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RESUMO

Hashimoto V.L. Clonagem e expressdo génica de antigenos candidatos vacinais contra
leptospirose. [Tese (Doutorado em Biotecnologia)] — S&o Paulo — Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Paulo, 2012.

A leptospirose é uma doencga infecto-contagiosa que acomete 0s animais domesticos,
silvestres e 0 homem, causada por bactérias do género Leptospira. No Brasil, a hemorragia
pulmonar constitui o principal fator de risco para o ébito com taxas de letalidade para essa
forma da doenga superior a 50%. Mesmo com as atuais bases terapéuticas tais como a
instituicdo de diélise precoce, melhor controle da insuficiéncia renal e a utilizacdo de
estratégias de ventilacdo protetora utilizadas nos casos de sindrome hemorragica pulmonar na
leptospirose, ainda hd uma ineficécia para reduzir significativamente a alta letalidade desta
forma de manifestacdo na leptospirose. Além disso, ha grandes custos no sistema de salde
publico devido a perda de dias de trabalho e a internacdo hospitalar. Desta maneira, o
desenvolvimento de uma vacina preventiva e o melhor entendimento dos mecanismos de
lesdo envolvidos nos processos de desenvolvimento da leptospirose nos permitira propor
novas terapéuticas a fim de diminuir a alta letalidade associada a doenca. Com o
sequenciamento de seis genomas de Leptospira aliado ao desenvolvimento de ferramentas de
bioinformética, propusemos investigar doze genes de Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni. Esses genes foram selecionados por codificarem proteinas hipotéticas, de
sublocalizacdo extracelular ou secretada, cujas fun¢des ainda ndo foram caracterizadas, além
dos genes que codificam para a porcao carboxi-terminal da proteina LigA e LytM de L.
interrogans Copenhageni e Staphylococcus aureus respectivamente, para serem utilizados
como controle em alguns experimentos. Todos 0s genes selecionados foram clonados, porém,
somente 0s antigenos rLIC13435, rLIC11399 a porgdo carboxi-terminal das proteinas
LIC11399 (ctLIC11399), LigA (ctLigA) e LytM (ctLytM) foram possiveis de expressar e
purificar. O gene 1ic13435 esta presente em variados genomas de leptospiras patogénicas e
ausente no genoma de leptospira saprofitica. Entretanto, a expressdao dessa proteina foi
bastante variada, indicando que esta proteina talvez seja regulada e desempenhe alguma
funcdo na viruléncia ou patogenicidade da bactéria. No entanto, a imunizacdo com esse
antigeno ndo conferiu protecdo em hamsters desafiados com leptospira virulentas. O gene
lic11399 apresenta um dominio semelhante aos fatores V e VIII da cascata de coagulacdo na
por¢do amino-terminal e um dominio semelhante ao de metalopeptidase da familia M23 na

porcdo carboxi-terminal. A proteina nativa esta presente somente no genoma de leptospiras



patogénicas e é secretada pela bactéria durante seu crescimento. Além disso, soros de
humanos e hamsters com leptospirose sdo capazes de reconhecer a proteina recombinante
rLIC11399, indicando que a proteina nativa € apresentada ao sistema imune do hospedeiro
durante a infeccdo por leptospira. Apesar dos ensaios de protedlise realizados neste estudo
detectarem uma baixa atividade elastinolitica das proteinas rLIC11399 e ctLIC11399, a
identificacdo da proteina LIC11399 abre caminho para a investigacdo de uma possivel
protease envolvida nos processos hemorragicos para essa importante zoonose. Em ensaios de
desafio animal, a imunizacdo de hamsters com a proteina rLIC11399 conferiu protecdo em
30% dos animais. Esperamos, com os resultados apresentados neste trabalho, contribuir com a

caracterizacéo da biologia e patogenicidade da leptospirose.

Palavras chaves: Vacinas. Proteinas recombinante. Leptospirose. Leptospira interrogans
Copenhageni.



ABSTRACT

Hashimoto, V.L. Cloning and gene expression of vaccinal candidates against leptospirosis.
2012. [Ph.D. thesis (Biotechnology)] — Sado Paulo — Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Paulo, 2012.

Leptospirosis is an infectious disease that affects domestic animals, wildlife and
humans, caused by bacteria of the genus Leptospira. In Brazil, pulmonary hemorrhage is the
major risk factor to death with mortality rates for this form of the disease over than 50%.
Even with the current therapeutic grounds such as early institution of dialysis, better control
of renal failure and the use of protective ventilation strategies used in cases of leptospirosis
pulmonary hemorrhage syndrome, the reducing of the high mortality of this form of
manifestation in leptospirosis is still not significant. In addition, there are large costs in the
public health system due to lost of working days and hospitalizations. Thus, the development
of a preventive vaccine and better understanding of injury mechanisms involved in
leptospirosis would allow us to propose new therapies to reduce the high mortality associated
with the disease. With the sequencing of six genomes of Leptospira coupled with the
development of bioinformatic tools, we proposed to investigate twelve genes of Leptospira
interrogans serovar Copenhageni. These genes were selected because they encode for
hypothetical proteins with extracellular or secreted localization, whose functions have not yet
been characterized, in addition to genes encoding the C-terminal portion of LigA and LytM of
L. interrogans Copenhageni and Staphylococcus aureus respectively, to use as control in
some experiments. All selected genes were cloned, but only the antigens rLIC13435,
rLIC11399 and the C-terminal portion of proteins LIC11399 (ctLIC11399), LigA (ctLigA)
and LytM (ctLytM) were possible to express and purify. The lic13435 gene is present in a
varied pathogenic leptospira genomes and absent in saprophytic genome, however, the
expression of this protein was inconsistent, indicating that this protein may be regulated and
play a role in virulence or pathogenicity of the bacteria. Nevertheless, immunization with this
antigen did not confer protection in hamster challenged with virulent leptospira. The lic11399
gene has a domain similar to factor V and VIII of the coagulation cascade in the N-terminal
portion, and a domain similar to M23 metallopeptidase family at the C-terminal portion. The
native protein is present only in pathogenic leptospiras genomes and is secreted by the
bacteria during their growth. Furthermore, sera from humans and hamsters with leptospirosis
are able to recognize the recombinant protein rLIC11399, indicating that the native protein is
presented to the host immune system during infection by leptospira. Despite the proteolysis
assays performed in this study detected a low elastolytic activity of rLIC11399 and
ctLIC11399 proteins, the identification of LIC11399 protein opens the way for the
investigation of a possible protease involved in bleeding processes in this important zoonosis.
In animal test challenge, the hamsters immunization with rLIC11399 protein conferred 30%
protection. With the results presented here, we expect to contribute to the biology and
pathogenicity characterization of leptospirosis.



Keywords: Vaccines. Recombinant proteins. Leptospirosis. Leptospira interrogans
Copenhageni.
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1 INTRODUCAO
1.1  Aspectos biologicos e morfoldgicos da bactéria

As leptospiras sdo bactérias helicoidais, altamente moveis, aerdbicas obrigatdrias,
constituidas por uma membrana citoplasmatica, parede celular de peptideoglicano e uma
membrana envolvente contendo porinas que permitem a troca de soluto entre o espaco
peripldésmaético e o ambiente (1, 2). Variam de 6 a 25um de comprimento por cerca de 0,1 um
de didmetro (figura 1). A membrana externa contém lipopolissacarideo (LPS) e diversas
lipoproteinas. Os LPSs de leptospiras possuem composi¢cdo quimica Unica, quando
comparados aos demais Gram-negativos. Os LPSs sdo compostos por trés segmentos ligados
covalentemente: lipideo A, core, e antigeno O, que consiste em grupos polissacaridicos
altamente variaveis. O antigeno O é considerado o principal agente antigénico dos LPSs das
bactérias gram-negativas (3). A porc¢do do lipidio A exibe uma composi¢do de acidos graxos
incomum e um Unico residuo de fosfato metilado (4-6). O core é uma porcéo polissacaridica

que forma a regido intermediéria (figura 2).

Figura 1 - Microscopia eletronica de varredura de dois espécimes de L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae
aderidos a uma membrana de filtragdo de 0,2 mm.

Fonte: Reproduzido de Levett (2001).
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Figura 2 — Esquema da superficie de bactéria gram-negativa. Modelo molecular da membrana interna e
externa de E. coli K-12. Conforme indicado, as formas geométricas ovais e retangulares
representam residuos de aclcar, enquanto que circulos representam grupos polares de varios
lipideos. PPEtn: pirofosfato de etanolamina; LPS: lipopolissacarideo; Kdo: 2-keto-3-acido
deoxiotonico.
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Fonte: Modificado de Raetz et. al.(7)

A motilidade da Leptospira deve-se a presenca de dois flagelos periplasmaticos, cada
um ancorado subterminalmente em uma das extremidades da bactéria e que se estendem em
direcdo ao centro (figura 3) (8, 9). Periodicamente, 0s eixos contraem-se, levando a rotacédo
dos flagelos e assim, movimentacdo da bactéria.

Os habitats das Leptospira sdo diversos, pois podem se estabelecer em ambientes
como lama, aguas de esgoto, trato digestivo de moluscos, e em tubulos renais de mamiferos
(10), devido a sua capacidade de agregacéo celular e formacéo de biofilme (11, 12).

No meio ambiente, as leptospiras requerem, para sua sobrevivéncia, solo com pH
levemente alcalino em torno de 7,2 a 7,4, e, de preferéncia, com grande umidade. No entanto,

as leptospiras ndo resistem ao calor, desidratagdo e & agua salgada (13, 14).
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Figura 3 — Esquema ilustrando a membrana externa, cilindro celular protoplasmatico e o flagelo periplasmatico

das espiroquetas.

Membrana Cilindro celular Flagelo
Externa protoplasmatico periplasmatico
i

Fonte: Adapatado de Charon et. al. (10).

Sé&o bactérias de dificil cultivo que ndo se coram pelos métodos usuais de coloracdo. A
sua principal fonte de energia sdo os acidos graxos de cadeia longa, sendo a amonia e o ferro
nutrientes essenciais. Por estas caracteristicas, para seu crescimento em meio artificial, séo
necessarios meios especiais enriquecidos com albumina bovina, soro de coelho e vitaminas
Bl e B2. O meio de cultura mais utilizado para seu cultivo é o meio Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH), que contém é&cido oléico, soro albumina bovina como
detoxificante e tween 80 como fonte de carbono (15-17). O crescimento em meio de cultura

pode variar de dois a 30 dias (3).

1.2  Taxonomia e classificacao

A classificacdo taxondmica das leptospiras esta em constante revisdo, devido aos
avan¢os em biologia molecular.

Leptospiras sdo filogeneticamente relacionadas a outras espiroquetas (18). Estas
bactérias pertencem a classe das Spirochaetes, ordem Spirochaetales, e estdo divididas em
trés familias, Spirochaetaceae que contém espécies do género Borrelia, Brevinema,
Cristipira, Spirochaeta, Spironema e Treponema. A segunda familia Brachyspiraceae,
contém o género Brachyspira (Serpetulina). A terceira familia, Leptospiraceae, contém
especies dos géneros Leptonema e Leptospira. Na figura 4 estd representado um esquema
simplificado da taxonomia das espiroquetas.

O género Leptospira foi inicialmente dividido em duas espécies, através de sorologia,
baseada em determinantes antigénicos: Leptospira interrogans sensu lato (bactérias

patogénicas) e Leptospira biflexa sensu lato (bacterias saprofiticas e/ou de vida livre).
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A sorologia foi o método utilizado para a classificacdo das leptospiras até o final da
década de 1980 (19). A classificacdo soroldgica é fundamentada em testes de aglutinacédo
microscopica (MAT). Utilizando-se o MAT, os sorovares sdo classificados dentro de
sorogrupos determinados pelos antigenos que sdo compartilhados (sorogrupo-especifico) (3),
podendo muitas vezes ocorrer reacfes cruzadas entre diferentes sorovares. Assim sendo, as
espécies de Leptospiras séo classificadas dentro de mais de 250 sorovares. A diversidade dos
sorovares é devido a heterogeneidade de carboidratos que compdem a cadeia lateral dos
lipopolissacarideos (LPS) da membrana bacteriana.

Com o desenvolvimento das técnicas de hibridizacio do DNA e da andlise de
homologia DNA-DNA, a classificacdo das leptospiras vem sofrendo modificagbes. A
classificacdo molecular do género Leptospira é baseada no grau de hibridizacdo de DNA.
Atualmente, o género divide-se em 20 espécies definidas, que incluem espécies patogénicas,
ndo-patogénicas e intermedidrias (espécies cuja patogenicidade ainda ndo foi
determinada)(20-23). Essa classificacdo coexiste com a classificacdo antiga, baseada no
MAT. No Brasil, os sorovares mais frequentes causadores de doenca em humanos sdo

Copenhageni e Icterohemorrhagiae (24-26).

Figura 4 — Taxonomia das espiroquetas. A figura apresenta uma versdo simplificada da taxonomia das
espiroquetas focando nos géneros importantes do ponto de vista clinico. Nos quadrado do
organograma estdo assinaladas em vermelho as doencas causadas pelas bactérias.
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Fonte: Modificada de Schoder et.al. (27).
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1.3  Epidemiologia

A leptospirose é considerada a zoonose mais difundida no mundo. O agente infectante
é transmitido de um mamifero infectado para outro através do contato direto, ou indireto, com
a urina de animais infectados, ou através de veiculos inanimados, tais como solo, agua ou
utensilios contaminados. A Leptospira é mantida no ambiente através de animais carreadores
que apresentam colonizagdo persistente dos tubulos renais proximais, eliminando a bactéria
por longos periodos sem apresentar sintomas de doenca (3).

A incidéncia é mais significativa em paises ou regides de clima tropical e subtropical
em desenvolvimento com alto indice pluviométrico (3, 13, 28-31).

A alta prevaléncia em paises em desenvolvimento estd associada com o crescimento
populacional urbano e auséncia de saneamento basico que constitui um fator essencial na
proliferacdo de roedores, a principal fonte de infeccdo humana (3, 32). Nesta situacdo, 0s
grupos socio-econdmicos menos privilegiados, com dificuldade de acesso a educacéo e salde,
residentes em regides periféricas as margens de corregos ou proximos de esgotos a céu aberto
sdo expostos a freqlientes enchentes e, portanto, maior risco de contrair a infec¢do. Em paises
desenvolvidos, com infra-estrutura de saneamento adequado, a populacdo estd menos exposta
ao contagio. A infeccdo ocorre de forma ocupacional e em surtos associados a pratica
esportiva em agua e solos contaminados (13, 20, 33).

A exposicdo ocupacional é um fator de risco significante (20, 34), podendo atingir
diversas categorias profissionais como trabalhadores rurais, mineiros, abatedores de animais,
trabalhadores da rede de saneamento e médicos veterinarios. Entretanto, a real incidéncia de
leptospirose no mundo ndo é precisamente determinada, seja por falhas nos sistemas publicos
de vigilancia e prevencdo, seja pela baixa suspeita clinica de leptospirose devido ao alto
naumero de casos subclinicos, e por semelhancas com outras doencas infecciosas que ocorrem
concomitantemente (por exemplo, a dengue) (35). Somente nos Gltimos anos a leptospirose
ganhou atencdo como um importante problema de salde publica global. Atribui-se este
reconhecimento a emergéncia de SPHL (sindrome pulmonar hemorragica na leptospirose) em
todo o mundo (36-43). A hemorragia pulmonar na leptospirose é a manifestacdo mais letal
nesta doenca com taxa de mortalidade superior a 50% (44).

No Brasil, a hemorragia pulmonar constitui o principal fator de risco para o ébito com
taxas de letalidade que variam entre 55% a 74% (45, 46). Mesmo com as atuais bases
terapéuticas tais como a instituicdo de didlise precoce, melhor controle da insuficiéncia renal e

a utilizacdo de estratégias de ventilacdo protetora utilizadas nos casos de SPHL, ainda ha uma
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ineficicia para reduzir significativamente a alta letalidade desta forma de manifestacdo na
leptospirose (47).

Embora o potencial hemorragico da leptospirose ter sido descrita em 1886 por Weil, e,
diversos estudos tenham se focado para esta forma da doenca (45, 48-54), o mecanismo de

sua fisiopatologia ainda ndo foi completamente elucidado.

1.4 Manifestac6es clinicas da leptospirose humana

A leptospirose apresenta amplo espectro de manifestagdes clinicas em humanos, desde
quadros leves a quadros mais graves, por vezes fulminantes (33, 55). A doenca ocorre pela
penetracdo ativa dos microrganismos através de mucosas (ocular, digestiva, respiratéria, e
genital), ou por meio da pele lesada ou mesmo integra (3, 13, 20). Apds a penetracdo
leptospiras percorrem as vias linfaticas e sanguineas, atingindo sitios de dificil acesso para os
anticorpos, como tubulos renais, figado, cérebro e olhos, onde persistem e se multiplicam. O
periodo de incubacdo da doenca até o surgimento dos sintomas é variavel, geralmente de sete
a quatorze dias em média, porém, periodos mais curtos podem ocorrer em casos de alta carga
bacteriana infectante. Ap6s o periodo de incubacdo, podem ocorrer duas sindromes clinicas
distintas, com 90% dos pacientes apresentando uma doenca febril anictérica e 10% doenca
severa com ictericia e manifestacGes hepaticas e renais (sindrome de Weil) (20). Embora a
forma anictérica seja mais freqlientemente observada, ambas as formas podem seguir um
curso bifasico caracterizado por uma fase de septicemia e uma fase imune (3, 20).

Na forma anictérica a grande maioria das infeccbes é subclinica ou de baixa
severidade e a resolugdo coincide com o surgimento de anticorpos (20). Os individuos
sintomaticos apresentam na primeira fase, conhecida como fase septicémica, febre subita,
calafrios, cefaléia, mialgias, erup¢des cutdneas, nduseas, vomitos, derrame conjuntival e
prostracdo. Nesta fase as leptospiras podem ser isoladas do sangue, liquor e tecidos (3, 20).
Seguindo-se a defervescéncia da febre e demais sintomas, inicia-se a fase imune,
caracterizada pela producdo de anticorpos. Nesta fase as leptospiras desaparecem do sangue e
liquor, mas podem ainda ser encontradas no rim, urina e humor aquoso (56, 57). Em alguns
pacientes a febre retorna associada a sintomas neurolégicos como cefaléia, fotofobia e rigidez
na nuca, caracterizando um quadro de meningite asséptica que consiste na principal
manifestacdo clinica desta fase (32).

Diferentemente da forma anictérica, a forma ictérica da leptospirose, conhecida como

Sindrome de Weil, é geralmente grave. Ocorre em 5% a 15% dos casos e sua mortalidade
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varia de 5% a 40%. Esta forma da doenca é caracterizada pela faléncia das funcdes hepaticas
e renais, hemorragia, colapso vascular e alteracdo severa da consciéncia (3, 20, 29).
ManifestacGes hemorragicas sdo freqlentes e caracterizadas por petéquias, purpura,
hemorragias conjuntival, gastrointestinal e pulmonar. As formas pulmonares graves como a
SPHL representam uma evolucdo da Sindrome de Weil, com instalacdo precoce de
insuficiéncia respiratoria aguda, muitas vezes precedendo quadro de ictericia e disfungédo
renal. Os sintomas pulmonares incluem tosse, dispnéia e hemoptise de severidade variada (24,
58). O Obito pode ocorrer nas primeiras 24 horas de internacdo, por asfixia causada por
profusa hemorragia bronco-pulmonar. Essa forma severa da doenga de Weil tém sido relatada
com freqtiéncia no Brasil, principalmente no Estado de S&o Paulo, onde esté& presente em 72%

dos casos graves, com taxa de letalidade global de 17% (26, 49, 59).

1.5  Diagnéstico

Devido a ampla sintomatologia da leptospirose, o diagnéstico deve ser feito baseado
em elementos do ambiente epidemioldgico associado a manifestacdes clinicas do paciente,
porém, a confirmacdo da leptospirose so é possivel através de diagnostico laboratorial (60).

Entre os métodos soroldgicos, 0 mais utilizado é o teste de aglutinagdo microscopica
(MAT), que também ¢é considerado o teste “Padrio Ouro” pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS). Nesta técnica, dilui¢bes seriadas do soro do paciente sdo incubadas a 37 °C
com uma suspensdo de leptospiras vivas ou inativadas. Apds a incubacdo, a mistura soro-
antigeno é examinada por microscopia de campo escuro para a observacao de aglutinacéo e
para a determinacdo dos titulos de diluicdo. Entretanto, a interpretacdo deste teste é
complicada pela alta proporcdo de reacGes cruzadas que ocorrem entre diferentes sorogrupos,
especialmente em amostras colhidas na fase aguda da doenca (20). Resultados falsos
negativos podem ocorrer quando o sorovar causador ndo esta incluido na bateria de testes
(61). Contudo, esta técnica € cara, de execucdo trabalhosa exigindo pessoas experientes e
qualificadas, estando restrita a poucos laboratérios de referéncia. A necessidade de culturas
vivas de sorovares variados requer meio de cultura complexo, manutencdo e repiques
frequentes, necessidade de microscopio de campo escuro além de oferecer o risco de
contaminag&o local (62, 63).

Devido a complexidade do MAT, testes rapidos de triagem para deteccdo de
anticorpos anti-leptospira, durante a fase aguda da infeccdo, foram desenvolvidos (20). Entre

eles: o teste hemolitico (64), a aglutinagdo macroscopica (SAT-Slide Agglutination Test) (65,
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66), 0 ensaio de hemaglutinacdo indireta (20, 67, 68), a imunofluorescéncia indireta (69), o
teste de aglutinacdo em microcépsula (70) e o ensaio imunoenzimético - ELISA, (Enzyme-
linked immunosorbent assay) (71, 72). Com o advento de técnicas de biologia molecular,
métodos moleculares estdo sendo desenvolvidos, principalmente baseados na deteccdo do
DNA leptospiral em material clinico. Para esse fim, tém se utilizado dot-blotting (73),
hibridizacdo in situ (74) e PCR (75). A PCR € um método molecular rapido e sensivel em
especial durante os primeiros dias de doenca antes da soro-conversao, sendo Util também para
distinguir sorovares patogénicos dos ndo patogénicos (76-78). Varios pares de primers para a
deteccdo por PCR tém sido descritos, frequentemente baseados nos genes 16S ou 23S rRNA e
em elementos repetitivos da bactéria (20, 79). No entanto, estes testes diagnosticos ainda
estdo sendo padronizados e ndo sdo aceitos como métodos de referéncia (20, 63), pois apesar
de serem altamente sensiveis e especificos, eles ndo tém sido sistematicamente comparados

entre si e com o teste padrdo (MAT) (63).

