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RESUMO
PEREIRA, P. R. M. Caracterizacdo imunogénica e funcional de duas lipoproteinas
preditas de Leptospira interrogans expressas em Escherichia coli. 2016. 96 f. Dissertagdo
(Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2016.

A leptospirose ¢ uma zoonose de importancia global e a maior causa de perdas economicas no
agronegocio, com aproximadamente 1 milhdo de casos por ano em todo o mundo. Em areas
urbanas, os roedores desempenham o papel de principais reservatorios da doenca por
possibilitarem a colonizagdo das leptospiras nos tibulos renais proximais e as excretarem vivas
na urina. Nao ha vacina eficaz at¢ o momento. A identificacdo de proteinas da membrana
externa conservadas entre cepas patogénicas € o principal alvo de pesquisa para elucidar os
mecanismos de patogenicidade. Estas proteinas, provavelmente, estdo envolvidas na interagdo
das leptospiras com o ambiente externo, podendo também servir de alvo para o sistema imune
do hospedeiro. Dentre estas, a classe das lipoproteinas ¢ uma das mais importantes, sendo de
grande interesse para o desenvolvimento de novas vacinas e diagnostico. O projeto propde: a
clonagem e expressdo de duas lipoproteinas preditas, identificadas por bioinformatica no
genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni, empregando Escherichia coli como sistema
hospedeiro de expressdo; a caracterizacdo das estruturas por dicroismo circular; a avaliacao da
conservagdo das proteinas nativas nas diferentes espécies e sorovares de Leptospira spp.; a
determinacdo da localizag@o das proteinas nativas na bactéria; a caracterizacao da interagdo das
proteinas recombinantes com componentes do tecido e plasma do hospedeiro. Os genes foram
amplificados sem o peptideo sinal e as proteinas recombinantes foram expressas nas cepas de
E. coli, na forma de corpisculo de inclusdo. Apos renaturagdo e purificacdo, as analises de
dicroismo circular mostraram que as proteinas possuem estrutura secundaria. As proteinas
codificadas pelos genes mostraram-se conservados nas espécies patogé€nicas e ausente na
saprofitica. A proteina do gene LIC13059 foi avaliada como de membrana externa assim como
o dimero da LIC10879 no ensaio de proteinase K. As proteinas recombinantes foram
reconhecidas por soro de individuos infectados, sugerindo a expressao delas durante a infecgao.
Mostraram intera¢do com plasminogénio, fibrinogénio e laminina. Devido a ligag@o a laminina
ser dose-dependente e saturavel, a rLIC13059 e rLIC10879 foram nomeadas [.sa25.6 ¢ Lsal6
(Leptospiral Surface Adhesin, seguido de suas respectivas massas moleculares em kDa). A
interacdo Lsa25.6-fibrinogénio foi capaz de inibir em aproximadamente 80% a formacao de
coagulo de fibrina. Somente a Lsal6 apresentou interacdo com a e-caderina, um receptor de
celular de mamiferos. Esses resultados indicam que estas proteinas podem estar envolvidas no
processo de colonizacdo e invasdo do hospedeiro pela leptospira. A interagdo da proteina
Lsa25.6 com o fibrinogénio ¢ a subsequente inibicdo do coagulo de fibrina pode sugerir o
envolvimento da proteina em focos hemorragicos associado a leptospirose severa. Ja a alta
afinidade pelo plasminogénio, tanto purificado como recrutado do soro humano, mostrou-se
capaz de ligar esse componente ¢ ajudar a leptospira se tornar um organismo proteolitico,
evadindo o sistema imunologico e atingindo sitios secundarios de colonizagao.

Palavras-chave: Leptospira. Leptospirose. Lipoproteinas. Proteina recombinante.



ABSTRACT

PEREIRA, P. R. M. Immunogenic and functional characterization of two probable
lipoproteins of Leptospira interrogans expressed in Escherichia coli. 2016. 96 p. Master
thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2016.

Leptospirosis is the most widespread zoonosis and also a major cause of economic loss in
animal production worldwide. It has been considered a major emerging infectious disease in
the last ten years and it is included in the list of Neglected Tropical Diseases, according to the
World Health Organization, with approximately 1 million cases per year worldwide. In urban
areas, rodents are the main reservoirs of the disease; leptospires colonize the proximal renal
tubules and are excreted live in urine. To date, there is no effective vaccine. The identification
of outer membrane proteins, conserved among pathogenic strains, is the main focus of research
to elucidate the mechanisms of pathogenicity. These proteins probably mediate the interaction
of leptospires with the external environment, and can also serve as targets for the host immune
system. The study of surface antigens, not yet described in Leptospira interrogans literature, is
intriguing and may indicate an unprecedented knowledge in the initial pathogen-host
interactions. It also represents new alternatives in the search for prophylactic or serodiagnosis
candidates. The project proposed: cloning and expression of two predicted lipoproteins,
encoding by the LIC13059 and LIC10879 genes, identified by bioinformatics the genome
sequences of L. interrogans serovar Copenhageni; Structural characterization by circular
dichroism; evaluation of the presence and conservation of the native proteins in different
species and serovars of Leptospira spp.; determining the location of the native proteins in
bacteria; characterization of the recombinant proteins interacting with tissue and plasma
components of the host. The genes were amplified without the signal peptide and the
recombinant proteins were expressed in Escherichia coli, in insoluble form, as inclusion bodies.
After refolding and purification, circular dichroism analysis showed that the proteins have
secondary structure. The proteins encoded by the genes are shown to be conserved in the
pathogenic strains and absent in saprophytic one. The LIC13059 protein was assessed as surface
exposed as well as the dimer form of LIC10879 in the assay of proteinase K. The two
recombinant proteins were recognized by confirmed humam leptospirosis serum samples,
suggesting that they are expressed during the infection. Recombinant proteins interact with
plasminogen, fibrinogen and laminin. Because of the bind with laminin in a dose-dependent
and saturable manner, the rLIC13059 and rLIC10879 were named Lsa25.6 and Lsal6
(Leptospiral Surface Adhesin, followed by their respective molecular masses), respectively. In
addition, the protein Lsal6 interacted with e-cadherin, a mammalian cell receptor. These two
recombinant proteins are able to recruit plasminogen from the normal human serum. The
plasminogen captured by both recombinant proteins could be converted into plasmin, a
mechanism that could help bacterial penetration in the host. Both proteins interacted with
fibrinogen but only Lsa25.6 was capable of inhibiting the formation of fibrin clot. Our data
suggest that these novel proteins may participate in Leptospira-host interactions and
pathogenesis.

Keywords: Leptospira. Leptospirosis. Lipoproteins. Recombinant proteins.
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1 INTRODUCAO

1.1 O Género Leptospira

O género Leptospira pertence a familia Leptospiracea e a ordem Spirochaetales. Sao
bactérias Gram-negativas, com membrana celular dupla e presenca de lipopolissacarideos
(JACKSON et al., 1993), no entanto apresentam uma caracteristica de bactéria Gram-positiva,
a qual a membrana plasmatica apresenta forte associagdo com a parede celular, composta de
peptideoglicanos. Apresentam formato alongado e espiralado de 6 até 20 um de comprimento
e 0,1 um de diametro. A visualizagdo das leptospiras se da por microscopia de campo escuro
ou contraste de fase, dificilmente sdo coradas pela técnica de Gram e podem ser impregnadas

por prata pelo método de Fontana-Tribondeau (FAINE et al., 1999).

Figura 1 — Leptospiras no ambiente e no hospedeiro. (A) Leptospiras sdo bactérias finas e helicoidais. (B)
Micrografia eletronica de varredura de biofilme de L. interrogans sobre superficie de vidro. (C)
Micrografia eletronica de varredura de L. interrogans aderindo a monocamadas de células renais
caninas Madin-Darby polarizadas. (D) Microfotografia de uma secgéo corada por Warthin-Starry de
tecido renal de um rato de esgoto capturado (Rattus norvegicus). As leptospiras sdo vistas como
estruturas filamentosas impregnadas de prata no interior do lamen do tabulo renal proximal (aumento
de 400x).

Fonte: (Ko; Goarant; Picardeau, 2009).

Essas bactérias contém dois flagelos periplasmaticos, os quais conferem forma e

mobilidade relevante (PICARDEAU et al., 2008). Essa mobilidade esta associada a fator de
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viruléncia, visto que bactérias recém isoladas possuem uma maior mobilidade quando
comparadas com bactérias mantidas in vitro (JACKSON et al., 1993). Sao bactérias aerobias
obrigatorias com crescimento lento tanto em meio de cultura solido quanto liquido, com tempo
de geracao variando entre 28 °C e 30 °C e entre pH 7,2 e 7,6 em meio suplementado com acidos
graxos de cadeia longa, vitaminas B1 ¢ B12 e sais de amo6nio (FAINE et al., 1999; LEVETT,
2001). O meio de cultura mais utilizado para cultivo in vitro ¢ o Ellinghausen-McCullough/
Johnson-Haris (EMJH) com albumina sérica bovina como detoxificante e acido oleico
complexado a polissorbato como fonte de carbono. Apesar de apresentar em seu genoma genes
completos do metabolismo do glicerol e da via glicolitica (NASCIMENTO et al., 2004a), as
leptospiras realizam -oxidagdo para a metaboliza¢do dos acidos graxos de cadeia longa que
sao a unica fonte de carbono (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

Assim essas bactérias conseguem sobreviver em solos umidos, lamas, pantanos,
corregos e rios por longos periodos, principalmente quando o pH ¢ ligeiramente alcalino, nao
resistindo a ambientes secos. Podem sobreviver em agua destilada durante 110 dias, porém,
quando incubadas em solucdes viscosas (agarose) o tempo de vida da leptospira aumentou mais
de trés vezes. A sobrevivéncia de leptospiras foi afectada mesmo uma concentracao baixa de
NaCl (0,13%) (TRUEBA et al., 2004). Verificou-se que ambas as espécies saprofiticas e
patogenicas de Leptospira formam biofilmes associados a superficie em culturas estacionarias

(RISTOW et al., 2007).

1.2 Taxonomia e classificacao

Pertencem as espiroquetas, um grupo primitivo de bactérias (PASTER et al., 1991),
no qual sdo encontrados tanto géneros de vida exclusivamente livre (ex. Spirochaeta), como
géneros exclusivamente dependentes de hospedeiros (ex. Borrelia) (PASTER; DEWHIRST,
2000). Trata-se do unico género patogénico de espiroquetas que também € capaz de sobreviver
no meio ambiente, fora do hospedeiro (VINETZ, 2001).

Leptospira, diferentemente de outros patégenos espiroquetas, produzem LPS, o que ¢
fundamental para a taxonomia do género, estd envolvido com a adaptagd@o no hospedeiro e
também ¢ o alvo de anticorpos de diagndstico. Os LPSs sd@o complexas moléculas anfipaticas
compostas por trés componentes distintos ligados covalentemente, sendo eles: o lipideo A, que
¢ a parte hidrofobica incorporada na membrana externa; uma parte central (MORIEL et al.,
2010), que liga o antigeno O ao lipideo A; e polissacarideo O ou antigeno O, que se estende a

partir da superficie da célula para o ambiente externo (PATRA et al., 2015).
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Figura 2 — Classificacio taxondomica de espiroquetas de importincia médica.
Fonte: Modificado de (Schroder et al., 2008).

O género pode ser classificado de forma genética, pela hibridizagdo do DNA, e de
forma sorologica, baseada na resposta imunoldgica heterogénea para os diversos LPSs
presentes na membrana da bactéria.

Na classificacdo genética, atualmente, sdo conhecidas 22 espécies, sendo 9
patogénicas (L. interrogans, L. kirschneri, L. borgpetersenii, L. santarosai, L. noguchi, L.
weilii, L. alexanderi, L. kmetyi e L. alstoni), 7 saprofiticas de vida livre (L. biflexa, L.
yanagawae, L. wolbachii, L. vanthielii, L. terpstrae, L. meyer e L. idonii) e 5 intermediarias (L.
inadai, L. broomii, L. fainei, L. wolffii e L. licerasiae) , cuja patogenicidade ainda ¢
indeterminada (FOUTS et al., 2016; MOREY et al., 2006).

Na classificag@o sorologica, a diversidade dos sorovares é devido a heterogeneidade
de carboidratos que compdem a cadeia lateral dos (JACKSON et al., 1993) da membrana
bacteriana. Pelo teste de absor¢do de aglutinagdo cruzada (CAAT — cross agglutination
absorption test) as espécies sdo subagrupadas em mais de 250 sorovares distribuidos em 25

sorogrupos (CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009; EVANGELISTA; COBURN, 2010).

1.3 A doenca: leptospirose

A leptospirose representa um problema de satde publica mundial, que afeta

principalmente paises em desenvolvimento, da regido tropical, com 73% dos casos mundiais.
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E estimado 1,03 milhdo de casos por ano no mundo, o que coloca esta zoonose como uma das
principais causas de morbidade e mortalidade (COSTA et al., 2015). A doenga esta incluida
na lista das Doencas Tropicais Negligenciadas

(http://www.who.int/zoonoses/diseases/leptospirosis/en/index.html) segundo a Organizacdo

Mundial da Satde, que recomenda estratégias de adverténcia, prevencdo e controle da
leptospirose.

Nas grandes areas urbanas, os roedores, em particular a espécie Rattus norvegicus,
desempenham o papel de principais reservatorios da doenga por permitirem a colonizagdo das
leptospiras nos tibulos renais proximais. Uma vez que as leptospiras obtém acesso ao limen
tubular renal, colonizam a borda em escova do epitélio tubular proximal renal, a partir do qual
o derramamento urinario pode persistir por longos periodos de tempo sem efeitos adversos
significativos no hospedeiro reservatorio. Por esta razao, a infeccdo do hospedeiro reservatorio
pode ser considerada uma relagdo comensal (HAAKE; LEVETT, 2015).

As portas de entrada da bactéria incluem cortes e abrasdes ou membranas mucosas,
tais como as superficies conjuntival, oral ou genital. A infeccdo humana ocorre por meio de
contato direto com a urina de animais infectados ou indiretamente por meio da interagdo com
um ambiente contaminado com urina (BHARTI et al., 2003; DUPOUEY etal., 2013; LEVETT,
2001).

As exposigdes recreativas incluem todos os esportes aquaticos de dgua doce, como
exemplo, canoagem, caiaque, rafting. A importancia deste tipo de exposi¢gdo aumentou ao longo
dos ultimos 20 anos como a popularidade de esportes de aventura e corridas aumentou, e
também porque o custo relativo de viagens para destinos exdticos tem diminuido (LAU et al.,
2012). No entanto, a falta de saneamento adequado e moradias pobres combinam-se para
exacerbar o risco de exposi¢do a leptospiras em comunidades rurais ¢ urbanas de favelas
(BHARTI et al., 2003; FELZEMBURGH et al., 2014) e sdo, de longe, as exposi¢des mais
importantes, afetando milhdes de pessoas que vivem em regides tropicais.

