteinas
y de los genes en las especies de L. weilii, L. nogu-
chii, L. kirschneri, L. santarosai, L. borgpetersenii y
L. interrogans. Las secuencias seleccionadas de los
genes fueron alineadas con el recurso BLASTn y
las secuencias seleccionadas de proteinas fueron
alineadas con PSI-BLAST del NCBI, recursos
creados para establecer la variabilidad molecular
entre secuencias (29). Para establecer la diversi-
dad molecular se tuvo en cuenta el valor E, que
hace referencia a la significancia estadistica de la
alineacion.

REesuLTADOS

En el NCBI se encontrd el reporte del genoma de
cuatro cepas patdgenas de Leptospira spp.: L. interro-
gans serovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130
(GI cromosoma I: 45655914; GI cromosoma 1II:
45655585), L. interrogans serovar Lai cepa 56601
(GI cromosoma I: 294827553; GI cromosoma II:
294653513), L. borgpetersenii serovar Hardjo-bo-
vis cepa JB197 (GI cromosoma I: 116123488; GI
cromosoma II: 1163324435) y L. borgpetersenii se-
rovar Hardjo-bovis cepa LS50 (GI cromosoma I:
116119596; GI cromosoma 11:116329556). Ade-
mas, se identifico e incluyé en el estudio el genoma
de dos cepas saprofitas de Leptospira spp.: L. biflexa
serovar Patoc cepa “Patoc 1 (Paris)” (GI cromoso-
ma I: 167777849; GI cromosoma II: 189913173)
y L. biflexa seorvar Patoc cepa “Patoc 1 (Ames)”
(GI cromosoma I: 167774246; GI cromosoma I1:
167777524 ). En la tabla 1 se enmarca la clasifica-
cién y la longitud de las secuencias de nucleotidos
—Dbp (base pair)— correspondiente a cada micro-
organismo. En la tabla 2 se indica la posicién en
el cromosoma I de los genes consenso de ompL1,
lipL32, lipL41, ligA y ligB dentro del genoma de las
cuatro cepas patogenas de Leptospira spp.

Luego de la revision en el NCBI se identificé que
las secuencias completas de los genes ompLl,
lipL32, lipL41, ligA y ligB han sido registradas en
33,40, 40, 12y 12 cepas, respectivamente. Asi mis-
mo, en la figura 1 se indica el nimero de veces que
se generan informes en los que se han identificado
los genes ompL1, lipL32, lipL41, ligA y ligB en Lep-
tospira spp. Por otra parte, en la figura 2 se muestra
el numero de veces que se han registrado las pro-
teinas OmpL1, LipL32, Lipl41, LigA y LigB en las
especies de Leptospira.
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Tabla 1. Cepas de Leptospira spp. en las que se ha reportado el genoma y la longitud de sus cromosomas

Organismo Serovar Cepa Cromosoma Longitud (bp)
I 4.277.185
L. interrogans Copenhageni Fiocruz L1-130
II 350.181
I 4.338.762
L. interrogans Lai 56601
II 359.372
I 3.576.473
L. borgpetersenii Hardjo-bovis JB197
II 299.762
I 3.614.446
L. borgpetersenii Hardjo-bovis L550
II 317.336
I 3.603.977
L. biflexa Patoc Patoc 1 (Ames)
II 277.995
i I 3.599.677
L. biflexa Patoc Patoc 1 (Paris)
II 277.655

Tabla 2. Posicién en el cromosoma | de los genes genes omplL1, lipL32, lipL41, ligA y ligB en los genomas de las cuatro cepas
de Leptospira spp. secuenciadas

Organismo Gen Gl Posicién en el cr No o de pares de bases

omplLl1 116123989 686.212-687.174 963
lipL32 116124933 1.938.935-1.939.753 819

L. borgpetersenii serovar . j

Hardjo-bovis cepa JB197 lipL41 116123773 400.366-401.433 1068
ligA 116123647 209.713-211.758 2046
ligB 116124018 735.518-741.208 5691
omplLl1 116121834 2.975.092-2.976.054 963
lipL32 116121260 2.173.521-2.174.339 819

L. borgpetersenii serovar . _

Hardjo-bovis cepa L-550 lipL41 116122055 3.259.366-3.260.433 1068
ligA 116122182 3.459.191-3.461.236 2046
ligB 116121807 2.921.127-2.926.865 5739
omplL1 45600097 1.173.342-1.174.304 963

) lipL32 45600468 1.666.299-1.667.117 819

L. interrogans serovar

Copenhageni cepa Fiocruz lipL41 45602037 3.603.575-3.604.642 1068

L1-130
ligA 45599597 533.414-537.088 3675
ligB 45599596 526.395-532.067 5673
omplL1l 293386097 3.122.661-3.123.623 963
lipL32 24196442 2.619.904-2.620.722 819