1.6 Profilaxia

Estratégias de prevencdo e controle da leptospise incluem medidas direcionadas aos
reservatorios, aos fatores ambientais e ao homem (80). O risco de transmissdo pode ser
reduzido nos centros urbanos atraveés da melhoria das condigcdes de infra-estrutura bésica
(rede de esgoto, drenagem de aguas pluviais, coleta adequada do lixo) e da eliminacdo dos
roedores. O controle da populacdo de roedores, por meio de medidas de anti-ratizacdo e
desratizacdo diminui o nivel de contaminacdo ambiental, e, consequentemente, reduz o risco
de contaminacdo humana. A adocdo de equipamentos de protecdo, como botas, roupas e luvas
impermedveis protegem individuos expostos a contaminagdo ocupacional. Entretanto, estas
medidas tradicionais ndo sdo praticaveis em paises em desenvolvimento devido as
dificuldades econémicas (80).

Para individuos com alto risco de contaminacédo, pode-se recomendar a admistracdo de
antibidtico profilatico (pré-exposicdo). As populacdes mais indicadas a receber esse tipo de
tratamento sdo militares, bombeiros e profissionais que irdo se submeter & situacéo de risco
por um tempo limitado.

No ambito veterinario, estdo disponiveis no mercado vacinas obtidas a partir de
preparacdo de leptospiras atenuadas ou inativadas por formaldeido ou calor. Porém, a resposta
imune desencadeada a partir dessas preparacdes € ativada, principalmente, pela porgéo

polissacaridica dos LPSs das bactérias. Esses antigenos estimulam uma resposta timo
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independente, ndo induzindo, portanto, protecdo a longo prazo contra infeccdo, o que torna
necessaria sua administracdo anual ou semestral (81). Além disso, sdo sorovares especificas,
ou seja, ndo promovem protecdo cruzada contra leptospiras de sorovares ndo contidas na
preparacdo vacinal (3, 20).

Diversas vacinas para prevenir a leptospirose humana tém sido desenvolvidas. Paises
como Cuba (82, 83), Russia (84) e China (85) tém realizado extensos ensaios clinicos para
avaliacdo dessas vacinas. No entanto, essas vacinas apresentam problemas semelhantes as de
uso veterinario, sendo sorovar-especifica e requerendo administracdo periddica. Portanto,
ainda ndo existe uma vacina eficiente para uso humano, nem veterinario.

A diversidade antigénica observada entre os sorovares de Leptospira deve-se as
variacdes de carboidratos na cadeia lateral do LPS, dificultando a elaboracdo de uma vacina
de LPSs multivalente. Por isso, a identificacdo e o conhecimento da expressdo de proteinas
antigénicas durante a infeccdo pode ser uma ferramenta importante no desenvolvimento de
vacinas. Atualmente, diversos grupos de todo o mundo estdo concentrados na identificacdo de
proteinas relacionadas a patogenicidade ou viruléncia, e que tenham um amplo espectro de
conservacao dentre os principais sorovares patogénicos ao homem, para a elaboracdo de uma

vacina protéica eficaz e que confira protecdo a longo prazo (86-92).

1.7 Tratamento

O tratamento da leptospirose depende da forma clinica da doenca. O tratamento
classico da leptospirose consiste em antibioticoterapia especifica, reposicdo de fluidos,
correcdo dos distarbios hidroeletroliticos como a hipopotassemia e analgesia para as dores
musculares. Casos graves, com doenca de Weil, necessitam de terapia dialitica para
tratamento da uremia e ventilacdo mecéanica para os casos com insuficiéncia respiratoria (93,
94).

O tratamento antibi6tico da leptospirose é feito com penicilina cristalina ou ampicilina
via intravenosa para casos graves. Doxicilina, ampicilina e amoxicilina podem ser prescritas
para casos leves e moderados (13, 33). Entretanto, ndo ha antibidtico capaz de reverter o dano
causado em tecidos e orgaos (3, 20).

Nos casos de insuficiéncia e faléncia renal, o procedimento indicado é a dialise
peritoneal e, a dilise deve ser mantida até que a fungéo renal volte ao normal. Nos quadros
mais severos com presenca de hemorragias, é necesséaria a transfusdo de sangue ou de

plaquetas (3, 55).



29

1.8  Genomas de Leptospira spp.

Os maiores avangos na compreensdo da patogénese de Leptospira spp. foram possiveis
gracas ao recente seqlienciamento de duas espécies de Leptospira patogénicas, Leptospira
interrogans (95-97) e Leptospira borgpetersenii (98), e da espécie saprofitica Leptospira
biflexa (99). De acordo com estes estudos, 0 genoma de Leptospira € composto de dois
cromossomos circulares (Cl e Cll) de aproximadamente 4Mb e 300Kb respectivamente (96),
enquanto que a especie saprofitica possui um replicon adicional de 74Kb, denominado de
P74. Embora o replicon P74 possua genes essenciais de metabolismo basal presente no
cromossomo maior das espécies patogénicas, este € considerado um elemento
extracromossomal ou plasmideo (100) e ndo um cromossomo como se supunha (99).

Uma analise comparativa das seqiiéncias obtidas até entdo revelam que 61% dos genes
estdo presentes em todos os genomas de Leptospira seqiienciados, distribuidos nos dois
cromossomos, indicando que possa representar 0 conjunto génico do progenitor ancestral que
existiu antes da divergéncia entre espécies patogénicas e saprofiticas (99). A maioria dos
genes (77% - 81%) que compBe o genoma de Leptospira ndo possui ortdlogos nos genomas
de outras espiroquetas, indicando um grande distanciamento das leptospiras dos demais
membros do phylum durante o processo evolutivo (18, 100). O estudo dos genes que
codificam proteinas imunogénicas e virulentas tem sido o eixo principal de diversas pesquisas

para a compreensao da patogenia da leptospirose e para o desenvolvimento de vacinas.

1.9  Patogenicidade

O sistema imune inato constitui a primeira linha de defesa do hospedeiro,
desempenhando um papel crucial no reconhecimento e eliminacdo de leptospiras. A superficie
bacteriana é a interface entre o patégeno e o hospedeiro e diferencas nas proteinas de
membrana externa podem refletir na variacdo de mecanismos de patogenicidades.

Para estabelecer e manter a infeccdo, leptospiras patogénicas interagem com uma
grande quantidade de componentes de matriz extracelular e outros componentes do
hospedeiro tais como laminina, colageno tipo | e IV, fibronectina celular e plasmatica,
fibrinogénio, elastina e proteoglicanos (101-104) através de fatores de viruléncia chamadas de

adesinas. Além disso, Leptospira interrogans sdo capazes de aderir em células endoteliais,
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mondcitos / macrofagos, linhagens de células em cultura do epitélio renal e fibroblastos em
ensaios realizados in vitro (105, 106).

E importante ressaltar que leptospiras virulentas, além de serem patdgenos
extracelulares, sdo microrganismos altamente invasivos e também sdo capazes de aderir e
invadir células hospedeiras mais eficientemente que linhagens nédo virulentas e/ou saprofiticas
(106). De fato, foi demonstrado que cepas patogénicas translocam-se atraves de células
Madin-Darby renal canino (MDCK) polarizadas em monocamadas em uma taxa
significantemente maior que Leptospiras ndo patogénicas (107). Alguns autores também
especulam que a bactéria patogénica possui um breve periodo intracelular permitindo-a
escapar do sistema complemento e anticorpos. Foi demonstrado que Leptospira interrogans é
capaz de escapar do fagolisossomo para o citossol de linhagens de macréfagos humanos
(108).

Com relacdo a hemorragia pulmonar, a principal causa de morte por leptospirose no
Brasil, estudos propdem a agdo de toxinas e processos auto-imunes como responsaveis para
esta condicdo. A baixa quantidade de bactérias recuperadas do tecido pulmonar sugere uma
possivel toxina bacteriana circulante, produzida de algum lugar distante como o figado (109).
Apesar da toxina responsavel ainda néo ter sido identificada, hd uma grande quantidade de
genes codificantes para hemolisinas e proteases, nos genomas de Leptospira patogénicas, que
podem estar relacionadas com os danos pulmonares (95, 97, 98). Também foi demonstrado
em cobaias e humanos que um possivel mecanismo auto-imune esta presente na patogénese
da SPHL, através da deposicdo linear de imunoglobulinas (48) e complemento ao longo da
membrana basal do epitélio pulmonar e no espaco intra-alveolar (110, 111). A identificacdo
da possivel toxina permitiria uma melhor compreensdo do mecanismo de patogenia para esta
forma da doenca e o desenvolvimento de uma possivel terapia anti-toxina, que proporcionaria
uma reducdo de incidéncia de SPHL e, conseqlientemente, reducdo das altas taxas de mortes
por leptospirose.

Assim sendo, a melhor compreensdo dos mecanismos de infeccdo e evasdo das
leptospiras bem como a identificacdo dos fatores de viruléncia e toxinas pode auxiliar no
desenvolvimento de melhores bases terapéuticas para o tratamento da doenca e no

desenvolvimento de vacinas profilaticas eficientes contra leptospirose.
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1.10 Vacinologia reversa e triagem do genoma de Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni

O seqiienciamento do genoma de Haemophilus infuenzae, o primeiro microrganismo a
ter o genoma sequenciado, em 1995, revolucionou o campo da vacinologia (112).
Concomitantemente, os avangos no campo da biologia molecular, bioinformética e tecnologia
de seqiienciamento viabilizaram a selecdo de candidatos in silico e, conseqglientemente, o
desenvolvimento de inumeros algoritmos para o desenho de possiveis antigenos. Essa
abordagem, chamada de vacinologia reversa, permitiu a identificagcdo de potenciais antigenos
vacinais independente de suas caracteristicas de expressdo e sem a necessidade do cultivo do
patdgeno (92, 113-118). Esta estratégia foi empregada com sucesso primeiramente no
desenvolvimento de vacinas contra Neisseria meningitidis, sorogrupo B (119) e,
subsequentemente, em diversos microrganismos tais como Streptococcus pneumoniae (120),
Porphyromonas gingivalis (121) entre outros.

Atualmente, como mencionado anteriormente, estdo disponiveis publicamente o0s
sequenciamentos gendmicos de seis cepas de leptospiras, compreendendo duas espécies
patogénicas e uma espécie saprofitica. A partir da seqiiéncia gendmica de Leptospira
interrogans sorovar Copenhageni, foram selecionados para o presente estudo doze genes para
clonarmos e expressarmos as proteinas recombinantes correspondentes para avaliarmos o seu
potencial vacinal. Os genes selecionados sdo: 1ic10881, 1ic20087, lic11211, lic10544,
1ic10291, 1ic13435, 1ic11399, lic10642, 1ic10359, lic12558, 1ic10995 e licl0462. Estes genes
foram selecionados por codificarem proteinas hipotéticas (com funcdo desconhecida), com
seqliéncia sinal, indicando que sdo proteinas secretadas ou que sdo proteinas da membrana

externa.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Caracterizar o potencial antigénico e papel biologico de proteinas hipotéticas
selecionadas do genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni.

2.2  Objetivo especifico

- Identificar 12 proteinas hipotéticas cuja localizacdo celular seja de superficie externa
ou secretada para clonar, expressar e purificar as respectivas proteinas.

- Avaliar a conservacdo dessas proteinas entre diferentes sorovares e espécies de
Leptospira spp. e a capacidade de interagdo com componentes de matriz extracelular.

- Avaliar a imunoreatividade frente a soros de pacientes diagnosticados com
leptospirose e hamster infectados experimentalmente.

- Caracterizar o potencial antigénico e protetor contra leptospirose.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Meétodos analiticos

3.1.1 Eletroforese de &cidos nucléicos em gel de agarose

Os geis de eletroforese em agarose foram preparados derretendo-se agarose (0,8 a 1%
(p/v)) em tampdo TAE (Tris Acetato 40 mM pH 8,5, EDTA 1 mM), com a adicao de solugéo
de brometo de etidio (10 mg/mL) para concentracdo final de 0,4 ug/mL. As amostras foram
aplicadas nos géis com a adicéo de solucdo de amostra 10x (azul de bromofenol 0,25% (p/v),
xileno cianol FF 0,5% (p/v), glicerol 50% (v/v)). As corridas foram feitas em tampédo TAE,
sob voltagem de 60 a 80 V, até que a frente do corante atingisse a extremidade do gel. O DNA
foi visualizado sob luz UV para andlise ou excisdo para purificacao.

O padrdo molecular usado nos géis de agarose foi o DNA de fago Lambda, digerido
com Hindlll (125 a 23,130 bp).

3.1.2 Purificacdo de DNA em gel de agarose

O produto da reacdo de PCR ou digestdo de plasmideos foi submetido a eletroforese
em gel de agarose e, apds a migracdo, a banda de interesse foi excisada para purificagdo com
0 auxilio de uma lamina de bisturi. O DNA foi purificado da agarose utilizando-se o kit
“GFX™ Gel Band Purification” (GE Healthcare), conforme as recomendacdes do

fabricante.

3.1.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Os géis de eletroforese em poliacrilamida foram preparados conforme Laemmli (122)
e Sambrook et al. (123), utilizando-se uma solucdo estoque de acrilamida 30% (acrilamida
29% (p/v), N,N’-metilenobisacrilamida 1% (p/v)), tampé&o do gel de empilhamento (Tris HCI
0,5 M pH 6,8, SDS 0,1% (p/v)) ou tampé&o do gel de separagéo (Tris HCI 1,5 M pH 8,8, SDS
0,1% (p/v)), persulfato de amonio 10% (p/v) e TEMED. Os géis de empilhamento foram
feitos com concentracdo de 5% e os géis de separagdo foram feitos com concentragdes entre
12 e 15% e espessura entre 1,0 mm e 1,5 mm. As corridas foram realizadas em tampao de
eletroforese (Tris HCI 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, SDS 0,1% (p/v)), sob voltagem de
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120 V, em temperatura ambiente. Os géis foram corados utilizando se corante Coomassie
Brilliant Blue (acido acético glacial 10%, etanol 45%, azul de Coomassie R250 0,25%) ou
transferidos para membrana de PVDF.

Em eletroforeses em condicdes redutoras, foi utilizado tampdo de amostra 5x com
agente redutor (Tris HCI 50 mM pH 6,8, azul de bromofenol 0,1% (p/v), glicerol 10% (v/v),
SDS 2% (p/v), B-mercaptoetanol 100 mM) e aquecimento da amostra a 96 °C por 10 minutos.
Em eletroforeses em condi¢des ndo redutoras, o tampdo ndo continha agente redutor (Tris
HCI 50 mM pH 6,8, azul de bromofenol 0,1% (p/v), glicerol 10% (v/v), SDS 2% (p/v)) e a

amostra foi aplicada sem aquecimento.

3.2 Analises in silico das caracteristicas das proteinas selecionadas

A conservacdo dos genes foi avaliada através da analise comparativa das sequéncias

de aminoédcidos preditas com auxilio do algoritmo BLASTP (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/)

(124, 125). A presenca de dominios comuns a outras proteinas foi avaliada com auxilio dos
programas SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) (126), Pfam (http://www.sanger.ac.uk/)

(127) e Conserved Domains (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), (128,
129).

As andlises de predicdo de localizacdo celular foram realizadas com o auxilio do
programa PSORTb versbes 2.0.4 e 3.0.2 (http://www.psort.org/) (130, 131). A presenca de

sinal de clivagem ou lipidacdo foi avaliada com auxilio do programa SignallP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (132-134). ) programa PyMOL

(http://www.pymol.org/) foi utilizado para modelagem e visualizacdo de proteinas em 3D.

3.3  Selecéo de genes candidatos contra leptospirose

Como ja mencionado anteriormente na introducdo, foi realizado uma anélise do
genoma da Leptospira interrogans sorovar Copenhageni (nimero de acesso do GenBank
AE016823) e, com o auxilio de ferramentas de bioinformética disponiveis em servidores de
rede publicos, foram selecionados 12 genes candidatos vacinais para este projeto (lic10881,
lic20087, lic11211, licl0544, 1ic10291, 1ic13435, lic11399, lic10642, licl0359, lic12558,

1ic10995 e 1ic10468). Estes genes foram selecionados por codificarem proteinas hipotéticas


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://smart.embl-heidelberg.de/
http://www.sanger.ac.uk/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
http://www.psort.org/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.pymol.org/

35

(com funcdo desconhecida) e por possuirem sequiéncia sinal, indicando que séo proteinas
secretadas ou que sdo proteinas da membrana externa.

O fragmento carboxi-terminal da proteina LytM de Staphylococcus aureus foi
selecionado para clonar e expressar para usarmos como controle em ensaios enzimaticos
(135). O fragmento carboxi-terminal da proteina LigA de Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni também foi selecionado para utilizarmos como controle em alguns experimentos
(136).

3.4  Desenho de iniciadores especificos para PCR

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) para obtencdo de produtos de PCR das
respectivas sequéncias selecionadas foram desenhados utilizando o programa Generunner
(Hastings Software) e sequéncias flanqueadoras ou, sitios de restricdo para o vetor de

expressao pAE foram inseridos nas extremidades de ambos os primers (forward e reverse).

3.5  Obtencdo e cultivo de cepas de Leptospira virulentas e ndo virulentas

As linhagens de Leptospira utilizadas neste trabalho foram obtidas do Laboratério de
Zoonoses Bacterianas da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Séo Paulo (FMVZ-USP).

A obtencéo de leptospiras virulentas foi realizada conforme o protocolo descrito por
Nally et. al (48). Basicamente, hamsters recém desmamados foram injetados
intraperitonialmente com 500 uL de cultura de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa L1-
130 virulentas na diluicdo de 108 células/mL. Esses animais foram acompanhados diariamente
até o aparecimento dos sintomas da doenca, como perda de peso e mobilidade, que ocorrem
em aproximadamente 5 dias apds a infeccdo, e foram posteriormente sacrificados em camara
de CO,. Os rins e figados desses animais foram retirados, macerados e cultivados em meio
EMJH (Difco) semi-solido, enriquecido com 10% de soro de coelho com -asparagina,
piruvato de sodio, cloreto de célcio e cloreto de magnésio e 0,2% de agar, a uma temperatura
de 28 °C, e sub-cultivados em meio EMJH liquido (sem agar), por no maximo duas passagens
para a manutencgdo da viruléncia das leptospiras (10 a 15 dias). Para a obtencgdo de leptospiras

de passagens definidas (nUmero de vezes em que a cultura bacteriana foi repicada), a cultura
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de leptospiras em meio EMJH liquido mencionada anteriormente (primeira passagem) foi
repicada sucessivamente, por exemplo, o repique da cultura de primeira passagem deu origem
a cultura de segunda passagem e, o repique desta cultura (segunda passagem) deu origem a
cultura de terceira passagem e assim por diante.

As culturas de leptospiras de variados sorovares nédo virulentos foram mantidas em
meio EMJH liquido (sem agar). A cultura foi mantida a uma temperatura de 28 °C sem
agitacdo, por cerca de 7 a 10 dias, periodo em que o cultivo tende a se encontrar em fase
estacionaria. Foram cultivadas 5 espécies patogénicas (L. interrogans, L. santarosai, L.
borgpetersenii, L. kirshneri e L. noguchii) e uma espécie saprofitica (L. biflexa). A espécie,
sorogrupo e sorovar das cepas cultivadas estéo descritas na te bela 1.

Tabela 1 - Cepas de Leptospira cultivadas

Espécie Sorogrupo Sorovar
Australis Bratislava
Autumnalis Autumnalis
Canicola Canicola

L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni

Icterohaemorrhagiae

Icterohaemorrhagiae

Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes
Serjroe Hardjo
. Ballum Castellonis
L. borgpetersenii ] ]
Javanica Javanica
) Bataviae Bataviae
L. santarosai . .
Shermani Shermani

L. kirshneri

Grippotyphosa

Grippotyphosa

Cynopteri Cynopteri
L. noguchii Panama Panama
L. biflexa Semaranga Patoc

3.6  Obtencdo e cultivo de Staphylococcus aureus

A cepa 469/10 de Staphylococcus aureus foi gentilmente cedida pela pesquisadora
Silvia Regina dos Santos do Hospital Universitario da Universidade de Sdo Paulo (HU-USP).
As bactérias foram extraidas de uma placa agar sangue (NewProv, enriquecido com 5% de
sangue de carneiro) e cultivadas em meio THY (Todd Hewitt Broth — Difco, enriquecido com
0,5% de extrato de levedura) a 37 °C por 16 horas.
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3.7 Soros de pacientes com leptospirose

Os soros de pacientes diagnosticados com leptospirose foram obtidos da colecdo de
soros sob responsabilidade da Dra. Eliete Cal6 Romero do Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo,

Brasil.

3.8  Extracdo de DNA gendémico de Leptospira

Os DNAs gendmicos das culturas mencionadas anteriormente foram obtidos com uma
solucdo de guanidina-detergente (DNAzol® Reagent, Invitrogen), de acordo com as instrugdes

do fabricante.

3.9  Extracéo de RNA de leptospira

Para a extracdo de RNA, foram utilizados 20 mL de cultura de cepas de Leptospira
interrogans sorovar Pomona, Canicola, Copenhageni e Leptospira biflexa sorovar Patoc nas
mesmas condicdes de cultivo descritas previamente. As culturas foram centrifugadas (4600 x
g por 30 min, a 4 °C), e o sobrenadante descartado. Os sedimentos bacterianos foram lavados
duas vezes em PBS 1x. A extracdo de RNA foi feita utilizando-se método do &cido guanidino
tiocianato fenol-cloroférmio, utilizando-se o reagente TRIzol® (Invitrogen), de acordo com
as instrucdes do fabricante. Um micrograma de RNA de cada amostra foi tratado com 1 U de
DNAse | (Invitrogen) por 15 min em temperatura ambiente. A DNAse | foi inativada através
da adicdo de 1 uL de uma solucéo de 25 mM EDTA, seguindo por uma incubacéo a 65 °C por
10 min. A integridade dos RNAs extraidos foram analisadas em gel de agarose 1% contendo
brometo de etideo (123).