E considerada uma doenga infecciosa febril cujas manifestagdes clinicas podem variar
desde quadros assintomaticos, leves e de evolucdo benigna a formas mais graves (BRASIL,
2009). A fase inicial ¢ caracterizada por febre, calafrios, dor de cabeca e muscular, podendo
evoluir para uma condi¢do mais severa, conhecida como sindrome de Weil, caracterizada por
hemorragia, faléncia renal e ictericia, a qual ocorre em 5-15% dos casos, com taxas de
mortalidade de 5-40%. Muitas vezes, os sintomas iniciais sdo confundidos com os de outras
doencas, como gripe e dengue. Dessa forma o tratamento adequado ¢ postergado devido ao

diagnostico atrasado, podendo levar a 6bito (FAINE et al., 1999).
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Leptospirose representa um problema econdmico para o Sistema de Saude Publica,
pois o tratamento requer hospitalizacdo, em alguns casos dialise renal. Esta situagdo piora com
a associagdo de leptospirose com Sindrome Pulmonar Hemorragica (LPHS), aumentado para
50% a mortalidade destes pacientes (MACIEL et al., 2008; NICODEMO et al., 1997;
PANAPHUT; DOMRONGKITCHAIPORN; THINKAMROP, 2002).

1.4 Leptospirose no Brasil

A leptospirose ¢ um importante problema de satide publica no Brasil, e em outros paises
tropicais em desenvolvimento, devido a incidéncia nas populagdes que vivem em aglomeracoes
urbanas, sem infraestrutura sanitaria adequada ¢ sem o devido controle da populagdo de
roedores. Esses fatores, associados as estacdes chuvosas e as inundagdes, agravam a
disseminagdo e a persisténcia da leptospira no ambiente, predispondo o contato do homem com
aguas contaminadas e facilitam a ocorréncia de surtos (BRASIL, 2009). E considerada também
uma doencga ocupacional, pois atinge trabalhadores de servigos de dgua e esgotos, canaviais,
arrozais, bebedouros, tratadores de animais, veterinarios, entre outros (SAKATA et al., 1992).

Foi relatada ao SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo —
Ministério da Satde) uma média de 3750 casos por ano no periodo de 2000 a 2015, com um
total de 360 mortes anuais. No entanto, o nimero de casos de leptospirose ¢ sempre
subestimado, uma vez que a leptospirose ¢ constantemente confundida com outras doengas
(devida a profusdo de sintomas inespecificos) e que somente os casos mais graves exigem
hospitalizacdo (BHARTI et al., 2003).

No Brasil, L. interrogans sorogrupo Icterohaecmorrhagiae  sorovares
Icterohaemorrhagiae e Copenhageni sdo as principais causas de leptospirose urbana e tém sido
amplamente estudados (MCBRIDE et al., 2005), enquanto a leptospirose rural e os sorovares
associados tém sido largamente negligenciados. Da Cunha et al., (2016) relataram o primeiro
caso de leptospirose humana e animal causada pelo sorogrupo Pomona sorovar Mozdok de L.
kirschneri no hemisfério sul, tornando-se um dos sorovares prevalentes, causando doengas em
humanos e animais no sul do Brasil e possivelmente em outras partes do mundo com condigoes
ambientais semelhantes. Esse sorovar Mozdok é prevalente na Croacia, em roedores selvagens,
embora o sorovar Mozdok ndo tenha sido implicado em nenhum caso humano, ¢ um agente

causador da leptospirose canina na Europa (STRITOF MAJETIC et al., 2014).
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1.5 Diagnéstico e tratamento

Existem exames bacteriologicos e soroldgicos direcionados para o diagnostico da
leptospirose, porém nenhum deles permite que a doenca seja diagnosticada de maneira facil e
rapida, logo no inicio da infecg@o. A infecg@o por leptospira pode ser dividida em dois estagios.
O primeiro estagio, fase aguda, ¢ caracterizado por septicemia, a qual dura de 3 a 10 dias, com
dores de cabega e mialgia. O segundo estagio, estagio imune, geralmente ocorre durante a
segunda semana, depois do inicio dos sintomas, ¢ dura de 4 a 30 dias. Durante este estagio, o
aumento do titulo de anticorpo ¢é correlacionado com a eliminagdo das leptospiras do sangue
(PICARDEAU, 2013).

Os pacientes apresentam inicio subito de febre, calafrios e dor de cabeca. Estes sinais e
sintomas s3o inespecificos e também ocorrem com outras causas de sindrome febril aguda que,
dependendo do cenario, também pode ser causada por gripe, dengue ou malaria. A dor de
cabega ¢ frequentemente grave e¢ tem sido descrita como uma dor de cabeca latejante
bitemporal, acompanhada de dor retro-orbital e fotofobia (HAAKE; LEVETT, 2015). Portanto,
pelos sintomas serem inespecificos o diagndstico clinico ¢ dificil de ser obtido.

Assim a deteccdo precoce e tratamento dependem de fatores epidemiologicos, sintomas
e testes laboratoriais. Uma grande variedade de testes para esta doenca tem sido descrita,
incluindo demonstracdo microscopica, diagnostico molecular, isolamento e identificacdo de
leptospiras, bem como diagndstico soroldgico, como o teste de aglutinacdo microscopica
(MAT) (EDWARDS; LEVETT, 2004).

O MAT foi desenvolvido ha quase 100 anos, no Instituto Pasteur, e continua sendo
considerado pela OMS o teste “padrdo ouro” para o diagnostico da leptosiprose (PICARDEAU,
2013). Entretanto, este diagnostico ndo ¢ capaz de detectar a doencga em sua fase inicial, pois
busca a presenga de anticorpos contra LPS de Leptospira spp., principalmente do tipo IgG, os
quais sdo gerados em 7 — 10 dias apos a exposicdo com o patégeno (LANGSTON; HEUTER,
2003). Além disso, o teste ndo discrimina se os anticorpos produzidos sdo decorrentes de uma
infeccdo ou de vacinagdo. Neste teste, soros dos pacientes sdo colocados para reagir com
suspensdes de antigenos vivos de diferentes sorovares. Apos incubagdo, as misturas de soro /
antigeno sdo examinadas por microscopia de campo escuro para verificar a aglutinagcdo e
determinar os titulos que sdo considerados como a maior dilui¢do do soro em que 50% das
bactérias se encontram aglutinadas, quando comparado com o controle negativo
(PICARDEAU, 2013). A necessidade de manter culturas vivas em laboratoérios faz com que a

relizagdo do MAT seja restrita aos laboratorios de referéncia. A gama de antigenos utilizados
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deve incluir sorovares representativos de todos os sorogrupos (ADLER; CHAPPEL; FAINE,
1982; TURNER, 1968) ¢ sorovares localmente comuns.

O teste de absorcdo de aglutinina cruzada (CAAT), o método reconhecido de
identificacdo de isolados leptospiraricos baseado na relagdo antigénica, fornece a identificacdo
definitiva do sorovar infectante e ¢ uma técnica importante para o estudo de surtos e
epidemiologia. No entanto, este método requer a utilizacdo de soros hiperimunes produzidos
em coelhos para realizar o teste. Este método € moroso e leva 6-10 semanas antes de um titulo
hiperimune adequado ser alcangado. O CAAT ¢ diferente do teste de aglutinagdo microscopica
(MAT) que ¢ a ferramenta de diagnostico sorologico para identificar casos da doenca em seres
humanos e animais (ADLER, 2015). Segundo BLANCO et al., (2016), o MAT tem sido bom
para predizer o sorogrupo, entretanto, deve ser utilizado apenas para dar uma idéia dos
sorogrupos comuns presentes em uma populagdo. A técnica de escolha para isolamento e
identificacdo do sorovar, na regido de Sao Paulo, tem sido a CAAT.

A detecgdo de IgM por ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) € outro método
diagnostico, também reconhecido pela OMS. A especificidade ¢ afetada pelo antigeno utilizado
no ensaio, pela presenca de anticorpos devido a exposicdo prévia (em regidoes endémicas) e pela
presenga de outras doencas (BAJANI et al., 2003). A deteccdo de IgM tem sido repetidamente
mostrada como sendo mais sensivel do que MAT quando a amostra ¢ tomada no inicio da fase
aguda da doenga (CUMBERLAND; EVERARD; LEVETT, 1999; GORIS; HARTSKEERL,
2014; WINSLOW et al., 1997). Existem varios kits comerciais disponiveis no mercado e
também podem ser preparados no proprio laboratério a partir de culturas de leptospira (espécie
ndo patogénicas) (HAAKE; LEVETT, 2015).

Trata-se de um teste genérico, pois ndo permite detectar o sorogrupo da leptospira
infectante, entretanto permite diferenciar se os anticorpos detectados pelo MAT sdo de uma
infeccdo corrente ou de uma imunizacdo ativa prévia. No entanto, existem limitagdes
significativas para o diagndstico precoce utilizando qualquer teste soroldgico (GORIS et al.,
2011; SIGNORINTI et al., 2013) e o teste de uma segunda amostra ¢ obrigatorio. Além disso,
foi recomendada a confirmagdo de resultados de testes diagndsticos rapidos por um teste de
referéncia (GORIS et al., 2013).

Também tem sido utilizado como método diagndstico para leptospirose, a PCR (Reagdo
em Cadeia da Polimerase). Neste método, o DNA do patdgeno ¢ amplificado a partir de soro,
urina, humor aquoso, liquido cefalorraquidiano e varios 6rgdos pds-mortem (EDWARDS;
LEVETT, 2004). Os ensaios de PCR em tempo real t€m sido utilizados para quantificar a carga
bacteriana na leptospirose (AGAMPODI et al., 2012). Os ensaios desenvolvidos para utilizagdo
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diagnostica podem ser divididos em duas grandes categorias, sendo: a que visam genes de
manutenc¢ao, tais como 115, gyrB ou secY; e que visam genes especificos de patdgenos tais como
LipL32 ou Lig (AHMED et al., 2012).

A limitagdo da PCR como diagnodstico estd no fato da inabilidade de se detectar o
sorovar. Embora isso ndo seja significativo para o tratamento individual de pacientes, a
identidade do sorovar tem valor epidemioldgico e de satde publica (HAAKE; LEVETT, 2015).

Ap0s o diagndstico segue o tratamento. O inicio precoce da terapia antimicrobiana pode
impedir alguns pacientes de progredir para uma doenca mais grave. A terapia para pacientes
com leptospirose, grave o suficiente para merecer hospitalizagdo, geralmente envolve penicilina
intravenosa, ampicilina, ceftriaxona ou cefotaxima G (PANAPHUT et al., 2003). Pacientes
adultos com doenga precoce devem receber doxiciclina 100 mg por via oral duas vezes por dia
ou azitromicina 500 mg por via oral uma vez por dia. Quando a dosagem ¢ ajustada para o peso,
a azitromicina ou a amoxicilina também pode ser administrada a mulheres gravidas e criangas

(HOSPENTHAL; MURRAY, 2003; RESSNER et al., 2008).

1.6 A Patogenicidade de Leptospira spp.

Estudar os mecanismos moleculares da patogénese desta bactéria ¢ de grande
importancia para estabelecer o modo que elas conseguem ultrapassar as barreiras teciduais, se
disseminar na corrente sanguinea e atingir 6rgaos alvos. No entanto, apesar da alta incidéncia
de leptospirose e da gravidade da doenca, a base molecular e celular da patogenicidade
permanece ndo elucidada (ZHANG et al., 2012).

A imunidade inata do hospedeiro ¢ ativada ao primeiro contato com a bactéria, visto
que esta apresenta LPSs em sua superficie. O lipideo A (componente do LPS) de L. interrogans
induz o fator de necrose tumoral com cerca de um décimo da poténcia do lipideo A de E. coli,
e esse atraso pode ser explicado pela estrutura do lipideo A da Leptospira, que apresenta
estrutura diferenciada, com apenas um residuo de fosfato metilado, ndo encontrado em
nenhuma outra forma de lipideo A de bactérias Gram negativas (QUE-GEWIRTH et al., 2004).
Contudo, uma explicacdo da diferenca de patogenicidade da Leptospira em humanos
(hospedeiros acidentais) e camundongos / ratos (reservatorio natural) pode ser dada, uma vez
que nestes, os receptores de macrofagos, TLR2 (Tool-like receptor) ¢ TLR4 sdo capazes de
reconhecer LPS das leptospiras (NAHORI et al., 2005), enquanto em humanos o TLR4, o
receptor classico de reconhecimento de LPS (WERTS et al., 2001) ndo ¢ ativado pelas

leptospiras e ¢ reconhecido apenas por TLR2 (CHASSIN et al., 2009). Dessa forma, uma
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resposta mal estruturada por humanos talvez explique a suscetibilidade a leptospirose pelos
humanos.

Quando os niveis elevados de leptospiremia ocorrem durante a infec¢ao, o mecanismo
imune inato eventualmente desencadeardo respostas teciduais e sistémicas que levam a
resultados graves, como sepsis ou falha de o6rgdos. Os pacientes com leptospirose grave tém
evidéncia de uma "tempestade de citocinas" com niveis mais elevados de IL-6, TNF-a do que
pacientes com doenca leve (MATSUNAGA et al., 2003).

A importancia da imunidade celular fica evidente a medida que se compreende melhor
o comportamento das leptospiras no meio intracelular. Toma et al. (2011) demonstraram que L.
interrogans é capaz de sobreviver, replicar e escapar de macrofagos murinos, o que possibilita
sua disseminagdo em orgdos alvos. Li et al. (2010) mostraram que as leptospiras fagocitadas
por macrofagos humanos sdo capazes de escapar dos fagossomos para o citossol, onde elas
proliferam e ativam a via de apoptose dessas células. Recentemente também foi identificada
uma proteina, Mce (mammalian cell entry), responsavel pela ades@o a macrofagos e sua
respectiva invasdo (ZHANG et al., 2012).