L. interrogans serovar Lai lipL41 293385533 619.769-620.836 1068

cepa 56601
ligA 24198185 4.092.929-4.094.974 2046
ligB 293386084 3.044.638-3.050.502 5865
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Figura 1. NOmero de registros de los genes omplL1, lipL32, lipL41, ligA y ligB en las especies de Leptospira weilii, L. noguchi,
L. kirschneri, L. santarosai, L. borgpetersenii y L. interrogans
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Figura 2. Nomero de registros de las proteinas Ompl1, LipL32, LipL41, LigA y LigB en las especies de Leptospira weilii, L. noguchi,
L. kirschneri, L. santarosai, L. borgpetersenii y L. interrogans
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Al realizar con BLASTn la alineacién de las se-
cuencias seleccionadas de los genes ompL 1, lipL32,
lipL41, ligA y ligB, se observa que el porcentaje
promedio de cobertura con las cepas patégenas
de Leptospira spp. es de 100 % para ompL1, lipL32
y lipL41, 75 % para ligA y 99 % para ligB. De la mis-
ma manera, se obtuvieron porcentajes promedios
de identidad de los genes ompL1, lipL32, lipL41,
ligA y ligB, frente a las cepas patdgenas de Leptos-
pira spp. de 85, 98, 88, 90 y 80 % respectivamente
(E <0,5). En la tabla 3 se muestran las secuencias
seleccionadas para los andlisis de estos genes.

Las secuencias de aminoacidos registrados que se
seleccionaron para las proteinas OmpL1, LipL32,

LipL41, LigA y LigB tienen 135, 87, 133, 42 y
71 aminodcidos, respectivamente. Con esta in-
formacién y la identificacion de las secuencias,
se realizé la alineacion de las proteinas OmpL1,
LipL32, LipL41, LigA y LigB con PSI-BLAST, lo
que permite observar que el porcentaje promedio
de cobertura con las cepas patégenas de Leptospi-
ra spp. fue de 100 % para OmpL1, LipL41, LigA
y LigB, y de 77 % para LipL32. Asi mismo, fueron
obtenidos los porcentajes promedio de identidad
de las proteinas OmpL1, LipL32, LipL41, LigA
y LigB frente a las cepas patogenas de Leptospira
spp., con lo cual se obtuvieron los siguientes por-
centajes: 90, 99, 92, 63 y 60 % respectivamente
(E<0,5).

Tabla 3. Secuencias reportadas para los genes consenso ompl1, lipL32, lipL41, ligA y ligB

Gen Gl

Secuencia reportada

Tamaiio (bp)

omplL1 51475351

CAGTTAGACCTAGGACAATTAGGAGGAACCATCACCAAAGACGGTTTAGA-
CGCTGCCACTCATTATGGACCAGTTCGATCGTCCAATACCTGCACCGTAGG-
TCCAAGTGATCCTGCTTGTTTTCAAAACCCAGGCCAACCTACAGGTGAAGGA-
AATTATATAACGAGTGCTCCTAGAAAAGCGATTCCTGCTGAAAACAGATTA-
ATCACCCTTGATAGAACCACTGGTGGTGCCATCAATGCAAGAAGCACTA-
AAGGCGCCATGGTCGGAGGAAATTTGATGGTAGGTTATGAGTCCGACTTCGG-
TAAATATTTTTTCTGGAGAGTTGCTGCAGAATATACTCAAAAAATTTCCGGA-
GGGGTTACAAAGGCGGACATCGCTGGTTATAATATTGTAGATATGAC

404

lipL32 166084878

ATGGGAGTTCGTATGATTTCCCCAACAGGCGAAATCGGTGAGCCAGGCGA-
CGGAGACTTAGTAAGCGACGCTTTCAAAGCGGCTACCCCAGAAGAAAAATCA-
ATGCCACATTGGTTTGATACTTGGATCCGTGTAGAAAGAATGTCGGCGATTAT-
GCCTGACCAAATCGCCAAAGCTGCGAAAGCAAAACCAGTTCAAAAATTGGAC- 396
GATGATGATGATGGTGACGATACTTATAAAGAAGAGAGACACAACAAGTACA-
ACTCTCTTACTAGAATCAAGATCCCTAATCCTCCAAAATCTTTTGACGATCTGA-
AAAACATCGACACTAAAAAACTTTTAGTAAGAGGTCTTTACAGAATTTCTTTCAC-
TACCTACAAACCAGGTGAAGTGAAAGGA