3.10 Reacgdo em cadeia da polimerase (PCR)
Os oligonucleotideos iniciadores foram ressuspensos em éagua MilliQ para

concentragédo final entre 3,2 a 10 uM. Os oligonucleotideos utilizados nas amplificacdes de

DNA e seqgiienciamentos estéo nas tabelas 2 e 3.
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Tabela 2 - Oligonucleotideos utilizados no seqlienciamento de plasmideos pGem-T Easy e pAE

Oligonucleotideos Seqiiéncia 5> - 3’
M13F GTTTTCCCAGTCACGAC
M13R CAGGAAACAGCTATGAC
T7 TAATACGACTCACTATAGGG
PrSetRev ATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGG

Tabela 3 - Oligonucleotideos empregados na amplificacéo de fragmentos de DNA por PCR

Massa molecular

Tamanho do
Locus / - fragmento esperada da
Iniciadores (5"— 3") * e proteina
gene amplificado .
(ob) recombinante
(KDa)
F- GGATCCGTAGAAAATCCTTCGTTCAG
LIC20087 . AAGCTTTTACTTAGAAGAAGTTTCCG 894 33,75
F: GGATCCGATTCTCAAAAATCAGATTC
LIC10544 . CAGCTGTTATATTTTAACCGAAATCG 1332 51,34
F: GGATCCCAAGAACAGAGAAAATCTACG
LIC11211 . AAGCTTCTAATTCGTTTTAGAATCCTG 1029 38,84
F: GGATCCGATGAGTCCGAGAAAAAAACTTATTC
LIC10291 . A AGCTTTTACTCTACGGTTGTAATTTC 456 173
F: CTCGAGGGCACCTTATGGGCAAAGGCTTCTC
LIC10881 . A AGCTTTCATTCTCTTGATTTATCGTAG 1602 60.42
F: GGATCCCAAACTTTGGATCAGAAC
LIC13435 . AAGCTTTTAATTAGATGGATCTGTTTT 537 202
F: CTCGAGGCCCCAATCGCCTACGGAAATTTA
LIC11399 . AAGCTTTCAATCCACTCCGTTTCTTTTG 1089 4l
C-terminal F: CTCGAGGGTTATTCGTTTCCAGTTC 615 226
F: GGATCCGATACAATCATCTTAAAAGACGGCC
LIC10642 . AAGCTTTTATAACTTAAATCCGGTTCC 906 34,4
F: GGATCCGATCCTGGAAGAGATAGACTAG
LIC10359 . AAGCTTTTATTCCTTTTCGTTCAGAG 555 19.9
F: GGATCCTTCGTTTCTCGAAAACTGATTTTTATAGC
LIC10468 o AAGCTTTCATTGGATAAAATCTCGGATTAG 753 27,9
F: GGATCCCAAACTAAAAACGCTGATAAACAAG
LIC12558 . AAGCTTTTATCCGTTAGACGAAACCCATAT 654 25.2
F: GGATCCCAAACTTTGGATCAGAAC
LIC10995 . A AGCTTTTAAAAAAGAGAAAGAAAAAG 1068 39
. F: CTCGAGGGTTACCAAGGACAAGCTTAC
CtLigA R AAGCTTTTATGGCTCCGTTTTAATAGAGGC 1266 44,2
oLyt F: CTCCAGAAAGCGACAGCTAGT GGTCAT G 456 162

R: AAGTTTTATCTACTTTGTAAGTATGACG

* A sequiéncia da enzima de restri¢do utilizada esté sublinhada

As reacdes de PCR foram realizadas de acordo com a temperatura de anelamento de
cada oligo utilizado e comprimento do fragmento esperado, utilizando-se como molde o DNA
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gendmico de L. interrogans sorovar Copenhageni (linhagem Fiocruz L1-130). As
amplificacbes foram realizadas em volume de 50 uL contendo 0,5 uM de cada
oligonucleotideo, 0,4 mM de cada dNTP, cerca de 60 ng de DNA genémico, 1 uL de
Platinum Pfx DNA polimerase 400 U/uL (Invitrogen), tampdo da Pfx DNA polimerase 1x
(fornecido pelo fabricante pronto para uso) e 1 mM MgSQO,.

As reacOes foram realizadas utilizando-se termociclador (Perkin-Elmer). As
caracteristicas dos ciclos foram otimizadas para cada produto. As etapas 2 a 4 foram repetidas
por 25 a 30 ciclos, dependendo do produto desejado. As etapas de desnaturacdo, anelamento e
amplificacdo do DNA estdo na tabela 4.

Os produtos de PCR foram submetidos a uma migracdo eletroforética em gel de
agarose (123) para analise.

Tabela 4 — Ciclos de amplificacdo de fragmentos de DNA por PCR

Temperatura Tempo
1. Desnaturagéo inicial 95 °C 3 minutos
2. Desnaturacdo 95 °C 30 segundos
3. Anelamento 48 - 58 °C 30 segundos
4. Amplificagdo 72°C 3 minutos
5. Amplificacao final 72°C 5 minutos

3.11 Transcricdo reversa e RT-PCR (Transcriptase reversa seguida de reagdo em

cadeia da polimerase)

Os RNAs foram reversamente transcritos para obtencdo do DNA complementar
(cDNA), utilizando-se kit comercial SuperScript TM 111 First-Strand Synthesis System for RT-
PCR (Invitrogen) de acordo com as instrucdes do fabricante. Para a RT-PCR, um décimo do
produto da transcricdo reversa foi amplificado em uma reacdo de PCR conforme descrito
acima. Os produtos de RT-PCR foram submetidos a uma migracao eletroforética em gel de
agarose para analise (123).
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3.12 Vetores recombinantes utilizados

3.12.1 Vetor de clonagem

O vetor pGem-T Easy (Promega) (figura 5) possui origem de replicacdo pUC ori que
permite a propagagdo em bactérias, um gene que confere resisténcia a ampicilina (AmpR) e o
gene para metabolismo de lactose (lacZ) que, quando rompido pela presenca do inserto,
permite a selecdo de clones positivos por formacédo de coldnias brancas em presenca de X-gal.
Este vetor € fornecido pelo fabricante na forma linear, preparado a partir da digestdo do
plasmideo pGEM-5Zf(+) com a enzima de restricdo ECoRV, e posterior adi¢do de timinas nas
extremidades 3’. As timinas livres possibilitam a ligacdo de produtos de PCR, j& que esses
possuem adenosinas livres nas extremidades 3’, adicionadas pela atividade transferase da
enzima Taqg polimerase utilizada na reacdo sem necessidade de digestdo prévia do fragmento

ou do vetor.

Figura 5 - Mapa do vetor pGEM-T-Easy (Promega) de clonagem. F1 ori: origem; lacZ: gene para
metabolismo de lactose (B-Galactosidase); AmpR: gene de resisténcia a ampicilina.
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3.12.2 Vetor de expressao

O vetor de expressdo em modelo procarioto empregado nas clonagens foi o pAE
(137), construido a partir dos plasmideos pRSET-A (Invitrogen) e pET3-His (138). O vetor
pAE (Figura 6) é constituido pelo promotor de alta copia do fago T7 (pT7), sitio de ligacdo ao
ribossomo (RBS), sitios de multiplas clonagens (MCS), terminador de transcri¢do (T7 term.),
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e sequéncia codificadora para B - lactamase que confere resisténcia ao antimicrobiano
ampicilina (AmpR). Na extremidade amino-terminal do inserto a ser clonado, h4 uma regido
codificadora para 6 residuos de histidina na proteina heter6loga, o que permite a purificacdo
da mesma por cromatografia de afinidade a metais bivalentes (137).

Figura 6 — Representacéo esquematica do vetor de expressdo pAE. O vetor pAE adiciona uma sequéncia
contendo seis residuos de histidinas na regido amino-terminal da proteina recombinante.
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3.13 Subclonagem dos produtos de PCR

Para subclonagem, os produtos de PCR foram ligados no vetor pGEM-T easy
(Promega). Para a reacdo de ligacdo dos insertos ao vetor de subclonagem, os produtos de
PCR foram submetidos a uma migracdo eletroforética em um gel de agarose 1% (123). Apos
a migracao, as bandas referentes aos fragmentos amplificados foram excisadas e purificadas
do gel utilizando-se o kit “GFX™ Gel Band Purification” (GE Healthcare). Os fragmentos de
DNA purificados foram, quando necessario, submetidos a uma reacao de adenilacdo (descrito
a baixo), pois, o vetor pGEM-T easy, no qual foram ligados, é fornecido pelo fabricante na

forma linear, com um residuo de timina nas extremidades 3°.
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3.13.1 Reagéo de adenilagéo

Para cada reacdo de 50 uL foram utilizados cerca de 50 ng do inserto purificado, 1
mM MgCl,, dATP 0,2 mM, 1 unidades (U) de Taq polimerase (Invitrogem) em H,0. As
reacOes de adenilagdo foram realizadas a 72 °C por 30 minutos, utilizando-se um

termociclador.
3.13.2 Reacgdo de ligagio

Cerca de 50 ng de cada fragmento submetido a adenilacao foi incubado com 25 ng do
vetor pGEM-T easy, 1 uL de T, DNA ligase 400 U/uL na presenca da solucdo tampédo

fornecida pelo fabricante da enzima, num volume total de 20 uL por 16 horas a 16 °C.

3.14 Transformacédo de bactérias competentes

Foram adicionados a 50 pL de bactérias E. coli DH5a quimiocompetentes
(competéncia por Ca**) 2 uL do produto da reacéo de ligacdo. A mistura foi incubada em gelo
por 30 minutos e em seguida submetida a choque térmico de 42 °C por 2 minutos seguidos
por 5 minutos de incubagdo em gelo. Ap6s essa incubacgdo adicionou-se 400 uL de meio 2YT
e deixou-se incubando a 37 °C por 1 hora. O volume total dessa mistura foi dividido e
plaqueado em meio solido (2YT-agar), contendo 100 pg / mL de ampicilina e incubados por

16 horas a 37 °C.

3.15 Analise de plasmideos através de extracdo com fenol-cloroférmio

O método de fenol : cloroférmio (139) foi usado para verificar a presenca e o tamanho
de fragmentos clonados em plasmideos diretamente de culturas de bactérias.

As colbnias resistentes a ampicilina e uma coldnia com vetor vazio (controle negativo)
foram inoculados em 5 mL de meio de 2YT contendo ampicilina e incubados por 16 horas a
37 °C. Uma aliquota de 400 pL foi centrifugada por 2 minutos a 13.400 x g e o sobrenadante
foi descartado e adicionou-se ao precipitado bacteriano 100 uL de Ficoll Dye 2x (azul de
bromofenol 0,05% (p/v), xileno cianol FF 0,1% (p/v), glicerol 10% (v/v)), e 38 uL de uma
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solucdo 1:1 de fenol: cloroformio (V/V) (fenol pH 7,6 50% (v/v), cloroférmio 50% (v/v)). A
mistura foi agitada por 1 minuto e centrifugada por 1 minuto a 13.400 x g. Foram aplicados
20 pL do sobrenadante dessa mistura contendo DNA gendmico e plasmidial em um gel de
agarose 1% (123) para analise.

A banda do plasmideo do controle negativo (plasmideo sem inserto) deve ter maior
mobilidade que os plasmideos dos clones positivos, devido a diferenca de massa molecular
entre eles. Portanto, os clones que migraram menos em relagéo ao controle negativo, foram

selecionados para serem purificados.

3.16 Purificacdo de plasmideos

Os cultivos selecionados utilizados na pesquisa de clones positivos foram utilizados
para purificagdo dos plasmideos com o kit “Promega Wizard Plus Miniprep”. Foi utilizado 3
mL de cada meio de cultivo selecionado e as etapas subsequentes foram realizadas conforme
as instrucdes do fabricante. Ap6s a purificacdo dos plasmideos os mesmos foram
sequenciados usando os primers especificos para pPGEM-T easy pelo método de terminacgéo
de cadeia (140), no sequienciador de DNA ABI 3100 (Applied Biosystems do Brasil).

3.17 Clonagem em vetor de expressao

Para a clonagem dos inserto no vetor pAE, foi necessario submeter os plasmideos
purificados e o vetor pAE vazio a digestdo com as respectivas enzimas de restricdo que
“flanqueiam” os insertos de interesse. Os produtos das digestdes com as endonucleases foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, para excisar a banda relativa ao fragmento
linearizado com o tamanho esperado. Essas bandas foram purificadas e os respectivos
fragmentos foram ligados ao vetor de clonagem da mesma maneira descrita anteriormente. Os
produtos das ligagbes foram transformados em E. coli DH5a quimiocompetentes e
submetidos a selecdo de clones positivos e seqlienciados com primers especificos para pAE

conforme descrito anteriormente.
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3.18 Inducéo protéica em bactérias de expressdo e purificagdo

Ap0s as analises por seqiienciamento, 0s genes corretamente inseridos nos vetores de
expressao foram transformados nas linhagens de bactérias de expressao disponivel em nosso
laboratério.

A expressdo das proteinas foram avaliadas nas bactérias de expressdo Escherichia coli
BL21 SI, Escherichia coli Star pLysS (Invitrogen) e Escherichia coli (DE3) C43 (Avidis).

As bactérias que expressaram a proteina recombinante de interesse foram lisadas por
French Pressure®. O lisado foi centrifugado para separar a fracdo soltvel e insolGvel de
proteinas. No caso da expressdo da proteina de interesse na fracdo insoltvel (em corpusculos
de incluséo), foi necessario realizar a solubilizacéo e renaturagdo (refolding) da proteina, para
depois ser purificada por cromatografia em coluna de afinidade a metais bivalentes.

Os corpusculos de inclusdo obtidos do precipitado da suspensdo bacteriana apo6s lise
celular e centrifugagéo, foram lavados primeiramente com 20 ml de uma solucdo contendo
200 mM Tris-HCI, pH 8.0, 5 mM B-mercaptoetanol e 1 M uréia (solugdo 1 M uréia). A
seguir, os corpusculos de inclusdao foram solubilizados por 16 horas em 20 ml de uma solucéao
contendo 200 mM Tris-HCI, 5 mM B-mercaptoetanol, 8 M uréia (solu¢do 8 M uréia). Para a
renaturacdo protéica, foi utilizada uma solucédo de 2 litros contendo 200 mM de Tris HCI, pH
8.0, onde os 20 ml da solucdo 8 M uréia foi gotejada lentamente sob agitacdo. Apds o
gotejamento da solucéo, os 2 litros de solugéo de renaturacédo ficaram durante uma noite sob
agitacdo. Uma coluna (GE-Healthcare) com 1 cm de didmetro, contendo 5 mL de resina com
afinidade a metais bivalentes foi preparada com uma solugdo 300 mM NiSO,, lavada com 10
ml de &gua para a remocao do excesso da solucdo de niquel e posteriormente equilibrada com
0 tampdo de equilibrio (tampdo de renaturacdo protéica, 200 mM Tris HCI, pH 8.0). A
solucdo foi entdo adsorvida pela coluna, com o auxilio da bomba peristéltica, com fluxo de
3,5 ml/min. A resina, com a proteina recombinante adsorvida, foi submetida a lavagens e
eluicdo com solugdes de concentracdo crescente de imidazol (5 mM, 20 mM, 40 mM, 60 mM
e 1M em 200 mM de Tris HCI, pH 8.0). A fracdo contendo a proteina purificada foi dialisada
em 4 litros de tampdo 200 mM Tris HCI, pH 8.0, a 4°C por 12 horas sob agitacdo. Apos a
dialise, a amostra foi fracionada em aliquotas de 1 mL e congelada a — 20 °C.

Para as proteinas expressas na fracdo sollvel do lisado da bactéria de expresséo, o
sobrenadante do lisado foi filtrado e diretamente aplicado na coluna de cromatografia com
resina de afinidade a metais bivalentes, com o auxilio de uma bomba peristéltica, porém, com

um fluxo de 1 mL/min. Apés a adsorsdo da proteina pela resina de afinidade a metais
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bivalentes, a purificacdo da proteina procedeu conforme mencionado anteriormente. A
concentracdo de proteina total foi estimada por densitometria a partir de um gel de SDS-
PAGE e pelo método de Bradford (141). A quantidade relativa de proteina foi calculada em

relacdo a uma curva-padréo estabelecida, com quantidades crescentes de BSA.

3.19 Ensaio de dicroismo circular

Espectros de dicroismo circular (CD) foram captados em espectropolarimetro Jasco
modelo J-810 (“circular dichroism system”, Japan Spectroscopic, Tokyo, Japan). As amostras
de proteinas foram diluidas para uma concentracdo final de 10 uM dialisadas contra tampéo
fosfato 10 mM (pH 7,4). Foram mensurados comprimentos de onda de 190 a 260 nm,
utilizando-se cubetas de quartzo com 1 mm de caminho Gptico, por nove vezes consecutivas,
a temperatura de 20 °C, em intervalo de 0,5 em 0,5 nm, e velocidade de 50 nm/min. Os
espectros de CD foram expressos em termos de elipticidade molar residual:

[@] = @ (mdeg) / 10 x C(M) x I(cm)
Onde @ é elipticidade, C é a concentracdo da proteina e L é o caminho ético (142).

Os dados gerados pelo CD foram interpretados com o auxilio do algoritmo CONTIN
(http://s-provencher.com/pages/contin-cd.shtml)(143), e comparado com a predicdo de

estrutura secundaria teodrica, gerado com o auxilio do programa publico GOR (GOR IV

Secondary Structure Prediction Method http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html) (144).

3.20 Sequenciamento de proteina

O seqlienciamento da porcdo amino-terminal da proteina foi realizado conforme
descrito por Edman (145), utilizando o seqiienciador de proteina automatizado PPSQ-21
Shimadzu (Japéo), de acordo com as instrucdes do fabricante. O sequenciamento foi realizado

no Laboratorio de Bioquimica e Biofisica do Instituto Butantan, Brasil.


http://s-provencher.com/pages/contin-cd.shtml
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html
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3.21 Imunizacédo de camundongos para obtencéo de soro hiperimune

As proteinas recombinantes purificadas foram utilizadas para induzir a producéo de
anticorpos em camundongos. Grupos de 5 camundongos Balb-C fémeas, foram imunizados
intraperitonealmente com 10 ug de proteina na presenca de 100 ug de adjuvante hidréxido de
aluminio (proporcdo de 10 pg de fon AI** para cada 1 pg de proteina recombinante). As
imunizacbes foram realizadas por pelo menos quatro semanas, com aplicacdo de doses
semanais. Os animais foram sangrados pelo plexo retrorbital e o sangue coletado foi mantido
a 37 °C por 30 minutos e, posteriormente, centrifugado a 800 x g por 15 minutos. Apos a

centrifugacdo o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20 °C.

3.22 Titulacéo dos anticorpos policlonais

A andlise da especificidade e titulo dos anticorpos contra as respectivas proteinas
recombinantes foi monitorada por ELISA (Enzyme-Linked Immnosorbent Assay). Para
adsorcdo dos antigenos, placas de microtitulo (Maxisorp-NUNC) foram expostas a 100 uL /
pogo de solucdo tampédo cabonato / bicarbonato 0,05 M (pH 9,6) contendo 1 ug de proteina
recombinante purificada e incubadas por 16 horas a 4 °C. As placas foram lavadas 3 vezes
com tampao PBS acrescido de Tween-20 0,05% (PBS-T) e bloqueadas com 200 uL / poco de
PBS-T contendo leite desnatado em p6 10% por 1 hora a 37 °C. Apds essa encubacdo, as
placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T 0,05%.

Diluicdes seriadas dos soros foram preparadas em 100 uL / poco de tampédo PBS-T
0,05% acrescido de BSA 1% e incubadas por 90 minutos a 37 °C. Apds essa etapa, as placas
foram lavadas 3 vezes com PBS-T 0,05%. A seguir, foram adicionados 100 uL / poco de
PBS-T 0,05% acrescido de BSA 1% contendo anticorpo anti-lIgG de camundongo, conjugado
com peroxidase (Sigma) gerado em cabra, em uma dilui¢do de 1: 10.000 e incubado por 1
hora a 37 °C. Ap0s essa incubacdo, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T 0,05%.

A reacdo foi desenvolvida com a adi¢do de 100 pL de solucdo de revelacdo OPD (8
mg de o-fenilenodiamina) em 20 mL de tamp&o citrato-fostato 0,2M, pH 5,0 na presenca de
10 puL de H,0, 30%) e interrompida apds 15 minutos pela adicdo de 50 uL de 8M H,SO,4. A

intensidade da absorbancia foi analisada em espectrofotometro a 492 nm em leitor de
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microplacas (Labsystems Uniscience Multiskan EX). O titulo de anticorpos foi considerado

como a maior diluicdo do soro capaz de resultar em uma absorbancia a 492 nm igual a 0,1.

3.23 Adesdo a componentes de matriz extracelular (MEC)

Todas as macromoléculas incluindo as proteinas controle fetuina e BSA foram
compradas da empresa Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.). A Laminina | e colageno tipo
IV sdo derivados da membrana basal de sarcoma murino de Engelbreth-Holm-Swarm, a
fibronectina celular é derivada de fibroblasto humano, enquanto que a fibronectina plasmatica
é isolada do plasma humano.

O ensaio de adesdo a componentes de matriz extracelular foi realizado de acordo com
Barbosa et al.(101). Brevemente, pocos de uma placa de micro-pogos foram revestidos com
um micrograma de cada MEC, diluidos em 100 uL de PBS, e incubados por, pelo menos, 16
horas a 4 °C. A solucdo de revestimento foi entdo lavada 3 vezes com PBS-T 0,05% e 0s
pocos foram bloqueados com 200 uL de BSA 1% em PBS por 2 horas a 37 °C. Em seguida, 1
ug de cada proteina recombinante diluido em PBS foi adicionado aos pocos, e estas foram
incubadas por 90 minutos a 37 °C. Apos a incubacgdo, os pogos foram lavados 6 vezes com
PBS-T 0,05% e incubados com o antisoro especifico da proteina de interesse, diluido em PBS
(1:4000), por 1 hora a 37 °C. A seguir, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T 0,05% e
incubadas com o anti-lgG de camundongos conjugado a peroxidase diluidos em PBS
(1:5000), por 1 hora a 37 °C. Apds essa etapa, 0s pocos foram lavados 3 vezes com PBS-T
0,05% e revelados com a adi¢do 100 uL de uma solucdo contendo 8 mg de o-fenilenodiamina
(OPD) em 20 mL de tampéo citrato-fostato 0,2M, pH 5,0 na presenca de 10 uL de H,O, e
interrompida ap6s 20 minutos pela adicdo de 50 uL de 8M H,SO,. A absorbancia a 492 nm
foi determinada em um leitor de microplacas (Labsystems Uniscience Multiskan EX). Os
experimentos foram realizados 3 vezes, todos em triplicata.

Para as analises estatisticas, a ligacdo das proteinas recombinantes aos componentes de
matriz celular foi comparada as respectivas ligacdes a fetuina (controle negativo) através do
teste t de Student.
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3.24 Obtencdo dos extratos protéicos totais de cultura de leptospira

A cultura de leptospiras, ao atingirem uma concentracdo celular de aproximadamente
10® células / mL contadas em camara de Ptroff-Hausser em microscépio de campo escuro,
foram centrifugadas (12.800 x g, 4 °C, 30 min), e os sedimentos bacterianos foram lavados
por 2 vezes com solucdo PBS 1x. Posteriormente, cada sedimento bacteriano foi
ressuspendido em solucdo de lise (7 M uréia, 10% SDS), na propor¢édo de 5 uL por miligrama
de bactérias. A lise celular foi feita por agitagdo em vortex, seguido por sucessivas passagens
em seringa de 1 mL. Em seguida, fez-se uma centrifugacdo a 20.000 x g por 10 min para a

retirada do sedimento celular, e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C.