Proteinas de superficie sdo alvos potenciais para induzir resposta imune durante a
infeccdo e podem também mediar o processo de adesdo inicial as células do hospedeiro. A
adesdo de leptospiras a componentes da matriz extracelular (MEC) do hospedeiro € necessaria
para a habilidade das leptospiras de penetrar, disseminar e persistir em tecidos de hospedeiros.
Assim como outros microrganismos, as leptospiras expressam componentes de superficie que
reconhecem moléculas da MEC que podem mediar a colonizagdo (PATTI et al., 1994;
SCHWARZ-LINEK; HOOK; POTTS, 2004). Viarias proteinas de ligacdo a fibronectina e
laminina foram identificadas, indicando que as leptospiras t€ém um repertorio redundante de
moléculas de adesdo que sdo provavelmente parte das suas estratégias de invasdao (VIEIRA et
al., 2014). Essa redundancia pode explicar o motivo dos mutantes, os quais faltam fatores de
viruléncia, ndo mudarem seus fenotipos e aponta a expressdo heterdloga de proteinas virulentas
na cepa saprofitica, L.biflexa sorovar Patoc, como um modelo atraente para estudo (VIEIRA et
al., 2014).

Ademais, ha estudos de proteinas de leptospiras que se ligam a outros componentes
das células de mamiferos, como por exemplo, a e-caderina e sugere-se que dessa forma ocorra
uma cascata de sinalizacdo para a perda de integridade intercelular. Trata-se de um receptor de
superficie de células de mamiferos, principalmente células epiteliais, responsavel por manter a
juncdo célula-célula integra, por ancoragem intercelular. Ja foi descrito por Evangelista et al.,

(2014) que somente espécies patogé€nicas possuem a capacidade de se ligar as caderinas.
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Além disso, existem proteinas multifuncionais que exibem atividades de ligagdo a
varias proteinas alvo como: plasminogénio / plasmina, reguladores do sistema complemento.
Foi demonstrado por Vieira et al., (2009) que as leptospiras sdo capazes de se ligar ao
plasminogénio (PLG) pelos residuos de lisina presentes em algumas proteinas de superficie.
Utilizando do ativador do hospedeiro, a leptospira mostrou-se capaz de se recobrir com
plasmina (PLA), degradando assim imunoglobulinas, C3b e fibronectina, além de degradar in
vitro fibrinogénio, evadindo do sistema imune (OLIVEIRA et al., 2013). Além disso, Vieira et
al., (2013) demonstraram que o PLG sequestrado pela leptospira estimula a secre¢do dos
ativadores tanto do tipo uroquinase como do tipo tecidual, logo nas primeiras horas de infecgao.
Nosso grupo vem descrevendo muitas proteinas de interacdo com esse sistema proteolitico,
sendo elas: Lsa46, Lsa77, Lsa24, Lsa66, Lp30, Lsa30, OmpL1, Lsa20, Lsa33, Lsa23, Lsa26,
Lsa36, Lsad4, Lsad45, Lsa32, Lsa37, rLIC10507 e rLIC10508 (DOMINGOS et al., 2012;
FERNANDES et al., 2014; MENDES et al., 2011; OLIVEIRA etal., 2011; SILVA et al., 2016;
SIQUEIRA et al., 2013, 2016; TEIXEIRA et al., 2015; VIEIRA et al., 2010b).

O sistema complemento, altamente organizado por trés distintas vias de inicializacao,
¢ um importante mecanismo de imunidade inata e humoral que culmina com um poro citolitico
na membrana do patégeno. Ja foi descrito por Meri et al., (2005) que cepas de leptospiras
resistentes ao soro sdo capazes de ligar fator H na sua superficie. Além disso, Barbosa et al.,
(2009) demonstraram a capacidade de ligar ao C4BP (C4 binding protein). Dessa forma, esses
fatores do complemento, na superficie do patdgeno, contribuem para a resisténcia a clivagem
pelo proprio sistema complemento. Essa capacidade de ligar a fatores do sistema complemento
ndo ¢ perdida com a atenuacdo em cultura de cepas virulentas (CINCO, 2010). J& foram
descritas pelo nosso grupo de pesquisa varias proteinas ligantes de C4BP, como Lsa30, Lsa25,
Lsa33 e Lsa23 (DOMINGOS et al., 2012; SIQUEIRA et al., 2013; SOUZA et al., 2012)

Os mecanismos responsaveis pelo sangramento na leptospirose sdo mal
compreendidos. Hemolisinas poderiam desempenhar um papel importante na resposta toxica e
genes que codificam para muitas hemolisinas foram identificados no sequenciamento do
genoma de L. interrogans (ZHANG et al., 2005). No entanto, quando avaliados in vitro, ndo
foi possivel demonstrar estas proteinas com atividade hemolitica em eritrocitos humanos
(CARVALHO et al., 2009; HAUK et al., 2005).

Fibrinogénio (FG) ¢ a principal proteina de coagulagdo presente no plasma sanguineo
com papel importante na coagulacdo do sangue e trombose (LAHTEENMAKI; KUKKONEN;
KORHONEN, 2001). Dessa forma, um critico fator de viruléncia da Leptospira consiste no

sequestro de moléculas de Fg por proteinas especificas na superficie da bactéria, diminuindo a
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formagdo do coagulo de fibrina e consequentemente interferindo no processo de coagulagéo /

sangramento (OLIVEIRA et al., 2013).

w2-antiplasmina
a2-macroglobuling

— a —— | Degradasiode brins |
o T
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de plasminogénio
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PAls |
: | o
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Invasiio bacteriana antitrombina

Figura 3 — Representacio esquematica basica da ativacio da fibrindlise e inibicido da coagulagdo seguido da
ligacdo de PLG e Fb por Leptospira. As leptospiras capturam PLGna sua superficie, que ¢ convertido
em PLA pelos proprios ativadores presentes no hospedeiro (uPA e tPA). A PLA degrada diretamente
componentes da MEC (laminina e fibronectina), facilitando a invasdo bacteriana. A plasmina atua
também na fibrinolise, degradando fibrina, o que por sua vez inibe a coagulagdo. As leptospiras
capturam fibrinogénio livre através de seus receptores, resultando na sua deplegdo. Isso inibe a cascata
de geragao de coagulos de fibrina, catalisada pela trombina. Os tridngulos verdes indicam os inibidores
de enzimas e pro-enzimas: a2-antiplasmina e a2-macroglobulina atuando sobre a plasmina, inibidores
de ativadores de plasminogénio (PAls, do inglés Plasminogen Activators Inhibitor) inibindo a a¢do
de uPA e tPA e antitrombina modulando a agdo da trombina. Fonte: Resende, 2015.

1.7 Vacina contra leptospirose

Como a Leptospira € uma bactéria principalmente extracelular, a prote¢do contra este
patogeno era imaginada como sendo exclusivamente humoral (RODRIGUEZ-GONZALEZ et
al., 2004; SCHOONE et al., 1989). Sabe-se que anticorpos antilipopolissacarideos (JACKSON
et al.,, 1993) conferem imunidade passiva em alguns modelos animais contra um nimero
especifico de cepas e espécies de Leptospira (FAINE et al., 1999). Também foi demonstrado
que a imunidade celular ¢ requerida para uma protecdo completa contra leptospirose bovina
(NAIMAN et al., 2002). Entdo, uma vacina ideal contra leptospirose deve induzir niveis

significativos de ambas as respostas, humoral e celular.
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Atualmente existem diversas vacinas contra leptospirose para uso veterinario e em
humanos, e estas sdo baseadas em preparagoes de Leptospira atenuada/inativada ou preparagao
de membranas. Embora as vacinas contra gado e suinos sejam usadas ha anos, ainda existem
relatos conflitantes sobre sua eficacia (FAINE et al., 1999). Por outro lado, as vacinas humanas
disponiveis atualmente sdo raras. Entre elas, destacam-se a vacina produzida em Cuba (protecao
de 97% contra os sorovares prevalentes) (MARTINEZ et al., 2004), na China (protegao de 75%)
e no Japao (protecdo de 60 a 100%) (KOIZUMI; WATANABE, 2005); (MCBRIDE et al.,
2005). Basicamente, as vacinas atualmente em estudo contra leptospirose podem ser compostas
por:

- (1) leptospiras mortas/inativadas: esta categoria, onde se incluem as vacinas cubana, japonesa
e francesa, gera protecdo contra os sorovares que foram utilizados na composicdo da vacina
(protecdo homologa), porém nao exibe a propriedade de causar protecao cruzada contra outros
sorovares (protecdo heterdloga). Outras desvantagens destas preparagdes sdo o curto tempo
(cerca de um ano) e os efeitos colaterais, que incluem até mesmo o desenvolvimento de doengas
autoimunes;

- (2) preparacdes da membrana externa de leptospira: esta categoria, que inclui a vacina
produzida na China, gera maiores titulos de anticorpos que a vacina com bactéria inteira e com
menores efeitos colaterais, embora possua as mesmas desvantagens de protecao de curto tempo
e de falta de protecdo heterdloga (KOIZUMI; WATANABE, 2005);

- (3) Preparagoes com lipopolissacarideos (JACKSON et al., 1993): embora os LPS sejam
antigenos majoritarios da resposta soroldgica contra leptospira, eles sdo caracteristicos de cada
sorovar, portanto este tipo de vacina tende a gerar somente prote¢do homodloga (KOIZUMI;
WATANABE, 2005);

- (4) Proteinas recombinantes: as vantagens destas preparagdes incluem a composi¢ao definida
e a capacidade de gerar protecdo heterdloga; varias vacinas de proteina recombinante de
Leptospira foram construidas com métodos biotecnoldgicos modernos, dos quais as OMPs
(outer membrane proteins) recombinantes, as lipoproteinas e os fatores de viruléncia
adquiriram um interesse consideravel (WANG; JIN; WEGRZYN, 2007). A primeira candidata
a vacina recombinante contra a leptospirose foi relatada por Haake et al., (1999), mostrando
efeitos imunoprotetores da proteina de membrana externa de Leptospira, OmpL1 e lipoproteina
LipL41. A LigAc tem sido considerada uma das candidatas antigénicas mais promissoras para
uma vacina de subunidade (COUTINHO et al., 2011; KOIZUMI; WATANABE, 2004). Mais
recentemente, Monaris et al, (2015) desenvolveram uma vacina multivalente contra a

leptospirose, consistindo de sete proteinas de membrana externa recombinante mais flagelina
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de Salmonella como adjuvante. No entanto, uma imunidade esterilizante continua a ser um
desafio porque essas imunizagdes ainda ndo conseguiram inibir a coloniza¢do renal por
leptospira.

- (5) Vacinas de DNA: sdo rentaveis e faceis de produzir (BEARD; MASON, 1998); sdo
estaveis mesmo a temperatura ambiente; induz imunidade celular ¢ humoral (LI; SAADE;
PETROVSKY, 2012); a seguranca em seres humanos ¢ bem documentada (ou seja, sem risco
de infeccdo ou doenca autoimune e baixa incidéncia de integragdo de DNA) (SCHALK et al.,
2006); precos baixos (VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK; BRAUN; BABIUK,
2000). Entretanto, ha desvantagens como ineficiéncia de entrega as células e estudos limitados
mostrando a eficacia em humanos (JORRITSMA et al., 2016). Alguns antigenos, como Hapl
(proteina associada a hemolise) e LipL45, foram recentemente testados em vacinas de DNA e
exibiram prote¢do em modelo animal (BRANGER et al., 2005; FAISAL et al.,, 2008;
VIJAYACHARI et al., 2015).

1.8 Genémica funcional de Leptospira spp.

O genoma completo de um organismo representa o seu potencial “protedmico”,
fundamental para o entendimento de sua biologia. As sequéncias codificadoras de proteinas
estdo anotadas em servidores publicos na web, sendo, dessa forma possivel explorar sequéncias
gendmicas na busca de candidatos vacinais. Esta metodologia foi denominada vacinologia
reversa (VR) por Rappouli, (2000). Na VR, ¢ possivel a identificacdo de proteinas por
bioinformatica, inclusive as que sdo expressas em pequenas quantidades, mascaradas por
antigenos imunodominantes, provenientes de patogenos de dificil cultivo em laboratério. O
alvo da VR ¢ a identificacdo de genes que codifiquem para fatores de viruléncia, proteinas
secretadas ou associadas a membrana, que sd3o potencialmente capazes de mediar resposta
imune no hospedeiro.

A estratégia utilizada para identificar candidatos vacinais a partir de dados obtidos com
o sequenciamento de genomas, tais como o da Neisseria meningitidis, sorogrupo B (PIZZA et
al., 2000) e do Streptococcus pneumoniae (WIZEMANN et al., 2001) foi muito bem sucedida.
Neste sentido, o genoma da espiroqueta Leptospira interrogans sorovar Copenhageni foi
sequenciado (NASCIMENTO et al., 2004a, 2004b) e mais de 250 genes que codificam para
possiveis proteinas de membrana externa foram identificados, incluindo 170 novas provaveis

lipoproteinas.
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Atualmente ja se tém disponivel, ao menos, 10 genomas completos de leptospiras
sequenciados, sendo eles: 3 cepas de L. interrogans, 2 cepas de L. borgpetersenii, 1 cepa de L.
santarosai, 2 cepas de L. licerasiae e 2 cepas saprofitas L. biflexa. A gendomica comparativa
entre as espécies patogénicas e saprofitas identificou genes Unicos que podem ter papel na
viruléncia. O genoma das leptospiras ¢ caracterizado por dois cromossomas circulares com
tamanho variando de 3,9 a 4,6 Mb. O genoma da L. interrogans sorovar Copenhageni forneceu
novas perspectivas sobre a fisiologia relacionada ao metabolismo energético, tolerancia ao
oxigénio, sistemas de transducao de sinal e mecanismos de patogenicidade (NASCIMENTO et
al., 2004a).

Nos estudos iniciais feitos no nosso laboratorio, 4 lipoproteinas mostraram que sao
capazes de reconhecer anticorpos presentes nos soros de pacientes diagnosticados com
leptospirose (GAMBERINI et al., 2005). Estes dados indicam claramente que a investigagdo e
caracterizacao de lipoproteinas de Leptospira sao de grande importancia na busca de candidatos
vacinais contra a doenca bem como para seu diagnostico. Atualmente, varias proteinas ja foram
descritas pelo nosso grupo e também sdo reconhecidas por soros de pacientes acometidos de
leptospirose (FERNANDES et al., 2012; MENDES et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2015;
VIEIRA et al., 2010b).