lipL41 56407624

GTCGATGTAGAATATCCGGTATTCCCGAAAGATAAAGAAGGCCGTGCGCTT-
CAGAAATTCCTCGGAACAATTCGTAACGTAGGTTTGGCGGTTGAACCCCCA-
AAAAAAAGCCTTTGGGAAGCGATTTTCGGAGAAGGTTCTAGTTTTATCGATCA-
AATGCCTTCTAAAGTTTTCGAGGCATTCGATAAGGAATCTTATTACAAACTTAC- | 39¢
CGATCTCAGCAAACGCGCCGACATCCTTAACGAAGCCACTCTTTCTCTCACA-
GGAATTACAAAAAGCAGAGCGAAGATGGGAAACCTAATCGGGGCAGAAGCA-
ATCCTTTACATCGGATATCAAAAACCCAAAACAGGGGGGGGTTTCGAAAACA-
AAATCGATGCGGTTGCGGCTGGTTTTAATGTGGC

CTATTAGTAATGTTGATGACGAAAGAGGTTTGGCAACTGCTCTTTCCGTAGG-

ligA

218148451

TTCCTCCAAAATATCTGTAGATTACAATTCTATCAGTAGCTCTATCGATTTTGAAG-
TAACTCCAGAAATATTAGCCT

129

ligB

218148533

GACTCCATATCCGGATCTTCCGTTTTGAATATCACTTCCGCGCTTCTTACTTC-
CATCGAGATAACACCGACGATCAATTCTATCCCTCATGGTTTTACAAAACA-
ATTTAAAGCGACTGGTATTTTTACAGACAACTCTACTCAGAATTTGACTCAGCTT-
GTAACTTGGATTTCTTCCGATCCCTCCAAGATCAAGATCGAAAATAACTCCGGTA

214
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Discusion

Los genomas reportados indican que tanto las es-
pecies patégenas como las saprofitas de Leptospira
spp. cuentan con dos cromosomas: uno grande y
uno pequeiio. Un estudio que comparé el genoma
de L. interrogans, L. borgpetersenii'y L. biflexa deter-
miné que las tres especies comparten 2052 genes;
L. biflexa comparte 93 y 44 genes con L. interro-
gans'y L. borgpetersenii, respectivamente, quienes a
su vez comparten 656 genes. Los genes especificos
de L. biflexa, L. interrogans y L. borgpetersenii son
1348, 627 y 268, respectivamente. Los 2052 genes
que comparten las tres especies tienen funciones
de mantenimiento como metabolismo de ADN y
ARN, procesamiento de proteinas y secrecion, es-
tructura celular, procesos celulares y metabolismo
energético e intermediario (30).

Es evidente que a pesar de los numerosos estudios
registrados en las bases de datos sobre los genes y
las proteinas que se encuentran en cepas de Leptos-
pira spp., ain no se conoce con exactitud la funcién
que muchas de ellas desempenan en la patogenici-
dad y en la interaccion huésped-patégeno. De esta
forma, se ha calculado que aproximadamente el
40 % de los genes totales de este patdgeno codifica
para proteinas de funcién desconocida. Sin embar-
go, dentro de los genes con funcionalidad definida
se incluyen los responsables de la biosintesis de
los lipopolisacaridos como LipL32, LipL41 vy las
proteinas de superficie Lig (31, 32). A pesar de co-
nocerse otros genes conservados entre las especies
patogenas de Leptospira, como lo son los codifi-
cantes para Loa22, HemO y LA1641, la funcién
exacta dentro de la patogenicidad se desconoce y a
pesar de tener resultados prometedores en su estu-
dio para atenuacion de cepas, falta investigaciéon que
clarifique de qué manera estin involucrados en los
procesos de infeccion y si son indispensables para
el desarrollo de esta (31-33).

Al analizar las alineaciones de los genes ompLl,
lipL32, lipL41, ligA y ligB, se evidencia que los por-
centajes de identidad son similares; sin embargo,
la cobertura de las secuencias frente a las cepas de
Leptospira spp. variaron, en mayor medida la del
gen ligA. Esta variacién respecto a los genes lig se
ha detectado en diferentes estudios (34,35), en los
cuales se examinaron los patrones de variacion de
secuencia y de recombinacién de estos genes fren-
te a cepas patogenas de Leptospira, con lo cual se
encontré que los genes ligB permanecian intactos,
a diferencia del gen ligA encontrado exclusivamen-
te en las cepas L. interrogans y L. kirschneri (35).
El gen ligA deriva del gen ligB por un proceso par-
cial de duplicacién de genes, por lo cual ambos se
encuentran involucrados con los procesos de in-
feccion; de todas formas, no se requieren las dos
copias, lo que explicaria la ausencia de ligA en al-
gunas cepas de Leptospira y la variacion detectada
(35,36).