3.25 Western blot

O procedimento usado é basicamente o mesmo descrito por Towbin et. al (146).
Aliquotas do preparado protéico foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE 12 ou 15%, e imediatamente transferidas, para uma membrana de nitrocelulose
(Hybond ECL, GE Healthcare) utilizando-se um aparato tipo sanduiche (Biorad), submersa
em tampao de transferéncia (Tris-Glicina acrescido de 1,85 % de SDS). Apos a transferéncia,
a membrana foi corada com Ponceau S (Sigma), para a visualizacdo e marcacdo de bandas
correspondente aos padrdes de massa molecular. Apds isso, a membrana foi lavada com
PBS-T (0.05% Tween 20 em PBS 1x) para remoc¢édo do Ponceau S e bloqueada com PBS-T
acrescido de 10% de leite desnatado a 4 °C por 16 horas. Apos esta etapa, a membrana foi
lavada com PBS-T 0,05% durante 10 minutos por 3 vezes em temperatura ambiente, e
incubada com o antisoro de interesse diluido em PBS-T 0,05% acrescido de 10% de leite
desnatado por 90 minutos sob agitacdo, em temperatura ambiente. Em seguida, a membrana
foi novamente submetida a 3 lavagens de 10 minutos com PBS-T 0,05%. Apos as lavagens, a
membrana foi incubada com um anticorpo especifico conjugado a peroxidase, diluido de
acordo com o titulo previamente determinado por ELISA, em PBS-T 0,05% com leite
desnatado a 10% por uma hora sob agitacdo, em temperatura ambiente. Apos isso, a
membrana foi novamente lavada por 3 vezes com PBS-T 0,05% e revelada com um substrato
quimioluminescente (ECL - GE Healthcare), em temperatura ambiente, de acordo com as
instrucGes do fabricante. Apos a incubagdo com o substrato, a membrana foi exposta a filmes

de raio-X.
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3.26 Imunoprecipitacao

Para analisar o perfil de secrecdo de proteinas durante o crescimento de leptospira, o
sobrenadante de cinco culturas de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni, contendo 30
mL cada, foram coletados em dias diferentes.

Contando a partir do primeiro dia de cultivo, a cultura do 1°, 3°, 5°, 7° e 10° dia foram
centrifugadas (12.800 x g, 4 °C, 30 min), e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20
°C.

Para 0 ensaio de imunoprecipitacdo, as amostras de sobrenadante foram pré-limpas,
com Proteina A-Sefarose, para remocao de imunoglobulinas 1gG presente nos cultivos. Um
volume del600 uL do sobrenadante, de cada cultura, foi tratado com 50 uL de Proteina A—
Sefarose, previamente lavadas e incubadas por 2 horas, a 4 °C, sob agitacdo. As amostras
foram centrifugadas a 2000 rpm por 1 minuto, para separacao das Proteinas A-Sefarose e o
sobrenadante foi coletado.

O sobrenadante agora “limpo” de IgG foi incubado com 8 pL de antisoro, gerado
contra a proteina de interesse, por 2 horas a 4 °C, sob agitacdo. Apos essa etapa, adicionou-se
50 uL de Proteina A-Sefarose, previamente lavadas e, novamente, incubaram-se as amostras
por 2 horas, a 4 °C, sob agitacdo. Ap6s o tratamento com Proteina A-Sefarose, as amostras
foram centrifugadas a 2000 rpm, por 1 minuto e descartou-se o sobrenadante, ficando com o
precipitado contendo a Proteina A-Sefarose ligada aos anticorpos e imunocomplexos.

O precipitado foi lavado 3 vezes com PBS, ressuspendido com 80 puL de tampéo SDS-

redutor 2x e fervido por 10 min antes de ser utilizado ou armazenado a -20 °C.

3.27 Deteccao de atividade proteolitica sobre substrato elastina

O ensaio de proteolise sobre o substrato comercial Elastina-Congo Red (Sigma) foi
realizado de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante (147). Resumidamente, o
substrato insolvel Elastina-Congo Red é incubado com a enzima de interesse em tampdo 15
mM Tris HCI, pH 8.0, a 37 °C por 12 a 16 horas sob agitacdo. O substrato Elastina-Congo
Red quando degradado se torna solGvel e o nivel de degradacdo é determinado através de

leituras de absorbancia a 495 nm. A inibicdo da atividade proteolitica foi avaliada através da
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adicdo de 15 mM de EDTA. Como controle positivo foi utilizado elastase pancreatica porcina
comercial (Sigma).

3.28 Zimografia em gel de poliacrilamida com SDS

A zimografia € uma técnica na qual a matriz em que as proteinas serdo separadas é
composta por poliacrilamida co-polimerizada com determinados substratos, com a finalidade
de se identificar atividades enziméaticas manifestadas por proteinas especificas. Este ensaio foi
realizado para caracterizar uma possivel atividade elastinolitica de uma das proteinas deste
estudo. A metodologia empregada é a descrita por Heussen (148) com algumas modificacdes.
Para este ensaio, foram utilizados géis na concentracdo de 12% de poliacdrilamida, contendo
elastina soltvel bovina (Elastin Products Company, Missouri) na concentracdo final de
1mg/mL. A eletroforese ocorreu em temperatura de 4 °C, voltagem de 100 V, corrente de 40
mA e sobre condi¢Bes ndo redutoras. Apds a corrida, os géis foram lavados por 30 minutos
em tampdo Tris-HCI 50 mM pH 8,0, contendo 2,5% do detergente Triton S-100 (Sigma), para
remo¢do do SDS presente no gel. Em seguida, os géis foram lavados por 10 minutos em
tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 para a remocdo do Triton X-100. Por fim, o géis foram
incubados em tampdo Tris-HCI 200mM, pH 8,0 com ZnCl, 5 mM por 48 horas. Apos esta
etapa, os géis foram submetidos ao mesmo processo de revelacdo de bandas protéicas
aplicado para SDS-PAGE, utilizando o corante Comassie Brilliant Blue, contudo, a

descoloracao foi feita até o aparecimento das areas de atividade proteolitica.

3.29 Desafio animal

Os ensaios de imunizagéo e desafio em hamsters foram feitos em colaboragdo com o
laboratorio de zoonoses bacterianas da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sdo Paulo (FMVZ — USP), coordenado pelo professor Dr. Silvio Arruda
Vasconcellos. As imunizagdes e sangrias dos animais foram realizadas em colaboracéo com a
Dra. Patricia Antonia Estima Abreu de Aniz.

Grupos de dez hamsters machos jovens foram imunizados intraperitonealmente por 2
vezes, com 50 ug da proteina recombinante juntamente com 500 ug de adjuvante hidréxido

de aluminio (proporcéo de 10 pug de Al(OH); para cada 1 ug de proteina recombinante, com
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um intervalo de 14 dias. No 28° dia, os hamsters foram desafiados com cerca de 6x10°
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni injetadas intraperitonealmente. Apos 21 dias do
desafio, os animais sobreviventes foram sacrificados e seus rins foram triturados e
examinados quanto a presenca de leptospiras através de cultivo em meio EMJH. O controle
positivo foi realizado com uma vacina comercial (Pfizer) e o controle negativo foi imunizado
com PBS 1x ou néo foi imunizado.

Os animais também tiveram o sangue coletado, pelo plexo retrorbital, antes de cada
imunizacédo e do desafio. O sangue coletado foi centrifugado, sob refrigeracao, para obtencéo

do soro.
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4 RESULTADOS

4.1  ldentificacdo de genes

Com o auxilio de ferramentas de bioinformatica e a ferramenta de predicdo de
sublocalizagdo celular PSORTDb v2.0.4, foram selecionados 12 genes (lic10881, 1ic20087,
lic11211, licl10544, 1ic10291, lic13435, lic11399, lic10642, lic10359, lic12558, 1ic10995 e
lic10468) que codificam proteinas hipotéticas conservadas, preditas como sendo de superficie
externa ou secretada por L. interrogans sorovar Copenhageni, além do gene codificante para a
regido carboxi-terminal da proteina LigA e a regido carboxi-terminal da proteina LytM de
Staphylococcus aureus (tabela 3). O motivo pelos quais estas 2 Ultimas proteinas foram
selecionadas é descrito adiante.

A atual versdo da ferramenta de predicdo de sublocalizacdo celular PSORTDb v3.0.2,
prediz que o gene lic10881 codifica para uma proteina de membrana interna e o gene lic10642
codifica para uma proteina citoplasmatica, contrariando as predi¢cfes realizadas inicialmente.
O anexo A apresenta o alinhamento de cada proteina com as predicées in silico dos dominios

(quando presente), peptideo sinal e sitios ligantes dos iniciadores (primers).

4.2  Expressao e purificacdo de proteinas recombinantes

Foi possivel amplificar todos os genes selecionados por PCR, utilizando iniciadores
especificos (primers) a partir do DNA genémico de L. interrogans sorovar Copenhageni. Os
fragmentos amplificados foram clonados no vetor de expressdo pAE e sua expressdo foi
avaliada em trés linhagens de hospedeiro bacterianos de Escherichia coli. Somente a
expressdo das proteinas recombinantes LIC13435 (rLIC13435), LIC11399 (rLIC11399), e os
fragmentos carboxi-terminal das proteinas recombinantes LIC11399 (ctLIC11399) e LigA
(ctLigA) foram obtidas nos sistemas de expressdo analisados. O fragmento carboxi-terminal
de LytM (ctLytM) também foi amplificado por PCR, a partir do DNA genémico de
Staphylococcus aureus, e expresso. Estas proteinas foram purificadas através de
cromatografia de afinidade a metais bivalentes.

A proteina rL1C13435 foi expressa em bactéria a E. coli BL 21(SI), na fracdo soltvel e

foi purificada do sobrenadante do lisado de bacteriano. O rendimento obtido foi de
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aproximadamente 20 mg em 1 litro de meio de cultura e a concentragdo final foi de

aproximadamente 1 ug / ul (figura 7).

Figura 7 - Gel de SDS-PAGE 15% com curva padrao de BSA e concentracgdes crescentes da proteina
recombinante rLI1C13435. A anlise por densitometria estimou a concentracdo da proteina em 1ug
/ uL. A proteina rL1C13435 possui massa molecular de aproximadamente 20,2 KDa. 1 - Indicador
de massa molecular LMW; 2 - 8 ug de BSA; 3 — 4 ng de BSA; 4 — 2 ug de BSA; 5 — 1 pg de BSA;
6 - Vazio; 7- 5 uL da amostra; 8 — 10 uL da amostra; 9 - 15 uL da amostra.

rLiC13435
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A proteina ctLigA foi amplificada, clonada e expressa na bactéria E. coli Star pLysS,
induzivel por IPTG. Sua expressao majoritaria foi em forma de corpusculo de incluséo e a
purificacdo foi realizada apds o processo de renaturacao.

O rendimento final obtido foi de aproximadamente 20 mg de proteina em um litro de

cultura, em uma concentracéo de 0,1ug/uL (figura 8).
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Figura 8 - Gel de SDS-Page 12% com curva padrdo de BSA e concentracfes crescentes da proteina
recombinante ctLigA. A andlise por densitometria estimou a concentracdo da proteina em 0,1 ug /
pL. A proteina ctLigA possui massa molecular de aproximadamente 44,2 KDa. 1 - Indicador de
massa molecular LMW ; 2 - 8 ug de BSA; 3 -4 ug de BSA; 4 — 2 ug de BSA; 5 -1 ug de BSA; 6 -
0,5 ug de BSA; 7 - 5 uL da amostra; 8 — 10 uL da amostra; 9 - 15 ulL da amostra; 10 — 20 pL da
amostra.
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As proteinas rLIC11399 e ctLIC11399 foram expressas e purificadas. A bactéria
utilizada para a expressao de ambas as proteinas foi a E. coli BL 21(SI). Em ambos 0s casos, a
proteina foi majoritariamente expressa na fracdo insolivel em forma de corpusculo de
inclusdo. O processo de renaturacdo e a purificacdo foram realizados, conforme o protocolo
descrito em materiais e métodos. O rendimento para 1 litro de meio de cultura foi de
aproximadamente 20 mg para ambas as proteinas, sendo que a concentracdo da proteina

rL1C11399 foi de 0,1 pg/ulL, enquanto que para ctLIC11399 foi de aproximadamente
0,13ug/uL (figuras 9 e 10).
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Figura 9 - Gel de SDS-Page 15% com curva padrao de BSA e concentragdes decrescentes da proteina
recombinante rL1C11399. A analise por densitometria estimou a concentracdo da proteina em
0,08ug/uL. A proteina rLIC11399 possui massa molecular de aproximadamente 41 KDa. 1 -
Indicador de massa molecular LMW ; 2 - 8ug de BSA; 3 - 4ug de BSA; 4 - 2ug de BSA; 5 - 1ug de
BSA,; 6 - Vazio; 7- 15 uL da amostra; 8 - 10uL da amostra; 9 - 5 uL da amostra.
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Figura 10 - Gel de SDS-Page 15% com curva padrao de BSA e concentragdes decrescentes da proteina
recombinante ctLI1C11399. A andlise por densitometria estimou a concentracdo da proteina em
0,13ug/uL. A proteina ctLI1C11399 possui massa molecular de aproximadamente 22,6 KDa. 1 -
Indicador de massa molecular LMW ; 2 - 8ug de BSA; 3 - 4ug de BSA; 4 - 2ug de BSA; 5 - 1ug
de BSA,; 6 —0,5uL de BSA ; 7- 20uL da amostra; 8 - 15uL da amostra; 9 - 10uL da amostra; 10 —
5uL da amostra.
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A proteina ctLytM foi expressa em bactéria E. coli BL21 (DE3) Star PlysS e foi
purificada do sobrenadante do lisado de bactérias. O rendimento final da proteina foi de
aproximadamente 35 mg em 1 litro de meio de cultura em uma concentragdo de

aproximadamente de 1,6 pg/uL (figura 11).
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Figura 11 - Gel de SDS-Page 15% com curva padrédo de BSA e concentragdes crescentes da proteina
recombinante ctLytM. A anlise por densitometria estimou a concentracéo da proteinaem 1,6 pug/ pL. A
proteina ctLytM possui massa molecular de aproximadamente 16,2 KDa. 1 - Indicador de massa molecular
LMW ; 2 - 5 uL da amostra; 3 — 10 uL da amostra; 4 — 15 uL da amostra; 5 — 0,5 pug de BSA; 6 — 1 ug de BSA,
7—2 ugde BSA; 8 —4 ug de BSA ; 9 —8 ug de BSA.
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4.3  Analise bioinformética complementar do gene lic13435

As andlises in silico do gene lic13435 revelaram que esta proteina ndo possui
dominios definidos e que genes ortélogos da proteina LIC13435 estdo presentes nos genomas
de leptospiras patogénicas, porém ausente no genoma de leptospiras de vida livre (ndo

patogénicos) sequenciados até agora (figura 12).
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Figura 12 - Alinhamento do gene 1ic13435 com genes homodlogos de diferentes genomas de Leptospira.
Sequéncia do gene 1ic13435 de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa. Fiocruz L1-130
(GenBank Accession No. AE016823.1) alinhado com genes homélogos dos genomas de L.
interrogans sorovar Lai cepa 56601 (GenBank Accession No. AE010300.1), L. borgpetersenii
sorovar Hardjo-bovis JB197 (GenBank Accession No. CP000350.1) e L. borgpetersenii sorovar
Hardjo-bovis L550 (GenBank Acceession No. CP000348.1). O asterisco indica aminoacidos
idénticos, dois pontos indicam aminoacidos com propriedades quimicas semelhantes e, um ponto

indica aminoacidos com propriedades quimicas diferentes.

L.i.Copenhageni MIYSKISFYGIITVFLFGIFSVIQAQTLDQONQYQKIKAVVIQTGHIEKETLVREVYAINS 60
L.i.Lai MIYSKISFYGIITVFLFGIFSVIQAQTLDONQYQKIKAVVIQTGHIEKETLVREVYAINS 60
L.b.Hardjo JB197 MMKVKISFHSIIVAFLFGIPFGIQAQVLDQSQYQKIKAVVIQTGHIEKETLMREIYAINP 60
L.b _Hardjo LSS50 MMKVKISFHSIIVAFLFGIPFGIQAQVLDQSQYQKIKAVVIQTGHIEKETLMREIYAINP 60
L.i.Copenhageni NPQEYLIALTKDPDLRVYALSQINELIADFGGNSAINYLESTIANENAHPSIRSSAAFSY 120
L.i.Lai NPQEYLIALTKDPDLRVYALSQINELIADFGGNSAINYLESTIANENAHPSIRSSAAFSY 120
L.b.Hardjo JB197 NPQEYLVAIAKDPELRVYAISQLNELIADFGANSARDYLESTISNESTHPSIRNSAVFSY 120
L.b_Hardjo LSS0 NPQEYLVAIAKDPELRVYAISQLNELIADFGANSARDYLESTISNESTHPSIRNSAVESY 120
L.i.Copenhageni GKTFYFSDRIRTENFLNRYSANDQIGVSIRNTLRGLRTGKINSIRFSERLKKENLNRIQN 180
L.i.Lai GKTFYFSDRIRTENFLNRYSANDQIGVSIRNTLRGLRTGKINSIRFSERLKKENLNRIQN 180
L.b.Hardjo JB197 GKIFYFSDRNHAENFLKRFSSHDRIGTFVQNTLKELRMGKISSIRFSEKLKKENMDRIKN 180
L.b_Hardjo LSS0 GKTFYFSDRNHAENFLKRFSSHDRIGTFVQONTLKELRMGKISSIRFSEKLKKENMDRIKN 180
Identidade
L.i.Copenhageni KNLXXTDPSN--- 190 100%
L.i.Lai KNLKKTDPSN--- 190 100%
L.b.Hardjo JB197 GNLRMPDPSIKNP 193 71%
L.b_Hardjo_LSSO GNLRMPDPSIKNP 193 71%
LA Bl -

4.4  Analise bioinformatica complementar do gene lic11399

As andlises in silico do gene lic11399 indicam que genes ortdlogos estdo presentes nos
genomas de leptospira patogénicas sequenciados até agora e ausente no genoma de leptospira
ndo patogénica (figura 13). Além disso, as analises também indicam que o gene possui dois
dominios distintos: Um dominio semelhante aos fatores V e VIII da cascata de coagulagdo na
porcdo amino-terminal (residuos 56 aa a 173 aa) e um dominio semelhante ao de
metalopeptidase da familia M23 na porgdo carboxi-terminal (residuos 218 aa a 363 aa). A
familia M23 compreende metaloproteases dependentes de zinco, secretadas, com atividade
elastinolitica e estad presente em diversos microorganismos (135, 149, 150). Assim sendo,
baseado nos trabalhos relacionados as metaloproteases ja descritos até entdo, optamos por
clonar, expressar e purificar a porcdo carboxi-terminal da proteina LytM (ctLytM) de

Staphylococcus aureus para utilizarmos como um controle em nossos experimentos. LytM é


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=24204616&dopt=GenBank&RID=P2XB76H5016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116123488&dopt=GenBank&RID=P2XB76H5016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116119596&dopt=GenBank&RID=P2XB76H5016
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uma metaloprotease bastante caracterizada com o dominio catalitico similar ao da LIC11399
(135, 151, 152). A figura 14 mostra a identidade entre a seqiéncia de aminoacidos de
LIC11399 com a sequiéncia de LytM de Staphylococcus aureus e 0s provaveis sitios ligantes a
zinco em LytM (HXXXD e HXH). Com auxilio do programa de modelagem PyMOL, foi
possivel gerar a provavel estrutura terciaria tridimensional da proteina rLIC11399. A figura
15 mostra a modelagem tridimensional obtida para rLIC11399 em comparagdo com a
estrutura cristalografica caracterizada para a proteina LytM (135). A estrutura terciaria do
provavel dominio catalitico da metaloprotease de rLIC11399 é similar ao da proteina LytM de
Staphylococcus aureus. Odintsov et. al. demonstraram que a proteina recombinante LytM tem
como principal substrato a elastina e sua atividade enzimatica é aumentada quando clivada,
sugerindo que a proteina seja uma pré-enzima com atividade elastinolitica. Por este motivo,
optamos por clonar, expressar e purificar a regido carboxi-terminal de LIC11399
(ctLIC11399) e de LytM (ctLytM) exatamente da mesma maneira a descrita no artigo, para
utilizarmos em teste de atividade proteolitica com as proteinas rLIC11399 e ctLIC11399

sobre o substrato Elastin Congo-Red (Sigma).
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Figura 13 - Alinhamento do gene lic11399 com genes ort6logos de diferentes genomas de Leptospira.