Devido a abordagens moleculares modernas, foi produzida uma grande quantidade de
dados e varias proteinas identificadas foram descritas por interagir com componentes da matriz
extracelular (MEC). Nosso grupo vem explorando estes novos genes de leptospiras e obtendo
resultados muito interessantes tais como, a identificacdo de novas adesinas, (ATZINGEN et al.,
2009; BARBOSA et al., 2006; DOMINGOS et al., 2012; FERNANDES et al., 2014 ;
FERNANDES et al., 2012; LONGHI et al., 2009; MENDES et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2013; OLIVEIRA et al., 2010; SIQUEIRA et al., 2013; SOUZA et al., 2012; VIEIRA et al.,
2010a; VIEIRA et al.,, 2014), proteinas com possibilidade de envolvimento na resposta
inflamatoria de hospedeiros (GOMEZ et al., 2008; VIEIRA et al., 2007), candidatos a
diagnodstico da doenga na sua fase inicial (NEVES et al., 2007, OLIVEIRA et al., 2008),
proteinas envolvidas na invasdo e colonizag¢@o dos tecidos do hospedeiro (FERNANDES et al.,
2013; VIEIRA et al., 2010b), proteinas com possivel envolvimento na evasdo imune
(DOMINGOS et al., 2012; SIQUEIRA et al., 2013; SOUZA et al., 2012) e proteinas ligantes a
fibrinogénio levando a diminui¢do na formagao do codgulo de fibrina e possivel implicacdo na

inducao de focos hemorragicos (OLIVEIRA et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Caracterizar as propriedades imunogénicas e funcionais de duas lipoproteinas preditas de

Leptospira interrogans.
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2.2 Objetivos especificos

I) Clonar os genes, expressar e purificar duas proteinas de Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni, empregando Escherichia coli como sistema hospedeiro de expressdo. Os genes
selecionados para estudo sdo LIC13059 e LIC10879. Posteriormente foi adicionada a
LIC13002 ao trabalho.

IT) Caracterizar as proteinas recombinantes quanto a sua estrutura, pela técnica de dicroismo
circular, e reatividade com anticorpos presentes em soros de pacientes acometidos com
leptospirose.

IIT) Avaliar a conservagdo das proteinas nativas nos diferentes sorovares patogénicos de L.
interrogans.

IV) Caracterizar a intera¢do das proteinas recombinantes com componentes do tecido e plasma

do hospedeiro.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cepas de bactérias

Neste trabalho foram utilizados varios tipos de cepas de bactérias tanto de E. coli

como de Leptospira spp., descritos abaixo.
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3.1.1 Leptospira

As leptospiras utilizadas neste trabalho foram cedidas pelo laboratorio do Dr. Silvio de
Arruda Vasconcellos, da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Sao Paulo
(FMV-USP). As bactérias foram cultivadas a 28 °C em condigdes aerobias em meio EMJH
liquido modificado (Difco®, BD, Franklin Lakes, NJ ,USA) (Turner, 1970) com 10% (v/v) de
soro de coelho, enriquecido com L-asparagina (m/v:0,001%), cloreto de magnésio
(m/v:0,001%), peptona (m/v:0,03%) e extrato de carne (m/v:0,001%).

As cepas patogénicas atenuadas de Leptospira spp. utilizadas no presente estudo foram
L. interrogans sorovar Canicola cepa Hound Utrech 1V, L. interrogans sorovar Copenhageni
cepa M20, L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagiac cepa RGD, L. interrogans sorovar
Pomona cepa Pomona, L. borgpetersenii sorovar Castellonis cepa Castellon 3, L. borgpetersenii
sorovar Whitticombi cepa Whitticombi, L. kirschneri sorovar Grippotyphosa cepa Moskva V,
L. kirschneri sorovar Cynoptery cepa 3522C, L. santarosai sorovar Shermani cepa 1342 K, L.
noguchii sorovar Panama cepa CZ 214. A cepa ndo patogénica utilizada foi a L. biflexa sorovar
Patoc cepa Patoc. As cepas virulentas foram: L. interrogans sorovar Copenhageni cepa

FIOCRUZ L1-130 e L. interrogans sorovar Kennewicki cepa Pomona Fromm.

3.1.2 Escherichia coli

A linhagem de E. coli DH5a (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) foi utilizada para as
etapas de clonagem e duas linhagens de E. coli foram empregadas para ensaios de expressao:
BL21 SI (Salt Induced) (Invitrogen), que possui o gene da T7 RNA polimerase integrado ao
genoma sob controle do promotor proU indutivel por NaCl (BHANDARI;
GOWRISHANKAR, 1997), BL21 Star (DE3) pLysS (Invitrogen) que também possui o gene
da T7 RNA polimerase, mas dirigida pelo promoter lacUVS5, o qual ¢ induzido por IPTG
(isopropil-B-D-tiogalactopiranosidio) (STUDIER, 1991) e possui um plasmideo pLysS que

expressa uma enzima que degrada a polimerase T7, impedindo a expressdo em niveis basais.

3.2 Soros de pacientes acometidos com leptospirose

Amostras de soros pareados (MAT+, referente a fase convalescente, ¢ MAT-, fase

inicial) de pacientes diagnosticados com leptospirose utilizadas neste estudo fazem parte de

uma soroteca e foram cedidas pela Dra. Eliete C. Romero, do Instituto Adolfo Lutz.



37

3.3 Componentes bioldgicos

Os componentes, colageno tipos I e IV, laminina, fibronectina plasmatica e celular,
elastina e a albumina de soro bovino (BSA), foram comprados da empresa Sigma-Aldrich
Corporate (St Louis, MO, EUA). A laminina ¢ o colageno tipo IV sdo derivados membrana
basal de sarcoma de camundongos Engelbreth-Holm-Swarm; a fibronectina celular foi derivada
de fibroblastos de prepticio humano; a elastina foi derivada de aorta humana, e o colageno tipo
I foi isolado da cauda de ratos. O plasminogénio e o fator H, purificados de plasma humano,
foram comprados da EMD chemicals. O C4BP, isolado de soro de humanos normais, foi
comprado da Complement Technology. A e-caderina, uma proteina recombinante obtida em E.

coli, foi adquirida comercialmente da Sigma-Aldrich.

3.4 Analise por bioinformaitica

Os genes foram selecionados do genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni,
disponivel no servidor publico: http://aeg.Ibi.ic.unicamp.br/world/lic/ (NASCIMENTO et al.,
2004a). Esta selecdo estd fundamentada na localizacdo celular das proteinas hipotéticas
codificadas por estes genes, que foi feita através do programa PSORT - http://psort.nibb.ac.jp/
(NAKAIL; HORTON, 1999; 2007) e CELLO- http://cello.life.nctu.edu.tw/ (YU; LIN; HWANG,
2004). A presenca de sinal de clivagem ou lipidagdo foi avaliada com auxilio do programa
LipoP - http://www.cbs.dtu.dk/services/LipoP/ (JUNCKER et al., 2003). O peptideo sinal
também foi definido com auxilio do software SignalP - http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP.

As sequéncias de aminoacidos codificadas pelos genes foram analisadas pelos
programas SMART - http://smart.embl-heidelberg.de/help/smart_about.html (LETUNIC et al.,
2006; SCHULTZ et al., 1998) e PFAM - http://pfam.sanger.ac.uk/ (FINN et al., 2006), para
verificar a presenca de dominios conservados. O programa BLAST -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi (ALTSCHUL et al., 1997) foi usado para analisar
as similaridades destas sequéncias com a de outras espécies e sorovares de Leptospira presentes
no banco de dados.

Os calculos de massa molecular e ponto isoelétrico (pI) das proteinas recombinantes
resultantes do cassete de expressdo foram feitos a partir da sequéncia de aminoacidos com
auxilio o software ProtParam (GASTEIGER, 2006). O programa Clustal Omega, disponivel
em http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/help/ (LARKIN et al., 2007) foi utilizado para
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alinhar sequéncias de diferentes espécies e sorovares de Leptospira e assim gerar um filograma

com os dados.

3.5 Extracido de DNA gendmico de Leptospira spp.

O material genético da cepa patogénica atenuada L. interrogans sorovar Copenhageni
cepa M20 foi extraido segundo a metodologia descrita por Gamberini et al., (2005).
Resumidamente, foram utilizadas 3 mL de cultura previamente crescida por 7 dias, centrifugado
por 30 min a 11500 x g a temperatura ambiente. Depois, o pellet foi lavado duas vezes com
PBS estéril. O DNA gendmico foi extraido usando o método do DNAzol® Reagent

(Invitrogen), de acordo com as instrucodes do fabricante.

3.6 Amplificacio das sequéncias de interesse

Foram utilizados oligonucleotideos F (forward) e R (reverse) desenhados com auxilio
do programa Generunner® (Hastings Software, Inc - http://www.generunner.net/) para reacio
de PCR (polymerase chain reaction). Esses oligonucleotideos foram desenhados com o intuito
de excluir a sequéncia correspondente ao peptideo sinal ¢ foram adicionados em suas
extremidades sitios de enzimas de restrigdo Xhol (forward) e Hindlll (reverse), conforme
Tabela 1.

As sequéncias dos genes LIC13059, LIC10879 e LIC13002 foram obtidas pela reagdo
de PCR, a qual foi realizada utilizando-se PCR buffer; 0,2 mM dNTP; 2 mM MgCl,; 0,2 mM
de cada oligonucleotideo (£ ¢ R); 2,5 U Taq polimerase; 100 ng de DNA gendmico da cepa
M20 de leptospira, para um volume final de 50 pL. As temperaturas de anelamento utilizadas

foram determinadas de acordo com o programa Generunner®.

Tabela 1 - Sequéncia de oligonucleotideos empregada para amplificacdo dos genes.

Gene ID Oligonucleotideo sintético TA | Amplicon

F:5'CTCGAGTGCAAAGATGATAGAATTAAAATAA 3’
LIC13059 53°C | 636pb
R: 5’ AAGCTTTTAATTTACTGGAAAAAGACTTTGA 3

F: 5'CTCGAGCATAAAAATTGTGATCCTTCCTTA 3’ .
LIC10879 49°C | 397pb
R: 5’ AAGCTTTTACTTTTTTAACTCAGGCGCAAG 3’

F:5'CTCGAGGCAAGTAACAGTAGAAATGCGATTAAC3’
LIC13002 53°C | 13267pb
R: 5’ AAGCTTCTAATCAAAAGAACGAGTTACACC 3’
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NOTAS: Gene ID: identificagdo do gene no genoma L. interrogans sorovar Copenhageni;
Abreviaturas (em inglés): F, “forward”; R, “reverse”; TA, temperatura de anelamento utilizada; pb, pares de base.
Os sitios das enzimas de restrigao estio sublinhados.

A especificidade da amplificacdo e o tamanho das sequéncias de interesse foram
verificados por eletroforese em gel de agarose 1% em tampao TAE (40mM Tris-acetato e ImM
EDTA). As amostras foram diluidas em tampdo Ficol (azul de bromofenol, xileno cianol,
glicerol e agua) e coradas com Gel Red™ (Biotium, Inc, Hayward, CA, EUA). Os insertos de
interesse foram recortados do gel, purificados através do kit “GFxPCR DNA and gel band
purification” (GE Healthcare, Buckinghshire, Reino Unido) ¢ os produtos obtidos foram

quantificados em espectrofotometro.

3.7 Subclonagem no vetor pGEM-T Easy

O vetor pGEM-T Easy (Promega Corporation, Madison, WI, EUA) (Figura 4) possui
uma quebra de sequéncia com extremidades 3T sobressalentes, o que possibilita a ligagdo do
fragmento amplificado, uma vez que algumas polimerases acrescentam uma adenina a
extremidade 3’ do amplicon, possibilitando o anelamento e posterior ligagdo do arcabougo
acgucar-fosfato. A presenca do inserto interrompe o gene LacZ, o qual é essencial para a
degradacdo de um substrato cromogénico, chamado X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranosideo); assim, colonias positivas para o inserto sdo deficientes para esta
degradacdo, ficando incolores, ao contrario das azuis, as quais degradam o substrato.

A reacdo de ligacdo foi realizada segundo a reacdo padrio estabelecida pelo fabricante.
Os produtos de ligagdo foram utilizados para transformar bactérias E. co/i DH5a previamente

tornadas competentes pelo método descrito por Hanahan (1983).
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Figura 4 - Mapa do vetor de clonagem pGEM-T Easy. ori: origem de replicacio. Ampr: gene de
resisténcia a ampicilina. lacZ: gene para metabolismo de lactose (B-galactosidase).
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Fonte: Promega, 2016.

Para a transformacao foram utilizados 5 pL do produto de ligacdo para 50 pL de
bactéria competente, as quais foram descongeladas em gelo. Foi incubado por 30 min em banho
de gelo e depois submeteu a amostra a um choque térmico, por 90s a 42 °C. Retornou-se a
amostra ao banho de gelo por mais 5 min e acrescentaram-se 350 puL. de meio de cultura Luria
Bertani — LB (0,5% extrato de levedura; 1% triptona; 1% NaCl). As reagdes foram incubadas a
37 °C, por 1 h, sob agitacdo. A amostra foi plaqueada em meio LB contendo 100 pg/mL de
ampicilina, 100 mM de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) e 50 mg/mL de X-gal,
sendo estes dois ultimos adicionados a placa por espalhamento superficial. A amostra plaqueada
foi incubada a 37 °C, por uma noite.

As coldnias positivas foram escolhidas por selecdo azul / branco, inoculadas em 5 mL
de LB com 100 pg/mL de ampicilina e incubadas a 37 °C, sob agitacdo, por uma noite.

Para obten¢do do DNA plasmidial (pGEM-T FEasy contendo o inserto de interesse)
utilizou-se o kit “Plasmid miniprep spin” (GE Healthcare Bio-Sciences Corp, Piscataway, NJ,
EUA) seguindo as orientagdes do fabricante. Foi verificada a presenca de insertos nos
plasmideos obtidos apds digestdo dos mesmos com as enzimas de restricdo que reconhecem o0s
sitios contidos nas extremidades 5’ dos pares de oligonucleotideos seguido de eletroforese em

gel de agarose.

3.8 Clonagem no vetor de expressdo pAE

Os insertos subclonados foram removidos dos plasmideos recombinantes (pGEM-T
Easy/inserto) por digestdo com as enzimas de restri¢do Xhol e HindIII conforme recomendagio
do fabricante. O vetor de expressdo pAE (Figura 5) (RAMOS et al., 2004) foi digerido com as
mesmas enzimas de restri¢do utilizadas para obtengdo dos insertos, em tampao que garantia
maximo de eficiéncia para as duas enzimas, utilizadas concomitantemente. Apds digestdo, tanto
os insertos quanto o vetor de expressdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose e
posteriormente purificados pelo kit “GFX PCR DNA and Gel Band Purification” (GE
Healthcare).

O vetor pAE foi desenvolvido para expressar a proteina recombinante contendo uma
sequéncia codificadora de 6 residuos de histidina na regido N-terminal e é um sistema de alta
expressdo que ¢ controlado pelo promotor do fago T7, sendo que a expressdo da proteina

recombinante s6 ocorre na presenga da T7 RNA polimerase.
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Figura 5 - Mapa do vetor de expressio pAE. PT7: promotor. (His)ox: sequéncia codificadora para seis
residuos de histidina. RBS: sitio de ligag@o ao ribossomo. ATG: cddon de inicio da transcri¢do. Term:
regido de terminacdo de transcrigdo.