Por otra parte, al observar los porcentajes de ali-
neacion de las proteinas OmpL1, LipL32, LipL41,
LigA y LigB, se identificé una variacion en la iden-
tidad de estas ultimas dos secuencias. Se ha en-
contrado que las proteinas Lig tienen un prome-
dio de identidad bajo, como es el caso de LigA, la
cual posee una identidad de secuencia de solo 37 %
(35); sin embargo, comparadas con otras protei-
nas que poseen secuencias completas mds conser-
vadas, la generacién de anticuerpos en modelos
animales como el hamster son muy similares (37).
Con esto se indica que las proteinas Lig presen-
tan una diversidad importante, por lo que se deben
analizar cuidadosamente con el fin de seleccionar
polipéptidos para uso en el diagnéstico o como
candidatos vacunales (35).

Un anélisis comparativo de los genomas de los se-
rovares Copenhageni y Lai de L. interrogans con-
cluye que existen diferencias en las vias de biosin-
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tesis, adaptacion, colonizacién y patogénesis entre
serovares. Se identificé un gran niimero de lipo-
proteinas y proteinas de membrana externa espe-
cificas, que actuarian en la patogénesis (38); esto
es acorde con estudios que indican que las vacunas
realizadas con ciertas proteinas son serovar-espe-
cificas (39,40). Por otra parte, se determiné que
existen proteinas de membrana externa que estdn
conservadas entre los serovares patégenos. Estas
proteinas son las recomendadas para el desarrollo
de vacunas recombinantes (38).

Los andlisis bioinformaticos realizados indican
que los genes ompL1, lipL32, lipL41, ligA y ligB se
encuentran exclusivamente en cepas patdgenas de
Leptospira spp., segtin lo registrado por diferentes
autores (9,10,13,14,19,24,41). Los genomas de
las cuatro especies patdgenas secuenciadas indican
que existe una variacion en la localizacion de estos

genes €n el cromosoma I.

Para todos los genes se observa que el mayor nu-
mero de reportes se ha realizado en diferentes
cepas y serovares de L. interrogans, seguido por
L. borgpetersenii, L. santarosai, L. kirschneri, L. no-
guchi'y Lweilii. Se observé que las secuencias de
los genes estudiados son poco variables entre las
cepas registradas; esto concuerda con estudios que
determinaron que entre los genes ompL1, lipL32 y
lipL41 hay una equivalencia de 96-99% (19). En
cuanto a los genes ligA y ligB, un estudio demos-
trd que ligB estd presente en todas las cepas pato-
genas de Leptospira spp. (35). Las proteinas LigA y
LigB desempenan un papel importante en la viru-
lencia de la enfermedad debido a que actian como
adhesinas (26).

Un estudio evalu6 la secuencia de los genes ompL1
y lipL32 y de sus respectivas proteinas en 38 cepas
de Leptospira spp., para demostrar que existe mayor
variabilidad en el ompL1 que en el gen lipL32. La

variabilidad existente se debe a que los mecanismos
de los genes de Leptospira spp. que codifican para
proteinas de membrana externa incluyen mutacio-
nes de nucledtidos que generan polimorfismos
simples de nucleétidos y transferencia horizontal de
ADN entre las diferentes especies de Leptospira spp.
(42). Se considera que los mecanismos evolutivos
de los genes ligA y ligB consisten en recombinacion
y transferencia horizontal de ADN (35).

Se sugiere que las secuencias seleccionadas son re-
giones invariables presentes en las proteinas de ce-
pas patogenas de Leptospira spp. nominadas como
candidatos vacunales, exceptuando LigA y LigB,
proteinas con el menor porcentaje de identidad con
las cepas patdgenas utilizadas. Se recomienda reali-
zar mds investigaciones relacionadas con la identifi-
cacion de una region invariable de estas proteinas,
preferiblemente de la region C- terminal, que es la
mas conservada de esta proteina (35).

CONCLUSIONES

Mediante este estudio se confirm¢, con ayuda de
diferentes herramientas bioinformadticas, que exis-
ten regiones conservadas, tanto en los genes como
en las proteinas entre las diferentes especies, sero-
vares y cepas de Leptospira (excepto la secuencia
identificada para LigB), que se proponen como
secuencias de aminoacidos para la generacién de
vacunas recombinantes que confieran inmuno-
proteccion a diferentes cepas de Leptospira spp. Se
recomienda realizar estudios de secuenciacién de
estos genes en cepas de campo aisladas de anima-
les enfermos, para verificar las secuencias consen-
so identificadas.
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