Sequéncia do gene 1ic11399 de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130
(GenBank Accession No. AE016823.1) alinhado com genes homdlogos dos genomas de L.
interrogans sorovar Lai cepa 56601 (GenBank Accession No. AE010300.1), L. borgpetersenii
sorovar Hardjo-bovis JB197 (GenBank Accession No. CP000350.1) e L. borgpetersenii sorovar
Hardjo-bovis L550 (GenBank Acceession No. CP000348.1). O asterisco indica aminoacidos
idénticos, dois pontos indicam aminoacidos com propriedades quimicas semelhantes e, um ponto

indica aminoacidos com propriedades quimicas diferentes.
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.Hardjo_JB197 MSN---IFKLONSIIIFGFSIFFTFTSIIGTPISYGNLGSETDFIDFGRWITTPFSYSVS 57
.Hardo_L550 MSN---IFKLONSIIIFGFSIFFIFISIIGTPISYGNLGSEIDFIDFGRWITIPFSYSVS 57
.Copenhageni MFDRLYFCKLEYLILLILFIISFASTSAVSAPIAYGNLGSEVDFIDFGRWITTPFSYSVS 60
.Lai MFNRFYFCKLEYLILLILFIISFASTSAVSAPIAYGNLGSEVDFIDFGRWITTPESYSVS 60
* o s Kk koee k Kk o kk o ekkokkkhkhkk hkkkhkkkhkkkhkkkkkk
.Hardjo_JB197 SSFSSEYGGFNLFDSDSNTHWYSTNRSGSEWIIVDFGSKRLINGLEITVPLFRKERAAKK 117
.Hardo_ LSS50 SSFSSEYGGFNLFDSDSNTHWYSTNRSGSEWIIVDFGSKRLINGLEITVPLFRKERAAKK 117
.Copenhageni SSFSAEYGGFNLFDSDPNTHWYSVNRSDSEWVIVDFGSKRLINGLEITVPIFKKERAVKK 120
.Lai SSFSAEYGGFNLFDSDPNTHWYSVNRSDSEWVIVDFGSKRLINGLEITVPIFKKERAVKK 120

177

.Hardo_LS550 YEVQVLIRDDWRT IFVNQDVALANFHKLENLDASVLRIYFPDTTDRGVVISDLKLEFLNQQ 177
.Copenhageni YEIQVLIRDDWRTILTNONVELANFHKLGNIDASVLRIYFPDSTNREVVISDLKLFLNQK 180
.Lai YEIQVLIRDDWRTILINQNVELHNFHKLGNIDASVLRIYFPDSTNREVVISDLKLFLNQK 180

237

.Hardo_LS50 LLNGIEPRLRGYTFPVPDGLIPSLDFQLPNAPRVYRNGVHKGIDIYKKKEPSGQIRNLNF 237
.Copenhageni LLNGIEPRLRGYSFPVPDGLISSFDSQLPNAPRTYRNGVHKGIDIYKKKELDGQIRNLNF 240
.Lai LLNGIEPRLRGYSFPVPDGLISSFDSQLPNAPRTYRNGVHKGIDIYKKKELDGQIRNLNE 240

297

.Hardo_ LSS50 QDEAVSPADGVIVRADHSYFPMISADYEYHTSQSQKGTVIYVEKDFGGRQVWIDHGHGVM 297
.Copenhageni QDEIISPADGIVIRADHSYSPMILSDYEYHITQSQKGTVIYVEKDFGGRQVWIDHGHGVM 300
Lai QDEIISPADGIVIRADHSYSPMILSDYEYHITQSQKGTVIYVEKDFGGRQVWIDHGHGVM 300

.Hardjo_JB197 SSFNHLSSIRKNLKIGNKVKRGEVIGTIGNSGLMEEAKGITDNAHLHFEIWVDGEFFGNG 357
.Hardo_LSS50 SSFNHLSSIRKNLKIGNKVKRGEVIGTI IGNSGIMEEAKGITDNAHLHFEIWVDGEFFGNG 357
.Copenhageni TSFNHLSSIHKNIKVGEKVKQGESIGTVGNSGLLEEAKNISDNIHLHFEIWVDGEFLGNG 360
.Lai TSFNHLSSIHKNIKVGEKVKQGESIGTVGNSGLLEEAKNISDNIHLHFEIWVDGEFLGNG 360
R L e e e e e e e ey
Identidade
.Hardjo_JB197 VAPVQVRKMLQFFFKRNGAD 377 80%
.Hardo_ LSS0 VAPVQVRKMLQFFFKRNGAD 377 80%
.Copenhageni LPPAQVRKLLQFFFKRNGVD 380 100%
.Lai LPPAQVRKLLQFFFKRNGVD 3€0 99%



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=24204616&dopt=GenBank&RID=P2XB76H5016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116123488&dopt=GenBank&RID=P2XB76H5016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116119596&dopt=GenBank&RID=P2XB76H5016
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Figura 14 - Homologia entre a seqliéncia de aminoacidos de LIC11399 com a seqiiéncia de LytM de
Staphylococcus aureus. As setas indicam homologia entre os provaveis sitios ligantes a zinco em
LytM (HXXXD e HXH).
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Figura 15 - Imagem tridimensional da estrutura tercidria das proteinas rLIC11399 e LytM. A: Provavel
estrutura tercidria da proteina rLIC1139. A esfera representa uma molécula de zinco que se liga aos
respectivos sitios ligantes (em branco). B: Estrutura tridimensional da proteina LytM de
Staphylococcus aureus. A esfera representa uma molécula de zinco, cofator do dominio

metaloprotease.




61

45  Sequenciamento da por¢do amino-terminal da proteina rL1C13435

Com o proposito de confirmar se a proteina purificada realmente € a rLIC13435, foi
realizado o sequienciamento dos primeiros 15 residuos de aminoacidos da porcdo amino
terminal, pelo método de Edman. O resultado do seqlienciamento obtido confirmou que a
proteina purificada é a rL1C13435. A seqliéncia obtida foi: M-H-H-H-H-H-H-L-E-G-S-Q-T-
L-D, sendo que os primeiros 11 residuos sdo do vetor de expressdo pAE e os 4 residuos

restantes sdo da proteina rL1C13435.

4.6  Avaliacdo da conservagdo do gene 1icl3435 em genomas de leptospiras

patogénicas

Utilizando o mesmo par de primers desenhado para o gene lic13435 de Leptospira
interrogans sorovar Copenhageni, foi feito um PCR a partir do DNA genomico de 9
sorovares de leptospira patogénicas sendo 8 da espécie L. interrogans (sorovares Pomona,
Canicola, Copenhageni, Icterohaemorrhagie, Hardjo, Pyrogenes, Autumnalis, Bratislava), 1
da espécie L. kirschneri sorovar Grippotyphosa e 1 espécie de Leptospira saprofita (L. biflexa
sorovar Patoc). Foi possivel detectar a amplificacdo de genes ortélogos somente nos DNA
gendmicos de leptospiras patogénicas, indicando que este gene é conservado entre 0s
sorovares patogénicos testados e, como esperado, ndo foi detectado amplificacdo no DNA

gendmico de Leptospira biflexa Patoc (figura 16).

Figura 16 - Amplificacdo do gene lic13435 a partir de DNAs genomicos de Leptospira. O DNA
gendmico de cultivos de Leptospira variados foi extraido e amplificado por PCR
utilizando primers especificos para LIC13435. 1 — Marcador de massa molecular de 1 Kb;
2 — L. interrogans sorovar Copenhageni; 3 - L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagie; 4
- L. interrogans sorovar Pomona; 5 - L. kirschneri sorovar Grippotyphosa; 6 - L.
interrogans sorovar Hardjo; 7 - L. interrogans sorovar Canicola; 8 — L. interrogans
sorovar Bratislava; 9 - L. interrogans sorovar Autumnalis; 10 - L. interrogans sorovar
Pyrogenes; 11 - L. biflexa sorovar Patoc.
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4.7  Avaliacdo da presenca de transcritos génicos do gene lic13435

O RNA total de algumas espécies de leptospira foi extraido e transcrito em DNA
complementar (cDNA) para analise por RT-PCR.

As analises por RT-PCR utilizando cDNA de 2 leptospiras patogénicas (L.
interrogans sorovar Pomona e Canicola) e de 1 leptospira ndo patogénica (L. biflexa sorovar
Patoc), revelaram que além do gene estar presente nos genomas de bactérias patogénicas, o
mesmo estd sendo transcrito. O DNA genémico de L. interrogans sorovar Copenhageni foi
utilizado como controle positivo (figura 17).

Transcritos génicos de 2 leptospiras patogénicas (L. interrogans sorovares Pomona e
Canicola) em variados estagios de viruléncia (amostras LPF e LO4 respectivamente), e suas
respectivas bactérias atenuadas (de muitas passagens, POM A e CAN A respectivamente)
também foram avaliadas. Os resultados indicam a presenca de transcritos génicos de
LIC13435 (figura 18).

Figura 17 - Amplificacdo de transcritos génicos lic13435 de Leptospira. O RNA de cultivos de Leptospira
variados foi extraido e retro-transcrito. O cDNA obtido foi utilizado em um PCR utilizando primers
especificos para LIC13435. O DNA gendmico de L. interrogans sorovar Copenhageni foi utilizado
como controle positivo. 1 — Marcador de massa molecular; 2 — cDNA de L. interrogans sorovar
Pomona; 3 — cDNA de L. biflexa sorovar Patoc; 4 — cDNA de L. interrogans sorovar Canicola; 5-
gDNA de L. interrogans sorovar Copenhageni.
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Figura 18 - Amplificacéo de transcritos génicos de Leptospira. O RNA de cultivos de Leptospira variados foi
extraido e retro-transcrito. O cDNA obtido foi utilizado em um PCR utilizando primers especificos
para LIC13435 (RT+). Um controle negativo (RT-), sem retro-transcricdo, foi realizado para cada
amplificacdo para excluir a possibilidade de contaminacdo com DNA gendmico. As siglas LPF e
POM A correspondem a L. interrogans sorovar Pomona virulento e atenuado respectivamente. As
siglas LO4 e CAN A correspondem a L. interrogans sorovar Canicola virulento e atenuado
respectivamente. O nimero apos as siglas LPF e LO4 correspondem ao nimero de passagem da
cultura.

LPF1 LPF4 POMA LO41 LO43 CANA
RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT-

2027 p!

364 p 591 pb

4.8  Analise da estrutura secundaria por dicroismo circular (CD)

Dicroismo circular (CD) € uma técnica reconhecida para avaliacdo da estrutura secundaria de
proteinas em solucdo. Os diferentes tipos de estruturas secundarias regulares encontradas em
proteinas em solucdo ddo origem a espectros de CD caracteristicos conforme demonstrado na
figura 19 (142, 153). Foram tomados 3 espectros de cada proteina recombinante e as médias
resultantes estdo representadas na figura 20. Os dados gerados pelo CD foram interpretados

com o auxilio do algoritmo CONTIN (http://s-provencher.com/pages/contin-cd.shtml) (143).

Os espectros obtidos indicam que todas as proteinas apresentam estrutura secundaria
regular e possuem integridade estrutural. Os resultados gerados por CD foram comparados
com a predicdo de estrutura secundaria teorica, obtida com o auxilio do programa publico
GOR (GOR IV Secondary Structure Prediction Method http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html) (144), a partir da sequéncia de aminoacidos de

cada proteina conforme a figura 21.


http://s-provencher.com/pages/contin-cd.shtml
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html
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Figura 19 - Espectro de CD associado a varios tipos de estrutura secundaria. Linha solida, alfa-hélice;
tracejado longo, folha-beta antiparalela; linha pontilhada,volta - beta tipo 1; tracejado cruzado,
hélice 3, estendida ou hélice poli Il (pro); tracejado curto, estrutura irregular.
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240
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Fonte: Adaptado de Kelly et al., 2005 (142).
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Figura 20 - Espectro de CD obtido para cada proteina recombinante. Os espectros obtidos evidenciam que
as proteinas recombinantes possuem estrutura secundaria regular. Um exemplo dos padrdes de
espectro associados a varios tipos de estruturas secundarias ordenadas é mostrado.
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Figura 21 — Avaliagdo da estrutura secundaria obtida por CD. Os dados gerados por CD foram comparados
com a estrutura secundaria predita para cada proteina.
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4.9 Avaliacdo da imunogenicidade das proteinas geradas em camundongos

O soro coletado apds cada imunizacdo foi avaliado quanto & imunogenicidade das
proteinas testadas. Todos 0s soros coletados tiveram seus anticorpos titulados por ELISA. Os
titulos obtidos foram de 512.000 para os soros anti-rLIC13435, anti-rLIC11399 e anti-
ctLIC11399. Para o soro anti-ctLigA o titulo obtido foi de 256.000 (figura 22). Estes valores
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demonstram que as proteinas sdo imunogénicas e que o protocolo € adequado para obtencéo

de soro hiperimune.

Figura 22 - Presenca de anticorpos em soros de camundongos imunizados. Os animais foram semanalmente
imunizados intraperitonealmente com 10 pg de proteina recombinante na presenga de adjuvante
hidréxido de aluminio. Os soros obtidos foram recolhidos num pool e seus titulos determinados

por ELISA contra a proteina homologa.
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4.10 Analise de especificidade dos anticorpos gerados por Western blot

Os anticorpos gerados em camundongo contra as proteinas recombinantes rLIC13435,

rLIC11399 e ctLIC11399 foram avaliados quanto a sua especificidade. Para este proposito,

um painel contendo variadas proteinas recombinantes de Leptospira interrogans sorovar

Copenhageni foi testado com cada anticorpo individualmente.

A especificidade do anticorpo anti-rLIC13435 foi avaliada em um painel contendo

aproximadamente 1 ug de proteinas recombinantes LipL32 e TlyC. O anticorpo anti-

rL1C13435 reagiu especificamente com a sua respectiva proteina recombinante (figura 23).

A especificidade do anticorpo anti-LIC11399 e anti-ctLI1C11399 foi avaliada em um

painel contendo aproximadamente 1 pg de proteinas recombinantes LipL32, rLIC11399

e



68

ctLIC11399. O anticorpo anti-LIC11399 ndo reconheceu a proteina recombinante LipL32,
porém, reagiu com sua respectiva proteina recombinante e também com seu fragmento
ctLIC11399, 0 mesmo aconteceu com 0 anticorpo anti-ctLIC11399, que ndo reconheceu a
proteina recombinante LipL32, porém reconheceu sua respectiva proteina ctLIC11399 e
também rLIC11399 (figura 24). O reconhecimento cruzado reforca a qualidade das proteinas
recombinantes purificadas e anticorpos gerados, pois, a seqliéncia de uma proteina faz parte
da outra. O anticorpo anti-LipL32 foi incluido como um controle, pois, é descrita como sendo
uma lipoproteina majoritariamente expressa na superficie externa de leptospiras patogénicas e

apresentada ao sistema imune humano (89).

Figura 23 — Analise da especificidade do anticorpo gerado contra a proteina rL1C13435. Antisoro gerado
contra a proteina recombinante rL1C13435 foi utilizado em um western blot contra um painel com
proteinas variadas de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni. 1 — Marcador de massa
molecular LMW, 2 — LipL32; TlyC; 4 — rL1C13435.
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% rliC13435
< 20,2KDa

Figura 24 — Analise da especificidade do anticorpo gerado contra a proteina rL1C11399 e ctLI1C11399.
Antisoro gerado contra as proteinas rLIC11399 e ctLIC11399 foi utilizado em um western blot
contra um painel com proteinas variadas de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni. 1 —
Marcador de massa molecular LMW, 2 — rLIC11399; 3 — ctLIC11399; 4 — rLIC13435. Os
anticorpos avaliados e um indicador de massa molecular estdo indicados.
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4.11 Analise da conservacao da proteina nativa L1C13435 em Leptospira sp.

Para a analise da conservacdo da proteina nativa LIC13435 em extratos de Leptospira
sp., foram utilizados os anticorpos gerados em camundongos contra a proteina rLIC13435.
Um painel com extratos de 9 sorovares de leptospira patogénicas sendo 8 da espécie L.
interrogans (sorovares Pomona, Canicola, Copenhageni, Icterohaemorrhagie, Hardjo,
Pyrogenes, Autumnalis, Bratislava), 1 da espécie L. kirschneri sorovar Grippotyphosa e 1
espécie de Leptospira saprofita (L. biflexa sorovar Patoc) foi avaliado quanto a presenca da
proteina nativa por western blot.

Os resultados obtidos indicam que a proteina nativa possivelmente sofre modulagédo
em sua expressao, pois, sua deteccdo foi bastante variada. Como os resultados ndo foram
conclusivos, ndo foi possivel determinar precisamente se a proteina nativa LIC13435 ¢é

expressa por leptospiras em cultivo (dados néo apresentados).

4.12  Analise da conservacao da proteina nativa LIC11399 em Leptospira sp.

Para a analise da conservacdo da proteina nativa LIC11399 em Leptospira sp. foram
utilizados os anticorpos gerados em camundongos contra as proteinas rLIC11399 e
ctLIC11399. Um painel com extratos de variadas espécies de leptospiras patogénicas (L.
interrogans, L. santarosai, L. borgpertesenii, L. kirshneri, L. noguchii) e uma espécie de
leptospira saproéfita (L. biflexa) foi avaliado quanto a presenca da proteina nativa por western
blot. Foram testados 0s seguintes extratos: L. interrogans sorovares Pomona, Canicola,
Copenhageni, Icterohaemorrhagie, Hardjo, Pyrogenes, Autumnalis, Bratislava; L. santarosai
sorovares Shermani e Batavia; L. borgpertesenii sorovares Castelonis e Javanica; L. kirshneri
Cynopteri e Grippotyphosa; L. noguchii sorovar Panama e L. biflexa sorovar Patoc. Os
resultados obtidos indicam que a proteina nativa é expressa somente por leptospiras
patogénicas, ndo sendo possivel detectar uma banda imunorreativa na regido correspondente
do extrato de leptospira biflexa (figuras 25, 26 e 27). Além disso, os soros anti-rLIC11399 e
anti-ctL1C11399 ndo s6 foram capazes de reconhecer a proteina nativa, como também tiveram
reconhecimento cruzado, onde o soro anti-rLIC11399 foi capaz de detectar a proteina
ctLIC11399 e vice-versa.
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Figura 25 - Deteccdo da expressdo de LIC11399 em cultivos de Leptospira. Antisoro gerado contra a
proteina rL1C11399 foi utilizado em um western blot contra um painel de extratos diferentes de
Leptospira. Um indicador de massa molecular (em KDa) é mostrado em ambos os lados; 1 —
Marcador de massa molecular LMW; 2 — L. interrogans sorovar Copenhageni; 3 - L. interrogans
sorovar Icterohaemorrhagie; 4 - L. interrogans sorovar Pomona; 5 - L. kirschneri sorovar
Grippotyphosa; 6 - L. interrogans sorovar Hardjo; 7 - L. interrogans sorovar Canicola; 8 -
L..interrogans sorovar Bratislava; 9 - L. interrogans sorovar Autumnalis; 10 - L. interrogans
sorovar Pyrogenes; 11 - L. biflexa sorovar Patoc; 12 — rLIC11399; 13 — ctL1C11399.
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Figura 26 - Deteccdo da expressdo de LIC11399 em cultivos de Leptospira. Antisoro gerado contra
ctLIC11399 foi utilizado em um western blot contra um painel de extratos diferentes de
Leptospira. Um indexador de massa molecular (em KDa) é mostrado em ambos os lados; 1 — L.
interrogans sorovar Copenhageni; 2 - L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagie; 3 - L.
interrogans sorovar Pomona; 4 - L. kirschneri sorovar Grippotyphosa; 5 - L. interrogans sorovar
Hardjo; 6 - L. interrogans sorovar Canicola; 7 - L..interrogans sorovar Bratislava; 8 - L.
interrogans sorovar Autumnalis; 9- L. interrogans sorovar Pyrogenes; 10 - L. biflexa sorovar
Patoc; 11 — ctLIC11399; 12 — rLI1C11399.
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Figura 27 - Deteccdo da expressdo de LIC11399 em cultivos de Leptospira. Antisoro gerado contra
rL1C11399 foi utilizado em um western blot contra um painel de extratos diferentes de
Leptospira. Um indexador de massa molecular (em KDa) é mostrado em ambos os lados; 1 — L.
interrogans sorovar Copenhageni; 2 - L. interrogans sorovar Pomona; 3 - L. santarosai sorovar
Shermani; 4 - L santarosai sorovar Batavia; 5 - L. borgpertesenii sorovar Castelonis; 6 — L.
borgpertesenii sorovar Javanica; 7 - L. kirshneri sorovar Cynopteri; 8 — L. kirshneri sorovar
Grippotyphosa; 9 — L. noguchii sorovar Panama; 10 — rL1C11399.
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4.13 Deteccdo da proteina nativa LIC13435 durante a infecgdo por leptospira em
hospedeiros

Soro de hamster infectado por L. interrogans sorovar Copenhageni foi avaliado quanto
a presenca de anticorpos do tipo IgG dirigidos contra a proteina rLIC13435 e, ndo foi
evidenciado nenhuma banda imunorreativa (dados nédo apresentados).

Soros de pacientes humanos infectados foram avaliados quanto a presenca de
anticorpos do tipo IgG e IgM dirigidos contra a proteina rLIC13435 e, ndo foi evidenciado
nenhuma banda imunorreativa. A figura 28 representa o resultado da deteccdo de anticorpos
do tipo IgG em pacientes humanos. A proteina LipL32 foi incluida no experimento como

controle positivo.

Figura 28 - Detecgdo da proteina nativa LIC13435 durante a infeccdo por leptospira em humanos. 1
Marcador de massa molecular; 2 — 3ug de rLIC13435; 3 - 500ng de LipL32; A seta indica a
reatividade do soro testado com a proteina LipL32 recombinante.
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4.14 Deteccdo da proteina nativa LIC11399 durante a infec¢do por leptospira em

hospedeiros

Soros de hamsters e soros de pacientes humanos infectados foram avaliados quanto a
presenca de anticorpos do tipo IgG dirigidos contra as proteina rLIC11399 e ctLIC11399. O
soro de hamster foi coletado 10 dias apds um desafio com Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni virulento. Os soros de pacientes humanos infectados foram coletados durante a

segunda semana de infeccdo por leptospira (fase imune). Em ambos os casos foi possivel
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detectar a presenca de anticorpos do tipo IgG dirigidos contra rLIC11399 e / ou ctLIC11399.
Como controle positivo foi utilizado a proteina LipL32, e como controle negativo, utilizamos
a proteina recombinante rL1C13435 (figuras 29 e 30). Informacdes dos soros de pacientes
testados estdo na tabela 5.

Com o intuito de saber se a proteina LIC11399 é apresentada ao sistema imune do
hospedeiro durante a fase aguda da infecgéo, procuramos por anticorpos do tipo IgM em soros
da primeira semana de infeccdo dos mesmos pacientes. Nao foi possivel evidenciar anticorpos

do tipo IgM dirigidos contra a proteina rL1C11399 (dados nao apresentados).