Fonte: Ramos et al., 2004.

Os diferentes fragmentos foram inseridos no vetor pAE previamente digerido. A
ligacdo dos insertos ao vetor foi realizada em uma reacdo contendo inserto:vetor em uma
proporcao molar de 5:1. Incubaram-se 5 U de T4 DNA ligase (Amersham Pharmacia Biotech,
Inc),o inserto e o vetor por 16 h a temperatura de 16 °C.

Bactérias competentes E. coli DH5a, foram transformadas (item 3.7) com os produtos
de ligacdo, plaqueadas em LB/Amp e incubadas a 37 °C por uma noite. Foram selecionadas
algumas colonias aleatoriamente e entdo inoculadas em 5 mL de meio de cultura LB contendo
100 pg/mL de ampicilina e incubadas a 37 °C, sob agitacdo, por 16 h. Para a selecao dos clones
positivos, 300 uL dos indculos foram centrifugados a 11.300 x g, por 3 min. O sobrenadante
foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 50 pL. de agua deionizada. Adicionou-se 20
uL de tampao de carregamento 10X (0.19% azul de bromofenol, 0.42% xileno cianol e 50%
glicerol) e 28 pL de solucdo fenol-cloroformio 1:1. Homogeneizou-se a amostra com o auxilio
do vortex. A amostra foi centrifugada a 11.300 x g, por 3 min e a fase superior foi analisada por
eletroforese de gel de agarose. Os indculos que apresentaram plasmideos com alteragdo de
tamanho comparado com o plasmideo pAE fechado foram selecionados para a extragdo de
plasmideo e uma amostra seguiu para a digestdo com enzimas de restri¢do. Dessa forma, as

construcdes que apresentaram liberacao de inserto foram selecionadas para o sequenciamento.

3.9 Sequenciamento das construcoes pAE/inserto

Os plasmideos das amostras positivas foram obtidas e este DNA foi submetido a
sequenciamento pelo método da terminacdo de cadeia (SANGER; NICKLEN; COULSON,
1977), a partir dos primers T7 e pAE reverso (abaixo), utilizando-se sequenciador automatico

ABI (PE Applied Biosystems, Foster city, CA) para a verificacdo dos insertos clonados.
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Conforme recomendacdo da Applied Biosystems, a reacdo de amplificacdo dos
fragmentos a serem sequenciados foi realizada num volume final de 20 pl contendo 500 ng de
DNA molde, 3,2 pmoles de oligonucleotideo e 2 pl do tampao BigDye® (Applied Biosystems)
que contém: ddNTPs marcados com corantes fluorescentes especificos, dANTPs e Taq DNA
polimerase. A reagdo foi realizada em termociclador seguindo a rotina de 40 ciclos de 94 °C
por 10 segundos; 50 °C por 20 segundos; 60 °C por 4 min.

Os cromatogramas obtidos foram analisados com o auxilio dos programas publicos:
Chromas (http://www.mb.mahidol.ac.th/pub/chromas/chromas.htm) e Blast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi).

T7 “forward” TAATACGACTCACTATAGGG
pAE reverso: CAGCAGCCAACTCAGTTCCT

3.10 Expressio das proteinas recombinantes

A cepade E. coli empregada para ensaios de expressdo foram BL21 Star (DE3) pLysS.
Para a LIC13002, a qual expressou baixas concentragdes de proteina recombinante, foi
empregada também a cepa de E. coli BL21 SI. As bactérias competentes E. coli BL21 Star
(DE3) pLysS, foram transformadas com o plasmideo recombinante conforme ja mencionado
(item 3.7) e cultivadas em meio LB contendo 100 pg/mL de ampicilina e 34 pg/mL de
cloranfenicol e incubadas a 37 °C, sob agitag@o, por uma noite. As culturas saturadas foram
diluidas (1:25) em um novo meio, incubadas e monitoradas periodicamente por meio de leitura
em espectrofotdmetro até atingir uma densidade Optica entre 0,6 e 0,7, a 600 nm, que caracteriza
o inicio da fase exponencial de crescimento. A inducdo foi realizada adicionando-se 0,01; 0,1
e 1 mM de IPTG incubado a temperatura de 37 °C por um periodo de 3 h. Para a cepa E. coli
BL21 SI aindugdo foi realizada adicionando-se 5, 50 e 500mM de NaCl e incubando as culturas
a 30 °C por um periodo de 3 h, em meio 2YT/ON (1% extrato de levedura; 1,6% triptona; sem
adicao de NaCl) contendo 100 pg/mL de ampicilina e incubadas a 30 °C, sob agitag@o, por uma
noite.

A seguir as bactérias foram centrifugadas (3.075 x g /15 min / 4 °C) e os sedimentos
ressuspendidos em tampao de lise (20 mM Tris-HCI pH 8,0; 200 mM NaCl; 200 pg/mL
lisozima; 2 mM PMSF e 1% Triton X-100). As bactérias foram entdo lisadas, em banho de
gelo, por sonicagao (sonicador Branson Ultrasonics, Danbury, USA) a 60% de intensidade por

5 min e centrifugadas novamente. Os sedimentos formados foram ressuspendidos em tampao
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de desnaturag@o (10mM Tris-HCI pH 8,0; 150mM NaCl; 8M ureia; SmM B-mercaptoetanol), e
aliquotas do sobrenadante da sonicacdo e do sedimento solubilizado foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% SDS-PAGE para a analise da rLIC13059 e 15%
SDS-PAGE para analise da rLIC10879.

3.11 Purificacio e dialise das proteinas recombinantes

As trés proteinas recombinantes foram purificadas na bancada por cromatografia de
afinidade ao metal, em coluna impregnada com niquel. A purificagdo partiu de 300 mL de
cultura induzida de E. coli, cujo sedimento formado apods sonicacdo e centrifugacdo foi
ressuspendido em 50 mL de tampao de desnaturacdo, por cerca de 12 h para garantir a total
solubilizagdo do pellet.

As proteinas recombinantes foram purificadas por cromatografia de afinidade ao metal
em colunas de resina “Chelating Sepharose” (GE Healthcare) impregnadas com Ni**. Para
remocdo de contaminantes de E. coli foram feitas lavagens com concentragdes crescentes de
imidazol (5, 20, 40, 60 mM). A elui¢do foi feita utilizando uma alta concentragdo (1M) de
imidazol. Proteinas recombinantes, por serem encontradas na porcdo insoluvel, foram
desnaturadas utilizando tampdo de desnaturagdo (10 mM Tris/HCIl, pH 8,0, 8M ureia). A
renaturacao (refolding) se deu durante a purificacdo, na qual a proteina recombinante, em sua
forma desnaturada, ¢ adsorvida na coluna e sdo realizadas passagens na coluna de solugdes com
concentracoes decrescentes de ureia.

A eficiéncia da purificacdo foi avaliada utilizando eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE) 15% para a rLIC10879 de 16
kDa e 12% para as demais proteinas recombinantes. Apos a eluicdo, as fragdes contendo maior
concentragdo de proteinas foram unidas, formando um pool de maior concentragdo ¢ foram
submetidas a didlise em tampao PBS (tampao fosfato-salino,0,137 M NaCl, 0,27 mM KCl, 10
mM Na;HPO4 e 2 mM KH>PO4, pH 7,4) contendo 0,01% glicina a 4 °C. A concentragdo das
proteinas recombinantes foi estimada em SDS-PAGE, pela comparagdo destas com bandas
compreendendo massas pré-estabelecidas de albumina (BSA — Bovine Serum Albumin), e
utilizagdo do software de analise de imagens de eletroforese Gel Quantifier Image Analysis
(GelQuant, versdo 2.7.0), para quantificacdo das bandas referentes a cada proteina
recombinante de acordo com o padrdo utilizado (BSA), por meio de comparacao densitométrica

das bandas. Foi expressa a relagdo de proteina recombinante por litro de cultura induzida.
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3.12 Analise da estrutura das proteinas recombinantes por Espectroscopia de Dicroismo
Circular (CD)

Amostras de proteinas recombinantes foram dialisadas em tampao fosfato de sodio 10
mM pH 7,4, apropriado para andalise por ndo conter ions cloro e, consequentemente, nao
interferirem nas leituras do equipamento. Os espectros foram expressos em termos de
elipticidade molar residual:

[@] = ® (mdeg)/10 x C (M) x I(cm) x N,

onde @ ¢ a elipticidade, C ¢ a concentragdo da proteina, I € o caminho 6tico ¢ N € o niimero de
residuos de aminoacidos nas proteinas (KELLY; JESS; PRICE, 2005). As medigdes de
espectroscopia circular foram feitas a temperatura ambiente em um espectropolarimetro Jasco
J-810 (Japan Spectroscopic, Tokyo, Japan). O espectro foi medido usado uma célula de 1 mm
entre 190 a 260 nm, e foi apresentado uma média de 5 leituras. Os valores de elipticidade molar
residual foram utilizados para predicdo da porcentagem de estruturas secundarias utilizando o
software CAPITO, disponivel em http://capito.nmr.fli-leibniz.de/index.php (WIEDEMANN;
BELLSTEDT; GORLACH, 2013).

3.13 Preparacio do extrato de E. coli

Para preparagdo do extrato de E. coli foi utilizada a cepa BL21 Star (DE3) pLysS, a
mesma cepa em que a proteina recombinante foi expressa. A cepa selvagem foi inoculada em
400 mL de meio LB e deixada crescer por 16 h a 37 ° C. Todo o volume de cultura saturada foi
centrifugado a 3.075 x g por 20 min, e o pellet resultante foi ressuspendido em 40 mL de tampao
de lise (20mM Tris-HCI pH 8,0; 200mM NaCl; 200pg/mL lisozima; 2mM PMSF e 1% Triton
X-100) e lisado em banho de gelo, por sonicacdo (5 min a 60% no sonicador Branson).

O extrato foi utilizado em experimentos nos quais foi necessario neutralizar anticorpos

contra proteinas de E. coli.

3.14 Imunizacido de camundongos para obtencio de antissoros policlonais antiproteina
recombinante

Cinco camundongos BALB/c fémeas (idade variando de 6 a 8 semanas) foram
imunizados com 10 pg de cada proteina recombinante ou PBS (controle negativo, produzindo

soro ndo reativo) em suspensdo contendo Alhydrogel (2% AIl(OH)3), Brenntag Biosector,
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Frederikssund, Dinamarca) como adjuvante, na concentragdo final de 12%, por via subcutanea.
Foram realizadas trés imunizagées com intervalos de duas semanas. Os animais foram
sangrados via plexo retro-orbital em intervalos de 15 dias, referentes a cada imunizagao.

O sangue coletado foi incubado a 4 °C por 30 min e entdo centrifugado por 5 min a

2.000 x g, para separag@o do soro, o qual foi armazenado a —20 °C.

3.15 Titulacdo de anticorpos por ELISA

A detecg@o de anticorpos IgG anti-rLIC13059 e anti-rLIC10879 apds as imunizagdes
foi feita por ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) para a
avaliagdo da presenga de anticorpos policlonais especificos nos soros de camundongos. A
concentragdo das proteinas recombinantes foi ajustada para 5 ug/mL em tampéo carbonato 0,05
M pH 9,6 e, em seguida foram adicionados 50 pL por pogo em uma placa de 96 pogos (Costar®
High binding, Corning Incorporated, EUA), resultando um total de 250 ng de proteina
recombinante por pogo. A placa foi incubada a 4 °C por uma noite. Apds incubacio, as placas
foram lavadas com PBS-Tween 0,05% (PBS-T) e entdo foi incubada com soluc¢do de bloqueio
(PBS-T/leite desnatado 10%), 200 pL por pogo, durante 2 h a 37 °C. Foram feitas dilui¢des
seriadas de 1:100 a 1:409600 dos soros de camundongos em solugdo de bloqueio acrescida de
extrato de E. coli (10% v/v). Incubaram-se estes soros por 1 h com extrato de E. coli para que
ocorresse a adsorcdo dos anticorpos inespecificos, ou seja, anticorpos gerados contra
contaminantes de E. coli que porventura estivessem contidos nas aliquotas de proteina
recombinante purificada (GRUBER; ZINGALES, 1995). Para cada antigeno foi feito uma
reacdo “branco”, ou seja, ndo houve incubagdo com os antissoros para que o sinal inespecifico
do anticorpo secundéario ao antigeno fosse descontado de cada reacao.

Em seguida, adicionaram-se 50 pl. das amostras adsorvidas por pogo ¢ foi feita
incubacdo a 37 °C por 1 h. A placa foi lavada e incubada por 1 h com 50 pL por poco de anti-
IgG de camundongo conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich Corporate, St Louis, MO,
EUA) na diluigdo 1:5000 em solugdo de leite. A reagdo enzimatica foi revelada pela adicdo de
100 pL de uma solugdo contendo 1 mg/mL de OPD (3-phenylenediamina, Sigma) diluido em
tampao fosfato-citrato pH 5,0 contendo 1 pL/mL de perdxido de hidrogénio. Apo6s 10 min de
incubacdo, a reacdo enzimatica foi interrompida pela adi¢do de 50 pL de solugdo de H2SO4 4N.

A intensidade da reagdo foi analisada em espectrofotometro, no comprimento de onda
de 492 nm. O titulo individual foi determinado como sendo o valor do denominador da maior

diluicdo do soro com valor da DO49> nm maior do que 0,1.
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3.16 Avaliacio da resposta celular

Os camundongos BALB/c imunizados com as proteinas recombinantes ¢ PBS
(controle negativo, soro ndao imune) foram sacrificados em CO; e seus bagos foram
assepticamente removidos e depositados em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
Medium-RPMI-1640 meio contendo 2 mM L-glutamina, 100 [U/mL of Penicilina e 100 pg/mL
de Streptomicina). Os bagos foram macerados com auxilio de um porter e centrifugados por 10
min a 150 x g, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e na fase sedimentada foi adicionado 1
mL de agua gelada estéril, para lise dos eritrocitos. Apos este procedimento, as suspensoes
foram novamente centrifugadas.

O sobrenadante resultante foi descartado e os esplenocitos foram ressuspendidos em 1
mL de RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino. As células foram contadas apds
marcagdo com 0.4% azul de tripano e entdo distribuidas em triplicada em uma placa de cultura
celular de 96 pogos (Costar, Corning), na quantidade de 5x10° células/pogo.

Os esplendcitos foram tratados com 5 pg/mL do mitéogeno Concanavalina A
(ConA)(Sigma-Aldrich), empregado como controle positivo de proliferacdo, 5 pg/mL de cada
proteina recombinante ou foram destituidos de estimulo (apenas meio), sendo este tratamento
empregado como controle negativo de proliferacdo. Como um controle a mais, esplenocitos
primados com uma rLIC, foram estimulados com a outra proteina recombinante, a fim de checar
se o estimulo ¢ especifico. Foi feita a cultura destas células por 48 h a 37 °C e 5% CO», em
atmosfera umidificada, e a taxa de proliferacao celular foi determinada em funcdo da replicacao
do DNA, medida pela incorporagdo de bromodesoxiuridina (BrdU), um analogo de base
nitrogenada timina, por um kit de ELISA colorimétrico-BrdU (Roche Diagnostic, Indianapolis,
IN).

As células foram incubadas por 2 h com BrdU para permitir a marcagdo do DNA
gendmico. Em seguida, anticorpo anti-BrdU conjugado com peroxidase (1:100) foi adicionado
e as células incubadas por 90 min. Solucdo de substrato para a enzima foi adicionada e foi feita
incubagdo a temperatura ambiente por 15 min; a reagdo enzimatica foi interrompida pela adicao
de H2SO4 1M e a densidade otica foi medida a 450 nm.

A andlise estatistica avaliou a diferenca entre as médias do tratamento no qual as
células foram estimuladas com a proteina, entre o grupo imunizado e grupo PBS (controle
negativo). Sendo detectada diferenca significativa, a analise estatistica foi entdo feita dentro do

grupo dos animais imunizados entre o tratamento com proteina e meio de cultura.
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3.17 Deteccao de anticorpos IgG e IgM em soros de pacientes diagnosticados com
leptospirose em fase inicial e fase convalescente da doenca

A deteccdo de anticorpos IgG e IgM anti-rLIC13059 e anti-rLIC10879 foram
realizados imobilizando os antigenos de interesse em placa de ELISA, neste caso as proteinas
recombinantes, compondo uma massa de 250 ng de proteina por pogo. Os soros humanos foram
empregados na diluicdo de 1:100 e os mesmo foram adsorvidos por 1 h em extrato de E. coli
10%. O anticorpo secundario, anti-IgG humano conjugado com peroxidase ou anti-IlgM
conjugado com peroxidase, foi empregado na dilui¢do de 1:10.000 e incubado por 1 h. Seguiu-
se a lavagem e a reatividade foi determinada por adi¢do de 1 mg/mL de OPD diluido em tampao
citrato-fosfato pH 5,0 contendo 0,1 % (vol/vol) de perdxido de hidrogénio (100 uL/pogo). Apds
10 min de incubag@o no escuro, a reagdo enzimatica foi finalizada por adigdo de 50 pl de solucao
4N de H>SOs. A intensidade da reagdo foi analisada em espectrofotometro, no comprimento de
onda de 492 nm.

Para a determinagdo da frequéncia de pacientes positivos para a presenga de
anticorpos, foi utilizado como limiar o valor de corte (cutoff value), o qual foi baseado na
densidade 6tica de 3 pools comerciais (Sigma-Aldrich) sendo calculado como a média dos
valores de absorbancia apresentados pelos individuos somada a 3 vezes o desvio padrdo. A
reatividade de cada soro foi realizada em duplicata, e os valores finais expressos correspondem

a média dos valores de densidade oOtica.

3.18 Preparo dos extratos proteicos de Leptospira spp.

Culturas de leptospiras previamente mencionadas foram crescidas por 1 semana e
entdo 20 mL foram centrifugados a 4 °C por 20 min, a 3.075 x g. O sobrenadante resultante foi
descartado e o sedimento foi lavado duas vezes com 5 mL de PBS Low-salt (PBSIs).

O sedimento resultante ao final das lavagens foi ressuspendido em 100 pL de PBS,

sendo esta aliquota empregada como extrato proteico total de Leptospira.

3.19 Separacao das proteinas por Western-blotting

As proteinas ou extratos a serem avaliados foram separados por SDS-PAGE e

transferidos para membrana de nitrocelulose “Hybond-ECL” (GE Healthcare) em sistema semi-
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tumido (GE) por 1 h a 0,8 mA por cm? em Tris-Glicina acrescido de 1,85% de SDS (tampao de
transferéncia). A eficiéncia da transferéncia foi avaliada por coloracdo de Ponceau S (Sigma).
A membrana foi entdo lavada e incubada com solugéo de bloqueio (PBS-T/leite desnatado 10%)
durante uma noite a temperatura de 4 °C.

A membrana foi lavada e logo apds foi incubada com anticorpo primario e
secundario, dependendo do experimento. Lavou-se novamente a membrana por 15 min com
PBS-T, ¢ as fragoes detectadas utilizando kit ECL Western Blotting Detection Reagents (GE
Healthcare). A quimiluminescéncia da reacdo da peroxidase conjugada aos anticorpos
secundarios foi detectada com auxilio do software Carestream Molecular Imaging (Carestream

Health, Inc.) acoplado ao aparelho Gel Logic 2200PRO.

3.20 Ensaios de localizaciio das proteinas nativas na bactéria

3.20.1 Acessibilidade a proteinase K (PK)

A digestdo enzimatica das proteinas localizadas na superficie de L.interrogans cepa
M20 foi feita segundo protocolo descrito por Pinne e Haake (2009), com algumas modificacdes.
Foi utilizada cultura de leptospiras crescida por uma semana, centrifugadas (3.075 x g por 20
min) e ressuspendidas em tampao de protedlise, contendo 10 mM Tris-HCI pH 8,0 e 5 mM
CaClb, compondo um total de 108 leptospiras/mL por tratamento.

Foram feitos diferentes tratamentos, mudando os tempos de contato com a proteinase K
(PK, Sigma), na concentracao de 40 pg/mL. Assim sendo, as bactérias foram incubadas a 37
°C, sob baixa agitacdo, durante 0 h (representando o tratamento sem degradagdo de proteinas
de superficie), 1 h e 3 h. Quando os periodos de incubagdo foram atingidos, a atividade da PK
foi cessada por meio da adicdo de 2 mM de PMSF, um inibidor de serino-protease, € as bactérias
centrifugadas e ressuspendidas em 100 pL PBSI/s.

Amostras dos diferentes tratamentos foram colocadas em camara de Petroff-Hausser
para contagem em microscopio de campo escuro, com o propodsito de normalizar a quantidade
de bactéria por amostra. Estas foram aquecidas a 96 °C por 5 min e separadas em gel de SDS-
PAGE. Seguiu-se a transferéncia para membrana de nitrocelulose, o bloqueio com PBS-T/10%
leite desnatado e, posteriormente, a deteccdo com antissoros. Os antissoros especificos
utilizados (na diluicdo de 1:500) foram os produzidos contra as proteinas recombinantes e
contra Dnak, utilizada como controle por se tratar de uma proteina citoplasmatica, a qual nao

¢ degradada por PK.
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3.20.2 ELISA de bactéria intacta

O antissoro policlonal produzido (item 3.14) foi utilizado para detectar a proteina nativa
de interesse em uma amostra de bactéria intacta, fixa em placa de ELISA.
Foram utilizados 10 mL de cultura de leptospiras (L. interrogans sorovar Copenhageni
cepa M-20) crescidas por uma semana, centrifugadas (3.075 x g por 20 min), lavadas e
ressuspendidas em PBS/s. Foi feito coating da placa com 107 bactérias por pogo em temperatura
ambiente por 16 h. A placa foi bloqueada com PBS/s + BSA (3%) por 2 h a 37 °C. Antes de
colocar o antissoro em contato com a bactéria, esses foram adsorvidos com extrato de E. coli,
por 1 h a 37 °C. Foi colocado o antissoro contra recombinante na propor¢ao de 1:500 e anti-
DnaK (proteina citoplasmatica) 1:1000, por 1 h a 37 °C. A placa foi lavada com PBS/s e foi
adicionado 100 puL por pogo do anticorpo secundario anti-IgG de camundongo conjugado com
peroxidade, na dilui¢do de 1:5000, ¢ a incubagdo procedeu por 1 h a 37 °C.
A reagdo enzimatica foi revelada pela adi¢do de 100 pL. de uma solugdo contendo 1
mg/mL de OPD (d-phenylenediamina, Sigma) diluido em tampao fosfato-citrato pH 5,0
contendo 1 ul./mL de peréxido de hidrogénio. Apos 10 min de incubagdo, a reagdo enzimatica
foi interrompida pela adicdo de 50 puL de solugdo de H2SO4 4N. A intensidade da reacdo foi

analisada em espectrofotometro, no comprimento de onda de 492 nm.

3.21 Ensaios de interacio aos componentes do hospedeiro

3.21.1 Ensaio de interacgdo das proteinas recombinantes aos componentes da matriz
extracelular e plasma

As macromoléculas empregadas nos estudos de interacdo foram laminina, e-caderina,
colageno tipos I e IV, fibronectina celular e plasmatica, vitronectina, elastina, plasminogénio,
fibrinogénio, fator H, C4BP, componentes do complemento e os controles negativos fetuina,
gelatina e BSA.

Cada um desses componentes foi diluido em PBS e adicionado em placa de ELISA (1
pg/pogo, exceto a e-caderina 0,5 pg/poco), os quais foram incubados por 16 h a 4 °C para
imobilizacdo. Apos esse periodo, as placas foram lavadas e entdo bloqueadas com PBS-T
acrescido de 1% BSA; as placas foram incubadas a 37 °C por 2 h.

A solucdo de bloqueio foi descartada, as placas lavadas e a cada poco foi adicionado 1
pg de cada proteina recombinante em 100 pL de PBS-T/BSA (1%), a fim de garantir o maximo

de especificidade as reagdes. A interagdo entre componente e proteina foi estendida por 2 h a
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37 °C, e entdo as placas foram lavadas trés vezes e a deteccdo das proteinas recombinantes
ligadas foi feita através da adicdo de poo! de soro policlonal produzido contra cada proteina
recombinante na diluigdo 1:2000 em 100 pL de PBS-T/BSA (1%). As placas foram incubadas
por 1 h a 37 °C, entdo novamente lavadas, e foram adicionados 100 pL por pogo do anticorpo
secundario anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidade, na diluigdo de 1:5000, ¢ a
incubagdo procedeu-se por 1 h a 37 °C. A reagdo foi revelada com substrato OPD conforme
mencionado anteriormente (item 3.20.2).

Para confirmacao da ligagdo, o mesmo experimento foi feito e a reatividade foi avaliada
pela utilizacdo do anticorpo monoclonal anti-His conjugado com peroxidase, utilizado na
diluigdo de 1:10.000 em PBS-T/BSA (1%). A reagédo enzimatica colorimétrica esta descrita no

item 3.20.2.

3.21.2 Curva de dose-resposta da ligagdo das recombinantes aos componentes

Para aqueles componentes aos quais foi verificada ligacdo significativa das
recombinantes, foi realizada uma curva de dose-resposta, a fim de caracterizar a liga¢do e
determinar a afinidade ao componente. Para isso, as placas de ELISA foram imobilizadas com
cada componente (como controle negativo foi utilizado BSA) e bloqueadas; entio foram
adicionadas concentragdes crescentes de cada recombinante, diluidas em PBS-T/BSA (1%). A
detecgdo da ligagdo foi realizada utilizando o anticorpo monoclonal anti-his na diluicdo de
1:10.000 em PBS-T/BSA (1%). O anticorpo anti-his ¢ conjugado com peroxidase, portanto a
detecgdo foi feita pela reacdo enzimatica de revelacdo, pela adi¢do de 100 uL. de uma solugdo
contendo 1 mg/mL de OPD (3-phenylenediamina, Sigma) diluido em tampao fosfato-citrato pH
5,0 contendo 1 plL/mL de peréxido de hidrogénio. Apds 10 min de incubacdo, a reacdo
enzimatica foi interrompida pela adi¢ao de 50 pL de solucdo de H2SO4 4N. A intensidade da
reacdo foi analisada em espectrofotometro, no comprimento de onda de 492 nm.

Os valores de absorbancia obtidos nas diferentes concentragdes foram utilizados para
calcular a constante de dissociacdo (Kp) de acordo com o método anteriormente descrito por
Lin et al.,(2009) com base na equacdo Kp= (Amax X [proteina])/ A) - [proteina] , na qual A ¢ a
absorbancia em uma determinada concentra¢do, Amax ¢ a absorbancia obtida na saturacdo da

ligacdo, [proteina] € a concentragdo de proteina.

3.21.3 Caracterizagdo da ligacdo das recombinantes a laminina
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Foi avaliada a importancia dos residuos de agucar da laminina na ligagcdo com a proteina
recombinante. Para isso, a laminina foi diluida em tampao contendo 50 nM de acetato de sodio
pH 5,0 na concentracdo de 10 pg/mL e imobilizada em placa de ELISA. Seguiu o tratamento
da laminina com diferentes concentragdes de metaperiodato de sodio (Sigma-Aldrich) de 0-100
mM por 15 min, a 4 °C, no escuro, para a oxidagdo dos agucares da macromolécula. Apds o
tratamento, as proteinas recombinantes foram adicionadas aos pocos, na concentragdo de 1
ug/poco e incubadas por 2 h a 37 °C. Apos trés lavagens com PBS-T, a deteccdo se deu por
adicdo anticorpo monoclonal anti-his na dilui¢do de 1:10.000. Apds incubagdo a placa foi
lavada e seguiu a reagdo enzimatica colorimétrica como descrito no item 3.21.2.

A analise estatistica foi realizada com a média dos valores de absorbancia obtida pela
ligacdo das proteinas recombinantes a laminina oxidada foi comparada com a média dos valores
de absorbancia obtidos pela liga¢do das proteinas recombinantes a laminina sem oxidagdo pelo

teste t-Student, sendo os valores P<(,05 foram considerados significantemente positivos.

3.21.4 Caracterizagdo da ligacdo das recombinantes ao plasminogénio

Foi avaliada a importancia dos residuos de lisina na interagdo entre as proteinas
recombinantes e o plasminogénio. Para tal, as proteinas recombinantes foram diluidas para 10
pg/mL em tampdo contendo diferentes concentragdes (2 € 20 mM) do analogo de lisina, o 4cido
6-aminocaproico (ACA) (Sigma). As solugdes entdo foram adicionadas aos pocos imobilizados
com plasminogénio (1 pg / pogo) e a deteccao da ligacao foi feita conforme acima mencionado.
Como controle de maxima ligagdo, foi utilizado um tratamento sem o andlogo de lisina (ACA).

Ap0s a interacdo, a deteccao da ligacdo das proteinas recombinantes ao plasminogénio
foi realizada utilizando o anticorpo anti-his na diluicdo de 1:10.000 em PBS-T/BSA(1%). A
deteccdo de ocorreu conforme mencionado no item 3.21.2.