Figura 29 — Deteccao de anticorpos do tipo 1gG dirigido contra as proteinas rL.IC11399 e ctL1C11399 em
soro de hamster com leptospirose. 1 — Marcador de massa molecular; 2 — 3ug de ctL1C11399;
3-3ug derLIC11399; 4 — 3ug de rLIC13435.
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Figura 30 - Deteccdo de anticorpos do tipo IgG dirigido contra a proteina rL1C11399 em soros de

pacientes humanos com leptospirose. 1 — Marcador de massa molecular; 2 — 3ug de rLIC11399;
3 - 3ug de rLIC13435; 4 — 500ng de LipL32
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Tabela 5 - Soro infectante e titulo de MAT de 7 soros de pacientes com leptospirose

Titulo inverso

Paciente Numero do soro Reatividade sorovar Leptospira do MAT
1 1334/07 Negativo Negativo
16/08 Icterohaemorrhagiae / Copenhageni 6.400
5 641/07 Icterohaemorrhagiae / Copenhageni 200
670/07 Icterohaemorrhagiae / Copenhageni 6.400
3 05/08 Negativo Negativo
30/08 Icterohaemorrhagiae / Copenhageni 3.200
4 1235/07 Icterohaemorrhagiae 100
1287/07 Icterohaemorrhagiae 12.800
5 682/07 Inconclusivo 800
727/07 Cynopteri 25.600
6 124/07 Cynopteri 200
670/07 Icterohaemorrhagiae 6.400
* * *
/ 142/04 Autummpnalis 25.400

4.15 Deteccdo da proteina nativa LIC11399 secretada em meio de cultura

Além dos dominios presentes na proteina LIC11399, as analises in silico também
revelaram a presenca de um peptideo sinal, sugerindo que a mesma possa ser secretada.
Estudos de proteinas homologas de outros microrganismos relataram a secrecdo destas
proteinas para o ambiente externo (149, 150). Baseado nesses fatos, procuramos saber se a
proteina LIC11399 nativa é secretada pela bactéria. Para isso, o sobrenadante de cultivos de L.
interrogans sorovar Copenhageni de dias variados foi imunoprecipitado com o soro anti-
rLI1C11399 gerado em camundongo. O material imunoprecipitado foi aplicado em um gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 12% para realizagdo posterior de Western blot. Para evitar a
deteccdo de imunoglobulinas (cadeia leve e pesada) de camundongo, utilizamos o soro anti-
rLIC11399 gerado em hamster como anticorpo primario e, como anticorpo secundario,
utilizamos 1gG de cabra anti IgG de hamster, conjugado a peroxidase. A revelacdo da
membrana indica que a proteina nativa LIC11399 é secretada para meio de cultivo durante o

crescimento da leptospira (figura 31).
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Figura 31 - Deteccdo da proteina nativa L1C11399 secretada por leptospiras. O sobrenadante da cultura de
leptospiras, de variados estdgios de crescimento, foi imunoprecipitado com anticorpo anti-
rL1C11399 gerado em camundongo. O Western-blot foi realizado com anticorpo anti-rL1C11399
gerado em hamster. 1 — Marcador de massa molecular; 2 — 1° dia; 3 — 3° dia; 4 — 5° dia; 5 — 7° dia;
6 — 10° dia; 7 — 200ng de rLIC11399.
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4.16 Avaliacdo da capacidade das proteinas rL1C13435 e rL1C11399 de interagir com

componentes de matriz extracelular (MEC)

A interacdo de patdgenos com componentes de matriz extracelular pode desempenhar
um papel importante na colonizagdo dos tecidos do hospedeiro. A aderéncia aos tecidos é
mediada por adesinas, proteinas expostas na superficie bacteriana, expressas pelos
microorganismos durante a infeccdo. O blogqueio da interacdo dessas adesinas com os tecidos
do hospedeiro pode ser uma estratégia efetiva contra a infeccdo bacteriana. Assim sendo, as
proteinas rL1C13435 e rLIC11399 foram avaliadas quanto a sua capacidade de interagir com
componentes de MEC.

Para este ensaio, foram utilizados os anticorpos gerados em camundongo contra ambas
as proteinas purificadas e foram testados os seguintes substratos: fibronectina plasmatica,
fibronectina celular, laminina e colageno tipo 1V. Como controle positivo foi utilizado a
proteina recombinante TlyC que se liga especificamente a laminina, colageno tipo IV e a
fibronectina plasmatica (154). Como controle negativo foi utilizado fetuina. As proteinas
rL1C13435 e rLIC11399 ndo apresentaram interacdo aos MEC com significancia estatistica
em relacdo ao controle fetuina (figura 32). Os experimentos foram realizados 3 vezes, todos

em triplicata.



76

Figura 32 - Adesdo de rLI1C13435 e rLIC11399 a componentes da MEC. Pogos de microplacas foram
revestidos com um micrograma de cada componente da MEC e incubados com 1 pg de cada
proteina recombinante. A deteccdo das proteinas aderidas foi feita por ELISA usando os soros
anti-rL1C11399, anti-rLIC13435 e anti-TlyC. Os dados representam a média de 3 experimentos
independentes, cada um realizado em triplicata. A adesdo das proteinas recombinantes aos
componentes de matriz extra celular foram comparadas com a ligacdo ao controle fetuina através
do teste T- Student (*, P < 0,0001).
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4.17 Avaliagdo da atividade elastinolitica das proteinas recombinantes rLIC11399 e
ctL1C11399

Baseado nas analises dos dominios presentes no gene 1ic11399 e na semelhanca ao
dominio metaloprotease de LytM descrito por Odintsov (135), as proteinas recombinantes
rLIC11399, ctLIC11399 e ctLytM foram avaliadas quanto a capacidade de degradar elastina.
A proteina LipL 32 foi acrescentada ao ensaio como controle de proteina recombinante
expressa pelo mesmo sistema heter6logo de expressdao e purificacdo que ndo deveria
hidrolizar a elastina. Um miligrama do substrato Elastina-Congo Red (Sigma) foi incubado
com concentracdes crescentes de proteina por aproximadamente 15 horas. Elastase
pancreatica porcina comercial (Sigma) foi utilizada como controle positivo e 15mM de
quelante EDTA foi utilizado para avaliar a inibicdo da atividade enziméatica. A densidade
otica da reacdo foi normalizada com um controle onde nédo foi adicionado nenhuma proteina
ao substrato Elastina-Congo Red. Podemos observar na tabela 06 e 07 que a proteina ctLytM
diferentemente do esperado, ndo apresentou atividade proteolitica sobre o substrato Elastina
Congo Red. Em experimentos independentes, foi possivel detectar atividade proteolitica das
proteinas rLIC11399 e ctLIC11399 sobre o substrato e, a adicdo de EDTA inibiu essa
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atividade. A densidade dtica maxima obtida pela degradacdo do substrato pela elastase
comercial foi de aproximadamente 0,6.

A proteina LipL32 nédo apresentou atividade. As figuras 33 e 34 mostram o resultado
de ensaios independentes de protedlise com as proteinas ctLIC11399, LipL32, o controle
negativo e o controle positivo sobre o substrato Elastin-Congo Red. A figura 35 mostra o
resultado de um ensaio de protedlise com ctLytM sobre o mesmo substrato.

Tabela 6 - Atividade proteolitica sobre o substrato Elastina-Congo Red. Densidade Otica referente a
quantidade de degradacdo do substrato.

Amostra Concentracao 0.D. 495

Branco 0

Controle positivo Elastase

. ~20 unidades 0,6
comercial
20mM 0
CtLytM (1,6mg/mL) 14mM 0
mM 0
ctLytM + EDTA 20mM + 15mM EDTA 0
15mM 0,383
ctLIC11399 (0,4mg/mL) 10mM 0,165
5.2mM 0,131
ctLIC11399 + EDTA 15mM + 15mM EDTA 0
3.3mM 0,125
rL1C11399 (0,15mg/mL) 2.2mM 0
1.1mM 0
rLIC11399 + EDTA 3.3mM + 15mM EDTA 0
12.4 mM 0
LipL32 8.2mM 0
4.1 mM 0
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Tabela 7 - Atividade proteolitica sobre o substrato Elastina-Congo Red. Densidade 6ética referente a
quantidade de degradacdo do substrato.

Amostra Concentracao 0.D. 495
Branco 0
Controle positivo Elastase ~20 unidades 0.6
comercial
20mM 0
ctLytM (1,6mg/mL) 14mM 0
7mM 0
ctLytM + EDTA 20mM + 15mM EDTA 0
11.5mM 0,293
ctLIC11399 (0,3mg/mL) 7.6 mM 0,097
3.8 mM 0
ctLIC11399 + EDTA 11.5mM + 15mM EDTA 0
8.9mM 0,117
rL1C11399 (0,4mg/mL) 5.9mM 0
3.0mM 0
rLIC11399 + EDTA 8.9mM + 156mM EDTA 0
12.4 mM 0
LipL32 8.2 mM 0
4.1 mM 0

Figura 33 - Imagem representativa de um ensaio de protedlise de ctL1C11399 e LipL32 sobre o subtrato
Elastina-Congo Red. Um miligrama do substrato Elastina-Congo Red foi incubado com
concentragdes crescentes de proteina por aproximadamente 14 horas. Elastase pancreatica porcina
comercial foi utilizada como controle positivo e ndo foi adicionado nada no controle negativo.
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Figura 34 - Imagem representativa de um ensaio de protedlise de ctLI1C11399 e LipL32 sobre o subtrato
Elastina-Congo Red. Um miligrama do substrato Elastina-Congo Red foi incubado com
concentragdes crescentes de proteina por aproximadamente 14 horas. Elastase pancredtica porcina
comercial foi utilizada como controle positivo e ndo foi adicionado nada no controle negativo.

Figura 35 - Imagem representativa de um ensaio de protedlise de ctLytM sobre o subtrato Elastina-Congo
Red. Um miligrama do substrato Elastina-Congo Red foi incubado com concentragdes crescentes de
proteina por aproximadamente 14 horas. Elastase pancredtica porcina comercial foi utilizada como
controle positivo e ndo foi adicionado nada no controle negativo.

4.18 Avaliacao da atividade elastinolitica de ctLI1C11399 por zimografia

Geis de SDS-PAGE foram co-polimerizados com elastina soldvel em uma

concentracdo final de 1 mg/mL. Concentracdes decrescentes da proteina ctLI1C11399
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purificada foram aplicadas no gel na presenca ou ndo de quelante (EDTA) ou inibidor de
protease (PMSF) em condi¢fes ndo desnaturantes. Elastase pancreética porcina comercial
(Sigma) foi utilizada como controle positivo. Apds a eletroforese, os géis foram incubados a
37 °C por 48 horas. A atividade proteolitica foi avaliada ap6s coloragdo com o corante
Comassie Brilliant Blue e descoloracéo até o aparecimento de areas de atividade proteolitica
(regi®es mais claras no gel, contrastando com o fundo azul (resultado da digestdo do substrato
presente na matriz poliacrilamida-elastina). Este ensaio foi realizado trés vezes com amostras
de diferentes purificacdes. A figura 36 é representativa de um ensaio de avaliacdo proteolitica
por zimografia.

A proteina ctLIC11399 ndo apresentou atividade proteolitica sobre o substrato

presente no gel.

Figura 36 - Imagem representativa de um ensaio de zimografia de ctLIC11399. 1 — Marcador de peso
molecular; 2 a 5 - 25ug, 20ug, 15ug e 10ug de ctLIC11399 respectivamente; 6 - 20ug de
ctLIC11399 com 10 mM de EDTA,; 7 - 20ug de ctLIC11399 com 10 uM de PMSF; 8 — 2U de
elastase porcina comercial.
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ctLIC11399
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4.19 Ensaio de protecdo contra desafio homdlogo

Nos ensaios de imunizacao e desafio em modelo animal utilizados para leptospirose,
grupos de 10 hamsters foram imunizados subcutaneamente com as proteinas recombinantes e
desafiados com Leptospira interrogans sorovar Copenhageni virulentos para avaliar a
capacidade dos antigenos de conferir protecdo. Os animais também foram vacinados com a
vacina comercial (Pfizer), PBS ou ndo foram imunizados. A imunizagdo com a proteina

ctLigA foi incluida nos experimentos como controle de antigeno capaz de conferir protecdo
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aos animais imunizados. Os animais vacinados que sobreviveram até 21 dias apds o desafio
foram sacrificados e tiveram seus rins coletados para anélise quanto a presenca de leptospiras
in vitro.

Em trés ensaio independentes, os animais imunizados com a proteina rLIC13435 nédo
sobreviveram ao desafio com Leptospira interrogans sorovar Copenhageni virulentos. Como
esperado, 100% dos animais imunizados com ctLigA e a vacina comercial sobreviveram ao
desafio. N& houveram sobreviventes entre os animais imunizados com PBS ou ndo

imunizado (figura 37).

Figura 37 - Andlise da porcentagem de sobrevivéncia dos grupos de animais vacinados e desafiados.
Gréfico representativo de um dos ensaios de desafio. Os animais imunizados com rLIC13435,
ctLigA, PBS, vacina comercial ou ndo imunizados foram desafiados com a cepa L. interrogans
sorovar Copenhageni virulento e observados por 21 dias.
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Em dois experimentos independentes, a imunizagdo com rLIC11399 foi capaz de
conferir protegdo em 30% dos animais, enquanto que 100% dos animais imunizados com
ctLigA e a vacina comercial sobreviveram ao desafio. Ndo houve sobreviventes entre 0s
animais imunizados com PBS ou ndo imunizados (figura 38 e 39). Os animais vacinados que
sobreviveram até 21 dias ap0s o desafio foram sacrificados e tiveram seus rins coletados para
analise quanto a presenca de leptospiras in vitro. Na tabela 8, pode-se verificar que nédo foi
possivel detectar leptospiras no cultivo do macerado renal dos animais imunizados com a
vacina comercial, enquanto que foi constatada a presenca de bactérias no cultivo do macerado

dos rins dos animais imunizados com rL1C11399 e ctLigA. A andlise dos niveis de 1gG por
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ELISA, dos soros coletados dos animais imunizados, mostrou que as proteinas rLI1C11399 e
ctLigA geraram respectivamente titulos de anticorpos em torno de 16.000 e 32.000 (dados ndo

apresentados).

Figura 38 - Analise da porcentagem de sobrevivéncia dos grupos de animais vacinados e desafiados. Os
animais imunizados com rLIC11399, ctLigA, PBS, vacina comercial ou ndo imunizados foram
desafiados com a cepa L. interrogas sorovar Copenhageni virulento e observados por 21 dias.
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Figura 39 - Anélise da porcentagem de sobrevivéncia dos grupos de animais vacinados e desafiados. Os
animais imunizados com rLIC11399, ctLigA, PBS, vacina comercial ou ndo imunizados foram
desafiados com a cepa L. interrogas sorovar Copenhageni virulento e observados por 21 dias.
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Tabela 08 - Avaliacdo do desafio animal quanto ao nimero de animais sobreviventes e a presenga de
leptospiras nos rins dos animais vacinados (portadores).
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Grupos Porcentagem de Portadores/Total de
Vivos/total
vacinados sobrevivéncia sobreviventes
rLI1C11399 30% 6/20 2/6
ctLigA 100% 20/20 20/20
PBS 0/10
Nao imunizado 0/20

Vacina comercial 100% 20/20 0/20
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5 DISCUSSAO

A notificagdo de ocorréncias de leptospirose no Brasil ainda € compulsoéria e, a média
referente a notificacdo entre 1997 e 2010 foi de aproximadamente 3.365 casos por ano, com
taxa de mortalidade de aproximadamente 10% (155). O principal fator de risco para o 6bito é
0 desenvolvimento de quadros hemorragicos, principalmente a SPHL (45, 46). Neste sentido,
urge o desenvolvimento de uma vacina profilatica ou melhores tratamentos contra esta
zoonose. Estdo disponiveis atualmente no mercado vacinas para uso veterinario, obtidas a
partir de preparacdo de leptospiras atenuadas ou inativadas por formaldeido ou calor,
entretanto, essas formulagcdes produzem apenas uma resposta imune de curta duracdo, ndo
conferem protecdo contra sorovares ndao contidos na preparacdo e podem causar reacoes
adversas.

O seqlienciamento do genoma de 6 Leptospira, aliado ao desenvolvimento de
ferramentas de bioinformatica revolucionou o campo da vacinologia. Os constantes estudos
no campo da biologia molecular, bioinformatica e tecnologia de sequenciamento propiciam
melhorias e atualizagbes das inUmeras ferramentas e algoritmos para analises in silico. As
analises de proteinas in silico a partir do genoma de um organismo sdo indicativas da provéavel
funcdo bioldgica, localizacdo ou estrutura conformacional destas proteinas. Entretanto, apesar
dos avancos nesse campo, a determinacao absoluta da funcédo ou localizacdo de proteinas so é
possivel apds a verificacdo in vivo. Assim sendo, visando contribuir de forma efetiva no
melhor entendimento, diagnodstico e combate a disseminagcdo da leptospirose, propusemos
investigar e caracterizar 12 antigenos de L. interrogans sorovar Copenhageni (lic10881,
lic20087, lic11211, licl0544, 1ic10291, 1ic13435, lic11399, licl0642, licl0359, lic12558,
lic10995 e 1ic10468), cujas funcdes ainda ndo estdo caracterizadas, para o desenvolvimento de
uma possivel vacina. No entanto, a versdao do programa disponivel no momento da selecéo
dos candidatos vacinais deste projeto (PSORTb v2.0.4) predizia que os 12 antigenos
selecionados eram de membrana externa ou secretada pela bactéria L. interrogans sorovar
Copenhageni. Porém, a atual versdo deste mesmo programa (PSORTb v3.0.2) prediz que 0
gene 1ic10881 é codificante para uma proteina de membrana interna e o gene lic10642 ¢
codificante para uma proteina citoplasmética, contrariando as predi¢cGes realizadas
inicialmente.

Proteinas cuja localizacdo é intra-celular ou periplasmatica ou de membrana interna da

célula ndo séo bons antigenos para o desenvolvimento de uma vacina, uma vez que nao sao
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apresentados ao sistema imune do hospedeiro. No entanto, diversas proteinas intracelulares
participam de diversos processos regulatorios essenciais para a manutengdo do patégeno, tais
como metabolismo celular, geracdo de energia (ATP) (96), captacdo de nutrientes (156),
sistema SOS (96, 157) entre outros. Portanto, apesar da ferramenta PSORTb v2.0.4 predizer
que a sublocalizacdo das proteinas LIC10881 e LIC10642 ndo serem de membrana externa ou
secretada, a caracterizacdo dessas proteinas pode contribuir para um melhor entendimento da
fisiologia do patégeno. Além disso, a confirmacdo da verdadeira sublocalizacdo celular de
todas as proteinas selecionadas sé podera ser realizada apos analises in vivo.

Além dos 12 antigenos selecionados para este projeto, o gene codificante para a regido
carboxi-terminal da proteina LigA e a regido carboxi-terminal da proteina LytM de
Staphylococcus aureus também foram selecionados para estudo. As proteinas da familia Lig
sdo expressas apenas no hospedeiro infectado e sdo restritos a espécies patogénicas (158). A
expressdo da proteina LigA estd correlacionada com a viruléncia bacteriana e sua porcéo
carboxi-terminal confere imunoprotecdo em hamsters desafiados com leptospiras (136), por
este motivo optamos por clonar expressar e purificar a regido carboxi-terminal dessa proteina
a fim de utilizarmos como controle em nossos experimentos.

O gene lic11399 apresenta um dominio semelhante aos fatores V e VIII da cascata de
coagulacdo na por¢cdo amino-terminal e um dominio semelhante ao de metalopeptidase da
familia M23 na porcdo carboxi-terminal. A familia M23 compreende metaloproteases
dependente de zinco e, a proteina LytM de Staphylococcus aureus, bastante caracterizada, €
uma metaloprotease com atividade elastinolitica e dominio catalitico similar ao de LIC11399.
Por este motivo, optamos por clonar, expressar e purificar a por¢do carboxi-terminal da
proteina LIC11399 (ctLIC11399) e da proteina LytM (ctLytM) para utilizarmos como um
controle em nossos experimentos.

Todos os genes selecionados foram clonados, porém, somente 0s antigenos
rL1C13435, rLIC11399 a por¢do carboxi-terminal das proteinas LIC11399 (ctLIC11399),
LigA (ctLigA) e LytM (ctLytM) foram possiveis de expressar e purificar. As proteinas
recombinantes foram expressas em fusdo com uma seqliéncia de seis residuos de histidina em
bactérias E. coli BL21 (SI) ou E. coli BL21(DE3) Star plysS. As proteinas recombinantes
rL1C13435, ctLytM foram expressas na forma solivel enquanto que rLIC11399, ctLIC11399
e ctLigA foram expressos em maiores quantidades na forma insoluvel, em corpusculo de
inclusdo. As proteinas insoltveis foram solubilizadas pelo processo diluicdo para entdo serem
purificadas. As proteinas foram purificadas através de cromatografia de afinidade a metais

bivalentes e todas tiveram um bom rendimento final de 10 mg a 35 mg por litro de cultura. As
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proteinas purificadas tiveram a sua estrutura secundéria avaliada por dicroismo circular e os
espectros obtidos indicam que todas as proteinas recombinantes apresentam uma estrutura
regular. Camundongos foram imunizados intraperitonealmente para obtencdo de soros
hiperimunes e, os titulos dos anticorpos obtidos indicam que as proteinas sdo imunogénicas.

As proteinas recombinantes rLIC13435 e rLIC11399 foram avaliadas quanto a
capacidade de interagir com componentes de matriz extracelular (MEC). Ambas as proteinas
ndo apresentaram interagdo com 0s componentes testados.

As analises in silico das proteinas LIC13435, LIC11399 revelaram que essas proteinas
estdo presentes nos genomas de leptospiras patogénicas seqlienciados até agora e ausente nos
genomas de leptospiras de vida livre. A conservagdo do gene lic13435 foi avaliada por PCR
que confirmou a presenca de genes ortdlogos nos genomas de leptospiras patogénicas testados
e ausente no genoma de leptospira saprofitica. As analises por RT-PCR também revelaram
que além dos genes ortologos estarem presentes nos genomas de bactérias patogénicas, o
mesmo estd sendo transcrito. Entretanto, a detec¢do por western-blot dessa proteina foi
bastante variada. A inconstancia na deteccdo da proteina nativa em extratos de leptospiras
pode ser atribuida aos mecanismos que modulam o perfil de expressdo protéica das bactérias
de acordo com as condigdes ambientais em que estdo submetidas (159). Ao longo do ciclo de
transmissao da bactéria, que compreende desde 6rgaos de animais selvagens ou humanos, até
vida livre no solo ou na &gua, as leptospiras sdo sujeitas a condi¢cbes ambientais amplamente
distintas e varidveis (2). Para se adaptarem a condi¢cBes nutricionais, sinalizadoras,
quimiotaticas e de viruléncia tdo divergentes, as leptospiras necessitam de uma regulacéo de
expressao do conjunto de genes expressos em cada uma dessas condi¢fes. Embora se saiba
que as leptospiras se adaptem e sobrevivam em muitos ambientes diferentes, pouco € sabido a
respeito da natureza molecular dessas adaptaces. Assim sendo, é possivel que a expressao da
proteina nativa LIC13435 pela bactéria seja modulada pelas condi¢bes de cultivo e por esta
razao a sua deteccdo por western blot seja variada. Assim sendo, ndo foi possivel determinar a
expressdo da proteina nativa LIC13435 por Leptospira patogénicas. O sequenciamento da
proteina recombinante pelo método de Edman confirmou a purificacdo da proteina correta. A
pesquisa de anticorpos anti rLIC13435 em soros de pacientes humanos e hamsters infectados
ndo evidenciou anticorpos dirigidos contra a proteina recombinante. Os ensaios de
imunizacdo e desafio homdlogo contra leptospira virulenta revelaram que esta proteina é
ineficaz como candidato vacinal, por estes motivos 0s estudos com essa proteina foram

finalizados.
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Com relagdo a proteina LIC11399, a conservacdo do gene e expressao da proteina
foram avaliadas atraves da técnica de western blot, que detectou a expressdo da proteina
nativa somente em extratos de espécies de leptospiras patogénicas. Além da expressao da
proteina nativa em variados extratos de leptospiras, verificamos também reatividade cruzada
entre 0s soros gerados contra as proteina rL1C11399 e ctLIC11399, reforcando a qualidade
das proteinas e soros gerados. A pesquisa de anticorpos anti rLIC11399 em soros de hamsters
e pacientes infectados por leptospirose detectou a presenca de anticorpos do tipo IgG (fase
imune) dirigidos contra a proteina recombinante, indicando que a proteina nativa €
apresentada ao sistema imune do hospedeiro durante a infec¢do. No entanto, ndo foi possivel
evidenciar anticorpos do tipo IgM (fase aguda), em soros de pacientes de primeira semana de
infeccdo. Também foi possivel detectar a presenca da proteina nativa no sobrenadante de
culturas de leptospiras, indicando que a mesma € secretada pela bactéria.