A analise estatistica foi realizada com a média dos valores de absorbancia obtida pela
ligacdo das proteinas recombinantes incubadas com ACA foi comparada com a média dos
valores de absorbancia obtidos pela ligacao das proteinas recombinantes sem o competidor pelo

teste t-Student, sendo os valores P<0,05 foram considerados significantemente positivos.

3.21.5 Ensaio de atividade enzimdtica da plasmina
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Este experimento foi realizado para verificar se o plaminogénio ligado as proteinas
recombinantes consegue ser convertido a plasmina, na presenca de ativadores especificos.

Para tanto, o procedimento foi realizado conforme proposto por Vieira et al. (2009).
Em suma, as placas de ELISA foram incubadas com 1 pg de cada proteina recombinante ou
BSA (empregado como controle negativo) por pogo, em triplicata, lavadas 3 vezes com PBS-T
e bloqueadas com PBS-T/BSA (1%), por 2 ha 37 °C.

Em seguida, foi adicionado 1 pg de plasminogénio por poco, e este foi deixado
interagir com as proteinas imobilizadas por 2 h a 37 °C. As placas foram lavadas e a cada poco
foram adicionados 4 ng de ativador de plasminogénio tipo uroquinase (UPA-Sigma) e substrato
cromogénico para plasmina, D-valyl-leucyl-lysine-p-nitroanilide dihydrochloride (Sigma), na
concentragdo de 0,4 mM e volume final de 100 pL, em PBS. Foram incluidos controles, sendo
um dos componentes omitido (plasminogénio ou uPA ou substrato).

As placas foram incubadas por 16 h a 37 °C e a degradacao do substrato foi aferida por

meio de leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 405 nm.

3.21.6 Recrutamento de plasminogénio a partir do soro humano

O coating foi realizado em placa de ELISA, com 1 pg de cada proteina recombinante
ou com gelatina (controle negativo). Os pocos foram lavados trés vezes com PBS-T e
bloqueados por 40 min a temperatura ambiente com solucdo de bloqueio SuperBlock T20
(TBS) (Thermo Scientific). Descartado o bloqueio, houve a incubacdo com soro humano
comercial (Sigma-Aldrich) (0-20%) diluido em 100 pL de SuperBlock por 90 min a
temperatura ambiente. Depois da lavagem com PBS-T, a ligacdo da proteina recombinante ao
PLG foi detectada por anticorpo anti-PLG diluido (1:5000) em solucao SuperBlock por 1h a 37
°C. Depois da lavagem com PBS-T, foi incubado com anti-mouse IgG HRP-conjugado (1:5000)
(Sigma-Aldrich) diluido também em SuperBlock, por 1h a 37 °C. Os pogos foram lavados mais
trés vezes e a detecgdo se deu por adigdo de 100 uL de OPD (1 mg ml'") em tampdo citrato
fosfato mais 1 pL H>O, ml''. A reagdo foi interrompida apds 10 min de incubag¢io, por adi¢do
de 50 pL de H2SO4 (4N). A absorbancia foi medida em 492 nm em leitora de placa (Multiskan
FC; Thermo Scientific).

3.21.7 Inibicdo do codgulo de fibrina
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Diferentes concentragdes das proteinas recombinantes (5/ 2,5/ 1,25/ 0,625 puM) foram
incubadas com fibrinogénio (1 mg/mL) por 2 ha 37 °C. Foram colocados 90 pL da solucdo de
fibrinogénio mais proteina recombinante em cada pogo de uma placa de ELISA, bem como 10
pL de uma solucdo 10 U/mL de trombina (Sigma), para iniciar a formacdo do codgulo de
fibrina.

A reacdo foi prolongada por 45 min e foi empregado um controle negativo, no qual a
trombina foi omitida da reagdo, e um controle positivo, no qual ndo houve incubagdo do
fibrinogénio com a recombinante, ou seja, uma situagdo onde o coagulo se forma livre de
interferéncia.

A formacdo do coagulo de fibrina foi medida por meio da leitura da turbidez no

comprimento de onda de 595 nm em leitora de placa.

3.21.8 Avaliacao dos epitopos imunogénicos e da conformacgdo estrutural das proteinas

recombinantes na ligacdo com os diferentes componentes

Para o coating em placa de ELISA foi utilizado 1 ig de laminina (LAM), plasminogénio
(PLG) e fibrinogénio (FG) em 100 il de PBS e incubado 16 horas a 4 °C. A placa foi lavada 3
vezes com PBS-T, bloqueada com PBS-T contendo 1% BSA a 37 °C por 2 horas e,
posteriormente, lavada 3 vezes com PBS-T. Separadamente, a proteina recombinante foi
incubada com seu respectivo antissoro, na diluicao de 1:100, por 2 horas a 37 °C e, em paralelo,
as proteinas recombinantes foram desnaturadas por 10 min a 96 °C. Neste experimento, foram
utilizados trés controles, sendo: a proteina sem incubagdo prévia com anticorpo; a proteina
incubada com o antissoro de animais inoculados com PBS, antissoro nao imune; com a presenga
apenas do componente e o anticorpo secundario (anti-His). Apos o bloqueio a placa foi lavada
3 vezes com PBS-T e entdo foi adicionado 1 ig de proteina recombinante previamente incubada
com antissoro ou desnaturada a fim de medir a diminuicdo de ligagdo entre a proteina
recombinante ¢ o componente. A placa foi incubada por 2 horas a 37 °C, apds a 3 lavagens com
PBS-T, a ligacdo foi detectada utilizando o anticorpo monoclonal anti-His conjugado com

peroxidase na diluicdo de 1:10.000 e revelada por OPD conforme descrito anteriormente.

3.22 Teste de aglutinacio microscopica (MAT)



54

O teste de aglutinacdo foi feito de acordo com Faine et al., (1999). Em suma, 22
sorovares de Leptospira spp. foram empregados como antigenos: Australis, Autumnalis,
Bataviae, Canicola, Castellonis, Celledoni, Copenhageni, Cynopteri, Djasiman, Grippotyphosa,
Hardjo, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Patoc, Pomona, Pyrogenes,
Sejroe, Shermani, Tarassovi ¢ Wolffi. Todas as cepas foram mantidas em meio EMJH. Um
MAT+ ¢ definido pela demonstracdo aumento em 4X nos titulos de aglutinacdo em soros
pareados. Um MAT- ¢ considerado quando o titulo de aglutinacdo fica abaixo de 100.

Este ¢ um experimento rotineiro na Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia,

USP, Sao Paulo, SP, Brasil.

3.23 Analises estatisticas

Todos os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo. Teste t-Student
pareado foi usado para determinar a significancia da diferenca entre as médias, e um p-valor

abaixo de 0,05 indica uma diferenca estatisticamente significante.

3.24 Comité de Etica animal e humano

Todos os estudos com animais foram aprovados pelo comité de ética do Instituto
Butantan, Sao Paulo, SP, Brasil, sob o protocolo 1372/15. O Comité de Pesquisa Animal no
Instituto Butantan adota o guia do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal —- COBEA. O
presente trabalho também foi analisado pela CEUA — Comissio de Etica no Uso de Animais e
pela CEPSH — Comissdo de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, sob protocolo CEP-ICB

n°® 721/15.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anailise de bioinformatica dos genes selecionados

Tal como outras espiroquetas, as leptospiras tém um grande repertério de lipoproteinas
e proteinas de membrana que devem estar envolvidas na mediacdo das interacdes da célula
hospedeira. Dessa forma, o estudo de proteinas de membrana de Leptospira é importante.

Segundo o software LipoP (JUNCKER et al., 2003), todas os genes selecionados
codificam proteinas que possuem sitio de clivagem e que possivelmente serdo destinadas a
membrana da Leptospira. A maioria das lipoproteinas de Leptospira esta presente em sua
membrana externa (HAAKE et al., 2000). As proteinas relativas aos genes LIC13059 e
LIC10879 possuem sinal Spll, portanto trata-se de possiveis lipoproteinas, pois essa regido ¢é
reconhecida pela enzima peptidase sinal I, a qual é responsavel pela clivagem do peptideo sinal
e pela lipidacdo de residuos de cisteina. Ja a proteina relativa ao gene LIC13002 apresenta hélice
transmembrana (TMH), segundo o mesmo programa, portanto também serd localizada na
membrana da bactéria.

Adicionalmente, os softwares PSORT ¢ CELLO foram utilizados para definir a
localizacdo celular das proteinas, por meio de algoritmo funcional para bactérias gram-
negativas. De acordo com os resultados, a proteina codificada pelo gene LIC13002 esta alocada
na membrana externa com alta probabilidade. A proteina codificada pela LIC13059 foi dada
como proteina de membrana interna pelo PSORT e como periplasmatica pelo CELLO, ja a
proteina codificada pela LIC10879 ¢ predita como de membrana externa pelo PSORT e

periplasmatica pelo CELLO. Devido a sequéncia lipobox das espiroquetas exibirem mais
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plasticidade do que de qualquer outra bactéria, a aplicacdo de algoritmos de predi¢cdo existentes
para dados de sequéncia de Leptospira tem sido problematico (SETUBAL et al., 2006). A tabela

2 mostra resumidamente a analise por bioinformatica dos genes selecionados para o estudo.

Tabela 2 - Resumo da anélise por bioinformatica.

Gene ID PSORT CELLO LipoP
LIC13059 Membrana interna Periplasmatica Spll
LIC10879 Membrana externa Periplasmatica Spll
LIC13002 Membrana externa | Membrana externa TMH

NOTAS: Gene ID: identifica¢do do gene no genoma L. interrogans sorovar Copenhageni;

As proteinas codificadas pelos genes LIC13059 e LIC10879 foram quantificadas no
trabalho de protedmica quantitativa (MALMSTROM et al., 2009) na espécie de L. interrogans
sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 (virulenta) e apresenta cerca de 723 e 1600 copias
por bactéria, respectivamente. Diferentemente para a LIC13002, foi detectada, porém nao foi
possivel quantifica-la, pois o nimero de cdpias ficou abaixo do limite de detecgdo. Esses dados
corroboram com o estudo dos genes em questdo, uma vez que permite o conhecimento da
concentragdo das proteinas expressas em funcdo do estado celular.

Outra analise realizada foi pelos programas PFAM (SONNHAMMER; EDDY;
DURBIN, 1997) e SMART (LETUNIC et al., 2006; SCHULTZ et al., 1998), os quais avaliam
a presenca de dominios proteicos, responsaveis por desempenhar uma fungdo especifica.
Somente a proteina codificada pelo gene LIC13002 apresentou um dominio chamado de
Tolueno X, que esta relacionada ao catabolismo do tolueno e degradagdo de hidrocarbonetos
aromaticos. O fato de apresentar este dominio reforca que esta proteina deva estar localizada

na superficie bacteriana.

4.2 Anailise da presenca dos genes entre as diversas espécies e sorovares de Leptospira

Ha grande variedade de composicdo antigénica entre os diversos sorovares de
Leptospira (LEVETT, 2001), portanto proteinas que sejam conservadas entre suas diversas
espécies e sorovares sdo importantes quando se trata do estudo de uma proteina com potencial
vacinal.

Para avaliar a presenca dos genes estudados em outras espécies e sorovares foi
utilizada a ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1997), e para visualizagdo do grau de
similaridade foi realizado um alinhamento multiplo com as sequéncias ortdlogas. Dessa forma,

foi gerado um filograma a partir das sequéncias de aminodacidos, ilustrado na figura 6.
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Figura 6 - Filogramas obtidos pelo software Clustal Omega por alinhamento miltiplo das sequéncias de
aminoacidos. O filograma foi construido tendo como referencial a proteina codificada pela espécie
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 que esta destacado por um retangulo.
As porcentagens indicam a identidade da cepa em relagdo a cepa de referéncia. (A) Filograma da
LIC13059. (B) Filograma da LIC10879. (C) Filograma da LIC13002. Em azul estdo representadas as
espécies saprofiticas, em verde estdo representadas as espécies intermediarias e em vermelho, as
patogénicas.

Os filogramas foram construidos tendo como referencial a proteina codificada pela
espécie L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130, que é uma espécie
patogénica e virulenta. A partir do programa BLAST Protein, foram selecionadas sequéncias
em modo fasta, as quais foram alinhadas por grau de similaridade, pelo programa Clustal
Omega, disponivel em http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/. No filograma pode-se
observar a similaridade da proteina codificada pelo gene LIC13059 com as proteinas de cepas
patogénicas principalmente. Essa similaridade vai diminuindo ao comparar com proteinas de
cepas intermediarias (em verde) e saprofiticas (em azul). O mesmo acontece no filograma da
LIC10879, entretanto, pode-se observar um ortélogo na espécie L. biflexa sorovar Patoc (45%
de identidade), espécie saprofitica. Ja no filograma da LIC13002, pode-se observar na mesma
chave similaridade proteinas de espécies patogénicas, intermediarias e saprofiticas. No entanto,
apesar de estar na mesma chave do filograma, pode-se observar uma similaridade de apenas
50% com a espécie saprofitica, sugerindo que esta seja uma proteina diferente da original, a

qual esta sendo comparada.
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Pode-se inferir dos filogramas que as proteinas em estudo sdo bastante conservadas
principalmente em espécies patogénicas, o que sugere uma possivel participacdo na viruléncia
do patdgeno. Além disso, proteinas com alto grau de conservacdo in silico entre espécies
patogénicas sdo interessantes para estudo uma vez que ¢ fundamental para o desenvolvimento

de uma vacina.

4.3 Clonagem e expressdo das proteinas recombinantes

As sequéncias de DNA correspondentes aos genes LIC13059, LIC10879 e LIC13002
foram amplificadas pela técnica de PCR (Figura 7A e B), a partir do DNA genomico extraido
da cultura de L. interrogans sorovar Copenhageni, utilizando os oligonucleotideos descritos na
Tabela 1.

O amplicon de DNA obtido pela reagcdo de PCR foi utilizado para subclonagem em
vetor pGEM-T Easy (Promega). Apos transformagdo em bactérias competentes, clones
positivos selecionados por coloragdo azul/branco seguiram para extragdo de DNA plasmidial,
subsequentemente foram digeridos com as enzimas de restricdo que reconhecem os sitios
inseridos nas extremidades 5” dos oligonucleotideos, para certificagdo da presenca de insertos.

Os insertos foram removidos dos plasmideos recombinantes (P GEM-T Easy/inserto)
por ensaio de restricdo utilizando as enzimas de restricdo apropriadas, e os insertos foram
purificados do gel de agarose. Os tamanhos esperados para o inserto da LIC13059 ¢ de 636 pb,
da LIC10879 ¢ de 397 pb e da LIC13002 ¢ de 1326 pb, como representado na figura 7C.