Para avaliar a hipdtese de as proteinas rL1C11399 e ctLIC11399 possuirem atividade
elastinolitica, clonamos expressamos e purificamos a regido carboxi-terminal de LytM
(ctLytM) de Staphylococcus aureus para utilizarmos como controle em nossos experimentos.
A proteina LytM é uma metaloprotease com atividade elastinolitica bastante caracterizada, no
entanto, a proteina purificada em nosso laboratdrio ndo apresentou a atividade esperada nas
condicBes testadas. Os resultados indicam que as proteinas rLIC11399 e ctLIC11399
possuem atividade proteolitica sobre o substrato comercial Elastina-Congo Red. Entretanto,
apesar da atividade ter sido inibida na presenca de quelante, foi preciso aplicar uma
guantidade grande de proteina para verificarmos a presenca da atividade elastinolitica. A
necessidade de utilizarmos uma quantidade grande de proteinas pode ser atribuida a pouca
quantidade de proteinas ativas. Apesar do espectro obtido por dicroismo circular indicar que a
proteina esta estruturada, ha a possibilidade de apenas poucas proteinas estarem com o sitio
catalitico corretamente estruturado apds o processo de refolding ao qual a proteina é
submetida antes da purificacdo. Além disso, como as proteinas foram geradas em sistema
heterdlogo, é possivel que contaminantes de Escherichia coli tenham sido co-purificadas e
estes estarem reagindo com a elastina. Por estes motivos, buscamos avaliar a atividade
proteolitica por zimografia para eliminar a possibilidade de contaminantes estarem reagindo
com o substrato elastina. No entanto, ndo foi verificado nenhuma atividade proteolitica por
parte da proteina recombinante ctLIC11399 ou contaminantes. A zimografia € uma técnica
gue evidencia proteinas com atividades enzimaticas especificas, porém, exige bastante
manipulacdo do material a ser avaliado. Assim sendo, é possivel que a atividade proteolitica

das poucas proteinas ativas presentes na amostra tenha se perdido.
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Em dois ensaios indepentendes, a imunizacdo de hamsters com a proteina rLIC11399
na presenca de hidroxido de aluminio como adjuvante conferiu protecdo em 30% dos animais
desafiados com leptospira virulenta. Apesar de dois tercos dos animais sobreviventes nédo
terem apresentado leptospiras no cultivo do macerado dos rins dos mesmos, é necessario fazer
mais andlises, por exemplo, um PCR para detectar a presenca de DNA leptospiral para ter
certeza de que estes animais ndo portavam leptospiras. A porcédo carboxi-terminal de LigA foi
incorporado ao experimento como um controle positivo de proteina recombinante que
apresenta atividade protetora (136, 160). Como esperado, a imunizacdo com a porcao
carboxi-terminal de LigA conferiu 100% de protecdo porém, conforme os resultados descritos
na literatura, a protecdo néo foi esterilizante pois os animais continuavam sendo portadores de
leptospiras nos rins.

Embora o potencial hemorragico da leptospirose ter sido descrita em 1886 por Weil e,
diversos estudos tenham se focado para esta forma da doenga (45, 48-54), o mecanismo de
sua fisiopatologia ainda nédo foi completamente elucidado. Como mencionado na introducéo,
estudos propbem a acdo de toxinas e processos auto-imunes como responsaveis pela
progressdo da doenca para a SPHL, a forma mais letal da leptospirose. A baixa quantidade de
bactérias recuperadas do tecido pulmonar sugere uma possivel toxina bacteriana circulante,
produzida de algum lugar distante (109) e, a toxina responsavel ainda nédo foi identificada.

Neste trabalho, levantamos a hip6tese de que a proteina nativa LIC11399 possa estar
relacionada com a degradacdo de elastina e eventos hemorragicos, pois, possui um dominio
semelhante ao de metalopeptidase da familia M23 caracterizada por degradar elastina.
Também foi demonstrado que a proteina nativa LIC11399 é expressa por diversas espécies de
leptospiras patogénicas, secretada para 0 meio de cultura e apresentada ao sistema imune do
hospedeiro durante a infec¢do. Entretanto, nas condi¢bes experimentais testadas, as proteinas
rL1C11399 e ctLIC11399 ndo apresentaram uma atividade elastinolitica robusta.

Baseando-se nos dados gerados por este trabalho, é possivel afirmar que os resultados
apresentados séo de grande contribuicdo para a compreensdo da biologia e patogenicidade das
leptospiras. A idenditificacdo da proteina LIC11399 abre caminho para a investigacdo de uma
possivel protease envolvida nos processos hemorragicos tdo letais para essa importante
zoonose. A compreensdo dos processos hemorragicos e / ou a identificagdo da possivel toxina
permitird o desenvolvimento de melhores bases terapéuticas para o tratamento da doenga e /
ou prevencdo da SPHL e, consequentemente, reducdo das altas taxas de mortes por

leptospirose.
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6 CONCLUSOES

1 — Foram selecionados 12 genes que codificam proteinas hipotéricas conservadas, preditas
como sendo de superficie externa ou secretada por Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni.

2 — Somente as proteinas rLIC13545, rLIC11399, ctLIC11399, ctLigA e ctLytM foram
possiveis de expressar e purificar.

4 —Todas as proteinas purificadas apresentaram integridade estrutural.

5 — As proteinas purificadas sdo bastante imunogénicas. Os titulos dos anticorpos foram
superiores a 256.000.

6 — Genes ortologos de lic13435 estdo presentes nos genomas das espécies patogénicas de
Leptospira testados.

7 — Transcritos génicos de LIC13435 foram detectados por RT-PCR, porém, a deteccdo da
proteina nativa foi inconstante.

8 — Soros de hamster e pacientes com leptospirose ndo foram capazes de detectar a proteina
rL1C13435.

9 — A proteina rLI1C13435 é ineficaz como candidato vacinal.

10— Genes ortologos de lic11399 estdo presentes nos genomas de Leptospira patogénicas e, a
proteina nativa é expressa por diversas espécies patogénicas.

11 - Os soros de hamster e pacientes humanos infectados evidenciaram anticorpos do tipo IgG
dirigido contra a proteina rLIC11399 porém, ndo foi possivel evidenciar anticorpos do tipo
IgM.

12 - As proteinas rLIC13435 e rLIC11399 ndo interagem com 0S componentes de matriz
extracelular testados.

13 - A proteina nativa L1C11399 ¢ secretada pela bactéria durante seu crescimento in vitro.
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14 - A imunizacdo com rL1C11399 conferiu protecdo em 30 % dos animais em dois ensaios
de imunizacéo e desafio homologo com L. interrogans sorovar Copenhageni.
15— As proteinas rLIC11399 e ctLIC11399 apresentaram uma baixa atividade elastotinolica

nas condicdes testadas.
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Anexo A - Alinhamento dos genes selecionados com genes homdlogos de diferentes
genomas de Leptospira. O asterisco indica aminoacidos idénticos, dois pontos
indicam aminoacidos com propriedades quimicas semelhantes e, um ponto
indica aminodcidos com propriedades quimicas diferentes. Os aminoacidos
sublinhados em preto representam a sequéncia sinal predita; Os aminacidos
sublinhados em vermelho representam os sitios de anelamento aos iniciadores
(primers) e os aminodcidos sublinhados em azul representam dominios
deduzidos in silico.
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L.i.Lai MAFLKIRRILPGAAGLILVCGISVSGDPGRDRLGALLGRMSEISSLRASV 50
e
L.b.Hardjo-bovis_LS550 TINNEISGTLSYKKPNYLHVKFSDGRVVSSNGRFLWEFYSPARAIVGKQODL 100
L.b.Hardjo-bovis_JB197 TINNEISGTLSYKKPNYLHVKFSDGRVVSSNGRFLWFYSPARAIVGKQDL 100
L.i.Copenhageni TINNEISGTLSFKKPNYLHVKFSDGRVVSSNGRFLWEFYSPARAIVGKQDL 100
L.i.Lai TINNEISGTLSFKKPNYLHVKFSDGRVVSSNGRFLWFYSPARAIVGKQDL 100
e
L.b.Hardjo-bovis_LS550 RGTSGGVFGLLSGYEDVSQVGGSIRLKSSTKSYEETVVIMNPDNTPKSLR 150
L.b.Hardjo-bovis_JB197 RGTSGGVFGLLSGYEDVSQVGGSIRLKSSTKSYEEIVVIMNPDNTPKSLR 150
L.i.Copenhageni RGISGGVFGLLSGYEEVIQVGGSIRLKSPTKTYEEIVVIMNSDNTPKSLR 150
L.i.lai RGISGGVFGLLSGYEEVIQVGGSIRLKSPTKTYEEIVVIMNSDNTPKSLR 150
L
Identidade
L.b.Hardjo-bovis_LS5S0 MKHRGSGEYTSISFSGVQTNVGLSASLENFSAPSSAQIVENPLNEKE 197 95%
L.b.Hardjo-bovis_JB197 MKHRGSGEYTISISFSGVQINVGLSASLENFSAPSSAQIVENPLNEKE 197 95%
L.i.Copenhageni MKKRGSSEYTSISFSGVQTNVGLSASLFNFSAPSSAQIVENPLNEKE 197 100%
L.i.Lai MKKRGSSEYTSISFSGVQTNVGLSASLFNFSAPSSAQIVENPLNEKE 197 100%
R I e

Os aminoécidos sublinhados em azul indicam um dominio semelhante ao dominio da lipoproteina carreadora
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LC10881

L.i.Copenhageni
L.i.Lai

L.i.Copenhageni
L.i.Lai

L.i.Copenhageni
L.i.Lai

L.i.Copenhageni
L.i.Lai

L.i.Copenhageni
L.i.Lai

L.i.Copenhageni
L.i.Lai

L.i.Copenhageni
L.i.Lai

L.i.Copenhageni
L.i.Lai

L.i.Copenhageni
L.i.Llai

L.i.Copenhageni
L.i.Lai

L.i.Copenhageni
L.i.Llai

L.i.Copenhageni
L.i.Llai

L.i.Copenhageni
L.i.Lai

L.i.Copenhageni
L.i.Lai

L.i.Copenhageni
L.i.Lai

L.i.Copenhageni
L.i.Lai

MFAFNAQPFFSSLNOKSLORKFFLVFPVLLSLTSAGTLWAKASLRLKI FANSKSDPPTQI
MFAFNAQPFFSSLNQKSLORKFFLVFPVLLSLTSAGTLWAKASLRLKIFANSKSDPPIQI

e e e e e e e e e e e e e e e e sk e e e e e e e e e ok e s e e e e e gk o e e o e e o e gk e e ok o ok o o e e o ke e ke e

WVRGNGYSKVFSLSDQSSELTIDLKEQGVYDVILTFKSGEMEHKFVIVDSDEKNLEFVQK
WVRGNGYSKVFSLSDQSSELTIDLKEQGVYDVILTFKSGEMEHKFVIVDSDEKNLEFVQK

IR R R S S RS R e e R e e e S S R SR SRR R

TKKVINGINVVGKREEA AIR ALKA
TKKVTNGINVVGKRPEAPPNYVLSQEDAIRMPGGFGDALKAVQSMPGISPMYQ{YTGASF

e e e e e e e e e e e e ke e e e e o e e e e e o e s o e s e e o o e s ok e ke ok e e o e g e e e o ke ke o ok ke o ok e o ke e

QSATQTFAQATNPDKPDKPNGEKGFLVMRGAGARANQFYFNGLPMSYPFHADGLTSVINN
QSAIQTFAQATNPDKPDKPNGEKGFLVMRGAGARANQFYFNGLPMSYPFHADGLTSVINN

LR R R R S e S R R R A R e R R R R R R R R SRR R RS R

NAIRSLELYSGSYSARYGFATGGIINIEGFQKRDSNLSVAHLNAFLTDVYTYRNITKDLN

NAIRSLELYSGSYSARYGFATGGIINIEGFQKRDSNLSVAHLNAFLTDVYTYRNITKDLN

s e e e e e e e e e e e gk e e e e e ke ke e ke g e e e o ke e o e e e e e ok e e o e ke ok e e e e o ke e ke e e e e ke e

VSVSGKKYYPNIVFGRVPNLI PAETFLADYNDYQARIGWDISENHSLSFQTFGAKDKRYP
VSVSGKKYYPNIVFGRVPNLIPAETFLVDYNDYQARIGWDISENHSLSFQTFGAKDKRYP

Fhkhkhkhkkhkkhkkkkhkkhhkhkhkhhkhdk hhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhhkhhhhkhhhkdkik

FKELSQYNPKETAQSFANPPSDADAARLDRIFRTDGIQHIWKPKSSITNTFNVSRNYFNE
FKELSQYNPKETAQSFANPPSDADAARLDRIFRTIDGIQHIWKPKSSITNTFNVSRNYFNE

e e s e e g e e g e e e o s e o ke e ke e e gk e o gk e ok g e e e e o e e ke e ok e e o e o o e o ke e e e e g e o o ke e e ke

VIENGLDMLVLDITKIGYPPSLYKRVQTIQNEYFNDLRQIENVSEVELLKRNWKIVEGGQ
VIENGLDMLVLDITKIGYPPSLYKRVQTIQNEYFNDLRQIENVSEVELLKRNWKIVEGGQ

hhkkkk ko k ke *

YREVDIGYKGKVSQIDLDPTYNFIHQQLLNSSDVKSVLEGDSVRTRQIGTFFENRFKFYD
YREVDIGYKGKVSQIDLDPTYNFIHQQLLNSSDVKSVLEGDSVRTRQIGTFFENRFKFYD

e e e e e e e e g e e e e e e e e e e ke e ke e o e e e g e o e e g e e gk e o ke e o e o e e o e o o e e o ke o o ke e e e

FNLNLGVRREYYDKSRE T =
FNLNLGVRREYYDKSREWKTAPRVAISKEIAYTQSRIFAGYGKHFQAPSDVSRYSARTGN

e e e e e e e e e e e g e ek ok

PNLKMEESEHAEIGWDQKIGNFWNIKIEGYONTFSNLSIADPYAMDPFSRNRDLMRESLD

PNADLSLVRRSNLNYSNSMIGYSRGVEVF IKKEASAESGLYGWISYTKSITKRNRNLPEL

TKQEYSSWLAESSAKDLIHQENTDYYYANFYRDGSYDVLFKNSKEELYDFDRTHMFNMVI

GWKFGEKAQIGLRGTYLINYAYTPVVGSKSITSEQFNSQLLPSAAPPPPSSSSSSSSSLF

SIYQPVYSDMLRSARLPHYHQFDLRFDRFIPTSWGRMIAYLELVNITGSRIAVSADTEVP

ldentidade
100%
99%

IFPFVPGANPETQYIYLNGLQSLRTEKNKIPYLNFGIEFRF 941

60
60

120
120

180
180

240
240

300
300

360
360

420
420

480
480

540
540

557
600

660

720

780

£40

900

Os aminoécidos sublinhados em azul indicam um dominio semelhante ao receptor TomB dependente.
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LIC13435

L.

L.
L.
L.

N il ol o | o ol o

o o B

i.Copenhageni
i.Lai

b.Hardjo JB197
b_Hardjo LSS0

.i.Copenhageni
.i.Lai
.b.Hardjo_JB197
.b_Hardjo_LS5S0

.1.Copenhageni
.i.Lai

.b.Hardjo_JB197
.b_Hardjo LSS0

.1.Copenhageni
.i.Lai
.b.Hardjo_JB197
.b_Hardjo_LSS0

MIYSKISFYGIITVFLEFGIFSVIQAQTLDONQYQKIKAVVIQTGHIEKETLVREVYAINS

MIYSKISFYGIITVFLFGIFSVIQAQTLDONQYQKIKAVVIQTGHIEKETLVREVYAINS
MMRKVKISFHSIIVAFLFGIPFGIQAQVLDQSQYQKIKAVVIQTGHIEKETLMREIYAINP
MMRKVKISFHSIIVAFLFGIPFGIQAQVLDQSQYQKIKAVVIQTGHIEKETLMREIYAINP

* e ﬁitt:.it'.ttitﬁ ﬁﬁtt.tit.ﬁtttﬁﬂttttilt.tttt*t:ﬁt:ittt.

NPQEYLIALTKDPDLRVYALSQINELIADFGGNSAINYLESTIANENAHPSIRSSAAFSY
NPQEYLIALTKDPDLRVYALSQINELIADFGGNSAINYLESTIANENAHPSIRSSAAFSY
NPQEYLVAIAKDPELRVYAISQLNELIADFGANSARDYLESTISNESTHPSIRNSAVFSY
NPQEYLVAIAKDPELRVYAISQLNELIADFGANSARDYLESTISNESTHPSIRNSAVESY

A AR S A R ERE AR AR R AR A2 AR B A A R A L R L R 220 L B L B 224
. e . . . . . . .. . .

GKTFYFSDRIRTENFLNRYSANDQIGVSIRNTLRGLRTGKINSIRFSERLKKENLNRIQN
GKTFYFSDRIRTENFLNRYSANDQIGVSIRNTLRGLRTGKINSIRFSERLKKENLNRIQN
GKTFYFSDRNHAENFLKRFSSHDRIGTFVQNTLKELRMGKISSIRFSEKLKKENMDRIKN
GKTFYFSDRNHAENFLKRFSSHDRIGTFVQNTLKELRMGKISSIRFSEKLKKENMDRIKN
o H :t'tt:t:t: :t:tt. - ttt.tttﬂtt:ttttﬁ: :tt:t
Identidade

100%

100%

71%

71%

A ]
.. .

190
190
193
193

KNLKKTDPSN---
KNLKKTDPSN---
GNLRMPDPSIKNP
GNLRMPDPSIKNP

LA -
. .

60
60
60
60

120
120
120
120

180
180
180
180




LUC11399

L.b.Hardjo_JB197
L.b.Hardo_LS50
L.i.Copenhageni
L.i.Lai

L.b.Hardjo_JB197
L.b.Hardo_ LS50
L.i.Copenhageni
L.i.Lai

b.Hardjo_JB197
.b.Hardo_LS550
.i.Copenhageni
.i.Lai

b.Hardjo_JB197
.b.Hardo_LS50
.i.Copenhageni
.i.Llai

b.Hardjo_JB197
.b.Hardo_L550
.1i.Copenhageni
.i.Lai

L.b.Hardjo_JB197
L.b.Hardo_LS550
L.i.Copenhageni
L.i.lai

b.Hardjo_JB197
.b.Hardo_LS550
.1i.Copenhageni
.i.Lai

MSN---IFKLONSIIIFGFSIFFIFISIIGTPISYGNLGSETDFIDFGRWITTPFSYSVS
MSN---IFKLONSIIIFGFSIFFIFISIIGTPISYGNLGSETDFIDFGRWITTPFSYSVS
MFDRLYFCKLEYLILLILFIISFASTSAVSAPIAYGNLGSEVDFIDFGRWITTPESYSVS

MFNRFYFCKLEYLILLILFIISFASTSAVSAPIAYGNLGSEVDFIDFGRWITTPFSYSVS

* o s k& koo * k ke kk o eckkohhhkhhhk dkkhkkkkhkkhkhkkhkhkk

SSFSSEYGGFNLFDSDSNTHWYSTNRSGSEWIIVDFGSKRLINGLEITVPLFRKERAAKK
SSFSSEYGGFNLFDSDSNTHWYSTNRSGSEWIIVDFGSKRLINGLEITVPLFRKERAAKK
SSFSAEYGGFNLFDSDPNTHWYSVNRSDSEWVIVDFGSKRLINGLEITVPIFKKERAVKK
SSFSAEYGGFNLFDSDPNTHWYSVNRSDSEWVIVDFGSKRLINGLEITVPIFKKERAVKK

Fhhkkokkkhhhhhhhd dhkkkkdk dhkdk khkkokhhhkhkhkhhkkhhkhkokokkkh *k

YEVQVLIRDDWRTIFVNQDVALENFHKLENLDASVLRIYFPDTTDRGVVISDLKLFLNQQ
YEVQVLIRDDWRTIFVNQDVALHNFHKLENLDASVLRIYFPDTTDRGVVISDLKLEFLNQQ
YEIQVLIRDDWRT ILTNONVELENFHKLGNIDASVLRIYFPDSTNREVVISDLKLFLNQK

YEIQVLIRDDWRTILTNQNVELHNFHKLGNIDASVLRIYFPDSTNREVVISDLKLFLNQK

Fkokkkhkkkhkhhy Kok KRkARkhk Ko kkkkAkhkkhhokoh Rkkkkkkkkkkk

LLNGIEPRLRGYTFPVPDGLIPSLDFQLPNAPRVYRNGVHKGIDI YKKKEPSGQIRNLNF
LLNGIEPRLRGYTFPVPDGLIPSLDFQLPNAPRVYRNGVHKGIDI YKKKEPSGQIRNLNF
LLNGIEPRLRGYSFPVPDGLISSFDSQLPNAPRT YRNGVHKGIDI YKKKELDGQIRNLNF
LLNGIEPRLRGYSFPVPDGLISSFDSQLPNAPRT YRNGVHKGIDIYKKKELDGQIRNLNF

Fkhkhhkhhhkhhkokhhhhhdkd dok dkdhdkhd dhkhkkhhhhhdhdkhddhdkd  hhdkkhhdkk

QDEAVSPADGVIVRADHSYFPMISADYEYHTSQSQKGTVI YVEKDFGGRQVWIDHGHGVM
QDEAVSPADGVIVRADHSYFPMISADYEYHTSQSQKGTVIYVEKDFGGRQVWIDHGHGVM
QDEIISPADGIVIRADHSYSPMTLSDYEYHITQSQKGTVIYVEKDFGGRQVWIDHGHGVM
QDEIISPADGIVIRADHSYSPMILSDYEYHITQSQKGTVIYVEKDFGGRQVWIDHGHGVM

dkk sckkkhkdkoookhhkhh hhkhk chhkkhhkohkhkhhkhhhkhhhkh ok khkkk ok kk kK

SSFNHLSSIRKNLKIGNKVKRGEVIGT IGNSGLMEEAKGITDNAHLHFEIWVDGEFFGNG
SSFNHLSSIRKNLKIGNKVKRGEVIGT IGNSGLMEEAKGITDNAHLHFEIWVDGEFFGNG
TSENHLSSIHKNIKVGEKVKOGESIGTVGNSGLLEEAKNI SDNIHLHFEIWVDGEFLGNG

TSFNHLSSIHKNIKVGEKVKQGESIGTVGNSGLLEEAKNISDNIHLHFEIWVDGEFLGNG

shkkkkkkkokk ok ok ok okk dkkodkhhhhohkdh hokdk hhkkhhdkkhhkdh  kkk

VAPVQVRKMLQFFFKRNGAD 377
VAPVQVRKMLQFFFKRNGAD 377
LPPAQVRKLLQFFFKRNGVD 380
LPPAQVRKLLQFFFKRNGVD 380

sk kkkkekkhkkkhkhkkk *
4 Bk . .

57
57
60
60

117
117
120
120

177
177
180
180

237
237
240
240

297
297
300
300

357
357
360
360

110

Os aminoécidos sublinhados em pontilhados azuis indicam o dominio semelhante aos fatores V e VI da cascata
de coagulacdo. Os aminoécidos sublinhados com linha continua azul indicam o dominio semelhante a
metaloprotease da familia M23.
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LUC10642
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.Hardjo-bovis_LSS50
.Hardjo-bovis_JB197
.Copenhageni

.Lai

.Hardjo-bovis_LS50
.Hardjo-bovis_JB197
.Copenhageni

.Lai

.Hardjo-bovis_LSS50
.Hardjo-bovis_JB197
.Copenhageni

.Lai

.Hardjo-bovis_LS550
.Hardjo-bovis_JB197
.Copenhageni

.Lai

.Hardjo-bovis_LS550
.Hardjo-bovis_JB197
.Copenhageni

.Lai

.Hardjo-bovis_LSS50
.Hardjo-bovis_JB197
.Copenhageni

.Lai

.Hardjo-bovis_LSS50
.Hardjo-bovis_JB197
.Copenhageni

.Lai

MKILNSNHFFKKFPGVSLMEIFCICLLLDPIWIFGDTLILKDGRKMGNVR
MKILNSNHFFKKFPGVSLMEIFCICLLLDPIWIFGDTLILKDGRKMGNVR
MPYRN----TQRIG--AFIIILCFHILPNSGTISADTIILKDGQTFENVK

MPYRN----IQRIG--AFIVILCFHILPNSGTISADTIILKDGQTFENVK

* * HER o Mk W e *  dekgdekdedks o dekg

TSLREDHVLVEDETGKVEKIDLTLVEKILVSEIKKPEGE-EKQKEHNNIK
TSLREDHVLVEDETGKVEKIDLTLVEKILVSEIKKPEGE-EKQKEHNNIK
TSLRQDHVLVQDEKGKIEKIDLTLVEKILVSEIKKSEVVQEEKKEYINIK
TSLRQDHVLVQDEKGKIEKIDLTLVEKILVSEIKKSEVVQEEKKEYINIK

Fkkkokkkhkokhk dhkshhhkhhkkhhhkkhhkkdkhdk * kookke k¥

KFYFSWNLSSWSTKVIEKMNFNRGYNITDLITGVIYIDPYIEKRYTVNTK
KFYFSWNLSSWSTKVIEKMNFNRGYNITDLITGVIYIDPYIEKRYTVNIK
KFYFSLNGSSWNTKVSEGINFNRGYSLTDVRINVVNIDPYFERRYTVNVR
KFYFSLNGSSWNTKVSEGINFNRGYSLTDVRINVVNIDPYFERRYTVNVR

Fhkkkk k hkk kkkek chkkkhhkk sk ok ke Fhkkkoekokkkkdk o
. . . .. . - « T ..

TTSENGEYR-YNLNLSFLFGIELNSYSFPDRKISPLVGILMNSNENSTPE
TTSFNGEYR-YNLNLSFLFGIELNSYSFPDRKISPLVGILMNSNFNSTPE
TLSLNGEYRPTKSNFGFSLGLEQNSYSFPDQRISPLIGMNTYIALNTIQE
TLSLNGEYRPTKSNFGFSLGLEQNSYSFPDQRISPLIGMNTYIALNTIQE

* kekkhkkk s ke ok ekek hhkkkkhke s hhkdke ke skek X
. . .. .« .. -l .

YQTLSSISINLFLFEGNFNFDKQGNDKFGIETLSLLPGMKYYFPLSESIF
YQTLSSISINLFLFEGNFNFDKQGNDKFGIETLSLLPGMKYYFPLSESIF
YQTLSSISLSSFLINQLDGKFIQSSGKFSIETLSLSPGVKYYIPISESFF
YQTLSSISLSSFLINQLDGKFIQSSGKFSIETLSLSPGVKYYIPISESFF

hkhkkhkhks  kk o bx JH L Rk kkkkkk hkshkkokakkkok

WFIQVGLGVGKSIESGVHSK--VQIVLEVGIGIQWELESYFFNIALQYRK
WEFIQVGLGVGKSIESGVHSK--VQIVLEVGIGIQWELESYFFNIALQYRK
WEVQGGFGFGKSYENGIYSKPLTQTVLLVGTGIQWESDLYFFNAALQFRK
WEVQGGFGFGKSYENGIYSKPLTQTVLLVGTGIQWESDLY FFNAALQFRK

Kk Kk ek kkk Kk kuakk  kkkkokkkkkkkk 1 kkkk kkkik#

ldentidade
TDLIGATQSYHFNEPIFMIGGGLKL 321 59%
TDLIGATQSYHFNEPIFMIGGGLKL 321 59%
TDLVGSVNSYHFQEPIFMIGIGFKL 319 100%
TDLVGSVNSYHFQEPIFMIGTGFKL 319 99%

Kk oky skkkkoikkkkkkk kokk

S0
S0
44
44

99
99
94
94

149
149
144
144

198
198
194
194

248
248
244
244

296
296
294
294
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LIC12558
L.b.Hardjo-bovis_JB197 =  -—---—- MNLNQTRNLKISIMNIIYIFIFCFSPFAMFSELQTKSTDQQKA 43
L.b.Hardjo-bovis_L550 - MNIIYIFIFCFSPFAMFSELQTKSTDQQKA 30
L.i.Copenhageni MIFLLSTSMINSIQSVNIFLRKMFYIFIFCIFPFAAFS--QTKNADKQEA 48
Liai = eeeeee- MFYIFIFCIFPFAAFS--QTKNADKQEA 26
sokkhkkkhks hhkk k¥ dkk okokaok
L.b.Hardjo-bovis_JB197 TPFIRINLETQTEQILPNQSTSVKAKE PQKRVDQKKGTIWSFQWGYNRDSY 93
L.b.Hardjo-bovis_LS550 TPFIRINLETQTEQILPNQSTSVKAKE PQKRVDQKKGTIWSFQWGYNRDSY £0
L.i.Copenhageni IPFAQINPETKID---=====~ LSSKQTPRRVDQRKGSWSFQWGYNRDSY €9
L.i.Lai IPFAQINPETKID-======== LSSKQTPRRVDQRKGSWSFQWGYNRDSY 67
* % :** **:*: :.:t:. :*i**:ﬁ*:************
L.b.Hardjo-bovis_JB197 TQSDINFHGPEYKFILKDVIAKDKPERFDPSVYLNPSIWEIPQYNFRLTY 143
L.b.Hardjo-bovis_L550 TQSDINFHGPEYKFTLKDVIAKDKPERFDPSVYLNPSIWEIPQYNFRLTY 130
L.i.Copenhageni TQSDISFHGPGYHFTLKDVVARDKPEKFNPSVYLNPSLWEIPQYNFRLTY 139
L.i.Lai TQSDISFHGPGYHFTLKDVVARDKPEKFNPSVYLNPSLWEIPQYNFRLTY 117
dkhkdk hkdkhk kokhkhhkokokhhhkokohhhhhhhkskhhhhhkhhkhk
L.b.Hardjo-bovis_JB197 YFIDKFFFAFGQDHEMKYVMSRGQAANIYGYIDPISIQKAHLRTSPESAVY 193
L.b.Hardjo-bovis_L550 YFIDKFFFAFGQDHEMKYVMSRGQAANIYGYIDPISIQKAHLRTSPESAVY 180
L.i.Copenhageni YFSDKFFIAFGQDAMKYVMSRGQAANIYGYIDPLVIQKAHLATSPESSVY 189
L.i.Lai YFSDKFFIAFGQDHMKYVMSRGQAANIYGYIDPLVIQKAHLATSPESSVY 167
*i:t*t*:i*i*i******i***i*iit***it: ok ko kR i**i*:ii
L.b.Hardjo-bovis_JB197 LYLFPDAYKKLEGYHNGETINITPDFLKFEHTDGLNFLYMDVGMIQPLLI 243
L.b.Hardjo-bovis_L550 LYLFPDAYKKLEGYHNGETINITPDFLKFEHTDGLNFLYMDVGMIQPLLI 230
L.i.Copenhageni LYLFPDAYKKWEGYHNGETVNITPDFLKFEHTDGLNFLYLDVGMIQPIWV 239
L.i.Lai LYLFPDAYKKWEGYHNGETVNITPDFLKFEHTDGLNFLYLDVGMIQPIWV 217
TRk ko kK *******i:i*t*tt**ttiii******:***i***: s
L.b.Hardjo-bovis_JB197 SSDGENALSFVASVGGGPIICRSDVRLFGEGKNNHFHISGYGVSGYVASR 293
L.b.Hardjo-bovis_LS550 SSDGENALSFVASVGGGPIICRSDVRLFGEGKNNHFHTSGYGVSGYVASR 280
L.i.Copenhageni SSNG-=====mmmm— e 243
L.i.Lai SSNGENALSFVSSIGGGPIVCRSDVRLFGEGKNNHFHISGYGVSGYVAAR 267
*ok ek
ldentidade
L.b.Hardjo-bovis_JB197 VDIYRLVFFELGAKGGYIDLSNIFTNGHSKDRASQNFGFLELVIFGGVNF 343 3%
L.b.Hardjo-bovis_L550 VDIYRLVFFELGAKGGYIDLSNIFINGHSKDRASQNFGFLELVIFGGVNE 330 73%
L.i.Copenhageni ——————————— e 100%
L.i.Lai ADIFRSVFFEFGGKGGYIDLPNIFINGHSKDRASQNFGFLELVIFGGVNF 317 90%
LUC10468
L.i.Copenhageni MYKFLKYSCILFLLLEVFGCFVSRKLIFIAQGKDTLPSYSGTLLQIQNEDRIVYAYFIRN 60
L.i.Lai MYKFLKYSCILFLLLEVFGCFVSRKLIFIAQGKDTILPSYSGTLLQIQNEDRIVYAYFIRN 60

L.i.Copenhageni
L.i.Lai

L.i.Copenhageni
L.i.Lai

L.i.Copenhageni
L.i.Lai

L.i.Copenhageni
L.i.Lai

e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e sk o o e e ke o e e e e e e o e o ok o e e o ke e e o o ok o e o e ke ke

SSRLAVVFHGQHGTLQSMSYLGAKLSQMGFSVLLVEYPGYGKAKRYSSSESNIYSDADAA 120
SSRLAVVFHGQHGTLQSMSYLGAKLSQMGFSVLLVEYPGYGKAKRYSSSESNIYSDADAA 120

s e e e e e e e s e e gk e ke e e e e gk ok ke ok ke e ke gk e ok o ok e o e o e e e e o o ok e o ke o o ok o e o g e e e e e ke ke

INFVQKNFSFSKQNTIAIGYSLGTGVAVEMARKNLVSKMILFAPYTSIPDVASYRYVPIL 180
INFVQKNFSFSKQNTIAIGYSLGTGVAVEMARKNLVSKMILFAPYTSIPDVASYRYVPIL 180

hhkkkhk ko h k&

PQILIWDRFNSISKSKDLILPVLIIHGKKDVAVPYYMGETLNKSFSNAKLITLFNANHSL 240

PQILIWDRFNSISKSKDLILPVLIIHGKKDVAVPYYMGETLNKSFSNAKLITLFNANHSL 240

IS A E R S S e R R R s R R R R R R R R R R R R RS E R R RS
ldentidade

FGSITETHWKLIRDFIQ 257 100%

FGSITETHWKLIRDFIQ 257 100%

o e e e e e e e e ke e e e e ke ke
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LIC10995
L.i.Copenhageni

L.b.Hardjo-bovis_LS550

L.i.Lai

L.i.Copenhageni

L.b.Hardjo-bovis_LSS50

L.i.lai

L.i.Copenhageni

L.b.Hardjo-bovis_LS50
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MKIQLGION---RFRKVGLTLCFLIFLFGVNSINASYAKEILTYDLIGRN
MKIGLGIQKVQSRFRRIVLVVSFLVFLSGVNSISAAYEREILTYNLVGRG
MKREWNQSSVRFMIRRIGIIFGVAIVLFVTQSISAAYERTVLTYEVIGRN

* % sk * skk hek o sk okk
. e Bt Ew Sas e aa .

FY-SLKTTYYTINVVHYKYVRDPGSPIIFKPRSVLFVHGFGDNSTLFEPL
YN-SLETTYYKIDVVHYR--KPSGGPIIINPKAVLLVHGFGDNSAFFEPL
FYKNNETINYRLNVIKYSLVQISPNPNLKN---VICIHGFGDNSTIYEPL
. ek % osodke o = o ks m ke skkkkkkdko o okkk
AKELILKGKAQNVYIMDLPGHGASTMAPGTSEYPANYSQLSVINYADALR
AKELINQGKAAHVYIMDLPGHGASTMIRGTASVPANVSQLSVGNYGDALR
AKELINKGKARNVYILDLPGHGNSTVIQGSASLPKYASDLTLTHYSDALR

dhkkkk okkk skkkokhkhhkhkk kkse koo K Kaokoos ok dhkkk

ALLGRMISTEGKKIQTIVGHSTGGLVIQTIQDLFHRN--GGNLLSSFGIE
ALLSQMVDTEKRKITTIVGHSIGGLVIQMIQSKYRNE--NSSLLDAFGIE
ALLSQMIVIEGKKIHTIVGHSLGGIVIQLVONQLVTRGWGGNLLASFGIE

hkdk ok kk skk hkkhkkk kkokkk ok . e Xk skdkkk

NTILLGSDIPSPLPWYGGDAPMSDPNSAKSFVWNFRILKILGSLPDPPYA
NIILIASDIPSALPWFGGDAPMSDPNSAKGFVWNFKTERVVEIQPFPPQV
NTILIASDIPSPLPWYPGDTDMNDPNSAKSLVWNFKVQKIVDSSPLYPYL

dhkkke hkhhkhk hkke hke Kk hhkkhhkk chkhko . * *
.. . . . . . . .

EFGWEVKTPDDFYINTKYAVNGVPVIGAPTTEQLKTMSDLEPYVAAANIV
IMGLFVETPDDFYINTKFAVNGVPVIGAPTPAQLEIMINLEPYKAARNIV
IFGYFVESPNDFFIGTKYSVNGVPVSGAPTASEIPLMNNLEPYPAGANVV

sk ks ekekkok ks ehhhkhhk e khkk o sl W NN aw
. .. o .. . . .. . .

GLDYTAQTTDAVPRISVAQNLWNGFNLKVVWMDKDVEFFSQSETQGLAQYL
GLDPSGQTTNAVSRLSVSPNIWNGFNLKVVWLEKGVEFFSQSETQGLAQYL

GLDPSGETTESRPRLSVIQNIWNGFNLKVVWLDKDPFFSQSELQGLAQYL
Kk 2 skka:  kakk: kokkhkkkkhhkeok  KRkkkhkk Rkkhkhkhkh
Identidade

KEGLNAITISDPEATHNSPFSKPSLFLSLF 374 100%
KIGLNAITISDPEAVHGAPFSKPSLFLSLF 375 68%
KAGLDVITISDAEAVHGTPYSKPSLLVPLF 377 59%

* kks kdkkkk kk k okskkhkkkaso k¥
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-YKGEVRGEKIGTTNIKAALGNVSSPIVALSVIEAELVSIQVSPYVSVIP
-YKGEVRGEKIGTTNIKAALGNVSSPIVALSVIEAELVSIQVSPYVSVIP
--QGNAYGARTGTTDIKATFGKVSSPVSTLSVIARKLVEIQITPARASKA
QXQQQAXQIGTGTVNIKATLGNVSSQVSKLSVTAAELTEIVLHEIﬁﬁﬂKA

ke * hk okkkaokokkk o khkkk kok %k *
atas . . H

KGITKNFKATGTFIDYSTQDITEQVIWKSSDIEIISIENAAGNKGLAHML
KGITKNFKATGTFIDYSTQDITEQVIWKSSDTEIISIENAAGNKGLAHML
KGLTERFKATGIFTDNSNSDITNQVIWNSSNIDIAEIKNTISGSKGITNIL
KGLTENFKATGVFTDNSTKDITDOVIWKSSNAAYAKT SNATGSKGVVNAL

fkole Wbk RhW % LR RS S R S = Kewk Wls s’ @&
< .. . . .. B, LU I ‘e

KQGDSYITATLGSISSSPELAMVVSPTIVSVAVIPSNPSVVKGLTCQFKA
KQGDSYITATLGSISSSPELAMVASPTIVSVAVIPSNPSVVKGLICQFKA
TPGSSEISAALGSIKSSKVILKVIPAQLISIAVIPINPSVAKGLIRQFKA
WQVT PARIASIEVIPNNFFLIKGLSHPFKA

* k kokakkkk o s k3 kkk s kk * ok k
. e . DI .

TATYTDNSTADITSMVSWSSSNSNKALVGNDILSGGLVIAVATGSANITA
TATYIDNSTADITSMVSWSSSNSNKALVGNDILSGGLVIAVATGSANITA
TGTYTDHSVQDVIALATWSSSNPGKAMVNN---VIGSVITVATGNINIKA
IGIYTDNTKTDITKQVSWSSSDPNVASIDNTFSLAGSATAIDDGKINITA

L 2 * ek skdkk . . W * koo % oWl W
. .. . . . .. « e . .

RY-ENLSGSSAVNVIPATLTSIEVIPVFPSVAKGLTEQFTATGIYSDKST
RY-ENLSGSSAVNVIPATLTSIEVIPVFPSVAKGLTEQFTATGIYSDKST
TI-DSISGSSVLNVIPALLTSIEITPTINSITHGLTKQFKATGIFSDKST
TLSDSMSASTTLYVISAVLIDIEVKPSIFVLSEGLTLQLTATGIYSDHST

s -al Ke. s W -N W ke * o se hkk e hhkkkehkekk
ses a0 en . . .. . ‘e .. . .

QDLIQVVIWISSDSSRVAIENTAGKKGLALASTLGSSNIRATYNSIQSSP
QDLTQVVIWISSDSSRVAIENTAGKKGLALASTLGSSNIRATYNSIQSSP
QNLTQLVIWISSDPSKIEIENTSGKKGIATASKLGSSNIKAVYKFVQSSP
MTWVQWMMMR

shkkok Kk kk ko kkkkshkkkk * sk kee k Nk eek
« e . T ataa e

ISMIVIEAKLVSITVSPEFTSKALGLTQQFKAKGIFTDGSERDITNLVIW
ISMIVIEAKLVSITVSPEFTSKALGLTQQFKAKGIFTDGSERDITNLVIW
IPITVIDLKLKSITISPSSSSIAKGLTQQFKAIGTFIDGSEQEITNLVIW
AWIFVNDEKLVNITISSSQVLTDKGSAQOFKATIGTFQGGSQLDLTDLVIW

B e ke % codieddok &R khke sekedkhRR
. . . = 2 . . & en e

FSSEPLVADAINADENRGLAVSHSIGSTEIHAYYDSVESNSVNFKVISSE
FSSEPLVADAINADENRGLAVSHSIGSTEIHAYYDSVESNSVNFKVISSE
YSSKSDVAPINNAANAKGLATALSIGSSNISAIYNSISSNKINFNVSAAT
KSSDSKVVSTSNSNDDRGLTTALSVGSSKISAIYGSIHSDSIDFEVIPEI

e . %o o shdks o dodkosoh ¥ Kk ke e sodkaks
LVSIEISPENGDLIKGLNQQYTAFGVYSDGSLQDISNSVIWYSSNISSVS
LVSIEISPENGDLIKGLNQQYTAFGVYSDGSLQDISNSVIWYSSNISSVS
LDSIKINPVNNNIAKGLTIQQYTALGVYSDSTIQDISDSVIWSSSNSSSIS

ISNAVGSKGKATALQVGTSKITATYRSVSGITDLNVSARILSSIVVSPTK
ISNAVGSKGKATALQVGT SKITATYRSVSGTITDLNVSAAILSSIVVSPTK
ISNSTETKGKATALQIGKSKITATYNSISENIDITVSAATLSSISISPIN

49
49
48
S0

99
99
98
100

149
149
148
150

199
199
195
200

248
248
244
250

298
298
294
300

348
348
344
350

398
398
394
400

448
448
444
408

498
498
494

Identidade
49%
49%
54%

100%

Os aminoécidos sublinhados em azul indicam dominios semelhantes a regido repetitiva da familia Lig.
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LytM

1 MKKLTAAAIATMGFATFTMAHQADAAETTNTQQAHTQMSTQSQDVSYG 48

49 TYYTIDSNGDYHHTPDGNWNQAMFDNKEYSYTFVDAQGHKHYFYNCYP 96
97 KNANANGSGQTYVNQATAGDNNDYTASQSQQHINQYGYQSNVGPDASY 144
145 YSHSNNNQAYNSHNGNGKVNYPNGTSNQNGGSASKATASGHAKDASWL 192

193 TSRKQLQPYGQYHGGGAHYGVDYAMPENSPVYSLTDGTVVQAGWSNYG 240

241 GGNQVTIKEANSNNYQWYMHNNRLTVSAGDKVKAGDQIAYSGSTGNST 288

289 APHVHFQRMSGGIGNQYAVDPTSYLQSR*® 318

Os aminocidos sublinhados em azul indicam o dominio semelhante a metaloprotease da familia M23.
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Anexo B

Manuscrito: Failure of LIC13435 Protein of Leptospira interrogans Serovar Copenhageni to
Confer Protection in Immunized Hamsters