B C M 1 2 3
1650 pb 1650 pb
1000 pb 1000 pb
650 pb

300 pb

Figura 7 - Analise dos genes de interesse em gel de agarose 1%, ap6s amplificacio. M- Marcador 1Kb plus
DNA Ladder (Invitrogen) A) Amplificagdo da LIC13059 a temperatura de 45 °C (1) ndo houve
amplificagdo; a temperatura de 50 °C (2) fragmento em 636pb; Amplificacdo da LIC10879 a
temperatura de 50 °C (3) e a temperatura de 55 °C (4), fragmento em 397pb. B) Amplificagcdo da
LIC13002 nas temperaturas de (1) 45°C; (2) 50 °C; (3) 55 °C com fragmentos em 1326pb. C) Gel de
agarose para analise da purificagdo dos insertos referente a LIC13059 (1); LIC10879 (2); LIC13002 (3).
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Com os insertos purificados, foi feita a ligacdo no vetor de expressdao pAE. Como este
vetor ndo possui um diferencial de sele¢@o para as coldnias positivas com o inserto, deve-se
fazer uma avaliacdo de diversas colonias, por meio de uma extragdo de plasmideo.

Apods extracdo rapida por fenol-cloroformio foram selecionados alguns clones
presumivelmente positivos, ou seja, que apresentaram um aumento de massa em relacdo as
vetor selvagem, o que caracteriza inclusdo do inserto de interesse no vetor.

Dos clones obtidos, foi escolhido um, o qual foi submetido a um ensaio de restrigdo
(Figura 8) e sequenciamento. As constru¢des foram sequenciadas e confirmou-se que as

sequéncias estavam em fase de leitura correta e ndo possuiam quaisquer tipos de mutagdes.

Figura 8 - Analise dos fragmentos de DNA apés ensaio de restricio das construcoes pAE/Insertos em gel
de agarose 1% . M- Marcador 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen) A) LIC13059 B) LIC10879 e C)
LIC13002. Sendo 1: plasmideo circular (pAE); 2: plasmideo circular digerido com Xhol; 3:
plasmideo circular digerido com Xhol e HindlIII; 4: pAE/inserto fechado; 5: pAE/inserto digerido
com Xhol; 6(A) pAE/inserto digerido com X#hol e HindlIII e a liberagdo do inserto em 636pb; 6(B)
pAE/inserto digerido com Xhol e HindIll e a liberagdo do inserto em 397pb; 6(C) pAE/inserto
digerido com Xhol e HindlIII ¢ a liberagdo do inserto em 1326pb.

4.4 Expressao das proteinas recombinantes

Apos a construgdo do vetor pAE com os genes de interesse, seguiu-se o trabalho de
obtencdo das proteinas recombinantes envolvidas neste projeto. Foi realizada a indugdo da
expressdo em cepas de E. coli BL21 Star (DE3) pLysS, utilizando IPTG como indutor em
concentragdes crescentes (0,01; 0,1 e 1 mM), conforme item 3.10.

As bactérias competentes foram transformadas e cultivadas até a fase log para a
inducdo da expressdo dos plasmideos recombinantes. Apds inducdo, as bactérias foram
centrifugadas e lisadas por sonicagdo em banho de gelo. As fragdes proteicas obtidas

(sobrenadante e sedimento) foram analisadas em gel de SDS-PAGE 12% e 15% (Figura 9).
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Figura 9 - Analise da expressio das proteinas recombinantes em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. A) Gel
a 12%, rLIC13059 aparente nas fragdes insoltveis. B) Gel a 15%, rLIC10879 aparente nas fracdes
insoluveis. C) Gel a 12%, rLIC13002 banda de intensidade fraca tanto nas fragdes soluveis quanto
nas insoluveis. M: padrdo de massa molecular. 1. Sobrenadante ndo induzido; 2. Sobrenadante
induzido com 0,01mM de IPTG; 3. Sobrenadante induzido com 0.1mM de IPTG; 4. Sobrenadante
induzido com 1mM de IPTG; 5. Fragdo insoluvel ndo induzida; 6. Fragdo insoluvel induzida com
0.01mM de IPTG; 7. Fragdo insoltavel induzida com 0.1mM de IPTG; 8. Fragdo insoluvel induzida
com ImM de IPTG.

Foi feito um ensaio de Western blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-His para
confirmar a expressao das proteinas recombinantes (Figura 10).
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Figura 10 - Ensaio de Western blotting das proteinas recombinantes utilizando anticorpo anti-his. As fra¢des
de interesse foram aplicadas a um gel SDS-PAGE e entdo transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, a qual foi incubada com anticorpo anti-his conjugado com peroxidase (1:10.000) para
detecg¢do das proteinas recombinantes. Tem-se as proteinas recombinantes apds a purificagdo (1)
rLIC13059 e (2) rLIC10879.

Pela analise da figura 10, tem-se as proteinas recombinantes apos a purificagao,
mostrando bandas majoritarias de reconhecimento pelo anticorpo monoclonal anti-His.

Na Tabela 3 estdo descritos o resultado dos calculos de massa molecular e pl teérico
das proteinas recombinantes que foram realizados a partir da composi¢cdo de aminodcidos do

cassete de expressao, utilizando o programa ProtParam (GASTEIGER, 2006).

Tabela 3 - Massa molecular e pl tedrico das proteinas recombinantes.



62

Gene ID | Massa molecular (kDa) | pI teodrico

LIC13059 25,61 6,07
LIC10879 16,13 6,58
LIC13002 49,57 8,33

NOTA: Gene ID: identificagdo do gene no genoma L. interrogans sorovar Copenhageni

4.5 Purificacio, didlise e andlise da estrutura secundaria das proteinas recombinantes

A purificagdo das proteinas recombinantes expressas em FE. coli foi feita por
cromatografia de afinidade ao metal, com a resina Chelating Sepharose (GE Healthcare) tratada
com niquel em sua forma cationica. Como o vetor de expressao pAE adiciona uma sequéncia
de seis residuos de histidina na extremidade N-terminal da proteina recombinante, esta se liga
a resina impregnada com niquel, via anel imidazolico presente na cadeia lateral da histidina,
permitindo que os contaminantes sejam removidos por sucessivas lavagens com tampdes
contendo baixa concentragdo de imidazol. A proteina recombinante ¢ eluida, por competicio,
em tampao contendo alta concentracdo de imidazol.

Como todas as proteinas foram expressas na forma insoliivel, como corpusculo de
inclusdo, estas foram solubilizadas em tampao de desnaturacao, contendo 8M ureia. A amostra
foi passada na coluna de purificacio com Chelating Sepharose e sucedeu a passagem de
sucessivos tampodes de renaturacdo, diminuindo a concentra¢do de ureia para IM. Apds a
renaturacao, seguiu-se as lavagens com tampodes Tris/NaCl pH 8,0 com quantidades crescentes
de imidazol (5, 20, 40 e 60 mM) com o intuito de retirar contaminantes proteicos da amostra de
proteina recombinante. A elui¢do se deu com o mesmo tampao, porém na concentragdo de 1M
de imidazol, conforme item 3.11. Nesta etapa, foi interrompida a continuidade do estudo com
a rLIC13002, a qual ndo foi possivel purificar pelos métodos laboratoriais disponiveis.

Apos didlise em tampdo fosfato 0,1% glicina, para a retirada de imidazol a
concentragdo das proteinas recombinantes foi estimada pela comparagdo destas com
concentragdes pré-estabelecidas de BSA, com uso do software GelQuant (DNR Bio-Imaging
Systems Ltda), que utiliza relagdes de densitometria para estimar a massa das bandas de
interesse. As concentragdes foram de 1,13 pg/puL para rLIC13059, 0,72 pg/uL para rLIC10879.
Contudo, tem-se 3,76 e 2,4 ng de proteina recombinante por litro de cultura induzida para a
rLIC13059 e para a rLIC10879, respectivamente.

Como esperado, bandas majoritarias de cerca de 25 e 16 kDa correspondentes as

proteinas rLIC13059 e rLIC10879, respectivamente, foram observadas em SDS-PAGE (Figura
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11A). Inclusive, nesta mesma figura, € possivel verificar a tendéncia da rLIC10879 em formar

dimeros.
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Figura 11 - (A) Anailise das proteinas recombinantes purificadas por SDS-PAGE. M: massa molecular. 1-
Banda referente a proteina recombinante LIC13059, 25,6 kDa. 2- Banda referente a proteina
recombinante LIC10879, 16 kDa. Analise de dicroismo circular (B) proteina rLIC13059,
tracejado dados experimentais e na linha continua os dados preditos pela analise da sequéncia de
aminoacidos no software CAPITO. (C) proteina rLIC10879. Medidos a 20°C em
espectropolarimetro, sendo apresentada a média de cinco medidas.

Com a obtengdo das proteinas recombinantes purificadas, sucedeu-se o dicroismo
circular (CD) para verificar se apdés o processo de desnaturacdo (pois as proteinas
recombinantes estavam em corpusculo de inclusdo), renaturagdo e purificagdo elas
apresentavam a conformagao esperada. O CD € uma técnica que permite o estudo dos elementos
(a-hélice, folha-f e estruturas randdémicas) de estrutura secundaria das proteinas em solucdo, os
quais contribuem para a formagao da estrutura terciaria.

Foram obtidos cinco espectros para cada recombinante e feito uma média, sendo esta,
analisada pelo programa CAPITO (WIEDEMANN; BELLSTEDT; GORLACH, 2013). Foi
possivel verificar que ambas as proteinas demonstraram um perfil estruturado, apresentando

estrutura secundaria predominantemente randoémica e folha-f3 (Tabela 4, figuras 11B e C).

Tabela 4 - Analise dos espectros de CD pelo programa CAPITO.

Proteina Folha-$ Randémico a-hélice
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rLIC13059 37% 57% 1%

rLIC10879 42% 59% 6%

4.6 Avaliacdes imunoldgicas

Apb6s a obtengdo das proteinas purificadas ¢ em sua conformagdo estrutural,
camundongos BALB/c foram imunizados pela via subcutinea com 10 pg de proteina
recombinante, adsorvidos em 2% Alhydrogel, utilizado como adjuvante. O uso de substancias
adjuvantes ou imunomuduladores pode aumentar a resposta imune. Os adjuvantes induzem
inflamacdo local e aumentam a expressdo de moléculas coestimuladoras e producdo de
citocinas, principalmente a IL- 12 que estimula o crescimento e a diferenciacdo dos linfocitos
T (KALIL; CUNHA-NETO; GUILHERME, 2008).

O protocolo foi de uma imunizacdo a cada 15 dias até completarem 3 imunizacdes. A
presenga de anticorpos IgG contra as proteinas recombinantes nos soros dos camundongos foi
avaliada a cada 15 dias, ap6s a aplicagdo de cada dose, por sangria retro-orbital. Foi observado
um aumento no titulo de anticorpo com o passar dos reforcos de doses.

Todas as proteinas promoveram altos titulos nos animais imunizados, sendo a proteina
rLIC13059 a mais imunogénica ao final de tr€s imunizagdes, com o titulo de 409.000, enquanto
a rLIC10879 apresentou titulo de 153.600. Nao foi detectada reatividade do soro dos animais
controle (imunizados com PBS e adjuvante). Os anticorpos gerados foram capazes de
reconhecer as proteinas recombinantes, o que ¢ demonstrado pela presenca de uma banda

majoritaria referente a cada proteina no ensaio de Western blotting (Fig. 12B).
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Figura 12 - Producio de IgG pela imunizacdo de camundongos BALB/c com as proteinas recombinantes.
(A) Em placa de ELISA foram imobilizados 250 ng por pogo de proteina recombinante. A placa foi
incubada com o antissoro obtido ap6s cada sangria de cada animal, numa dilui¢do de 1:200 e entdo
foi feita uma diluigao seriada até 1:409600. Entdo a interagdo entre a proteina e o antissoro produzido
foi sondada utilizando anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase na diluigdo de
1:5000. O titulo foi considerado a maxima dilui¢do que apresentou uma absorbancia maior que 0,1.
Os dados estao expressos em logaritmo de base 2. (B) Visualizagdo das proteinas recombinantes por
Western Blotting usando antissoro produzido pela imunizagdo de camundongos. 1- rLIC13059. 2-
rLIC10879. 0,5ng de cada recombinante foram aplicados em gel de SDS-PAGE e transferidos para
membrana de nitrocelulose. Esta foi incubada com o antissoro na propor¢do de 1:500, lavada e
posteriormente incubado com anticorpos anti-IgG de camundongos, conjugado com peroxidase, na
proporgao de 1:5000. A reagao foi revelada por quimioluminescéncia (ECL).

Foi avaliada também a capacidade dessas proteinas recombinantes de estimular os
esplendcitos de camundongos primados com essas proteinas recombinantes, pois, a ativacao de
células T pode favorecer a ativacdo de linfocitos B. Dessa forma, gerariam células de memoria
que sdo fundamentais para a montagem de uma resposta mais rapida na segunda exposi¢ao ao
antigeno (KALIL; CUNHA-NETO; GUILHERME, 2008).

As proteinas recombinantes induziram uma resposta celular, pois houve proliferacao
dos esplendcitos quando estes foram estimulados in vitro pelos antigenos (fig. 13). A
proliferacdo foi expressiva para as células obtidas do grupo imunizado com rLIC13059 e pouco
expressiva para o grupo rLIC10879. Entretanto, ao analisar o resultado em conjunto,
observamos que apesar da expressiva resposta das células do bago in vitro dos animais do grupo
LIC13059 quando estimuladas com a LIC13059, houve também proliferacio quando
estimuladas com a LIC10879, concluindo que a resposta ndo ¢ especifica para o estimulo. A
reacdo teve como controle positivo a Concavalina A, um mitoégeno, o qual estimulou fortemente
as células do baco a se multiplicarem, gerando uma absorbancia de aproximadamente 2 (dados

nao mostrados).
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Figura 13 - Avaliacio das respostas celulares apresentada pelos camundongos imunizados com as
proteinas recombinantes. A proliferacdo de linfocitos foi analisada a partir de células de bago
de camundongos imunizados com PBS (animais controle), LIC13059 e LIC10879. As células
foram cultivadas e entdo estimuladas com meio RPMI (controle negativo), mitogeno ConA
(controle positivo, Spug/mL, dados ndo mostrados) ou proteina (5 pg/mL). A resposta de
proliferacdo foi medida pelo ensaio colorimétrico ELISA BrdU. Os valores representam o valor
de OD +desvio padrdo de dois experimentos independentes. As comparagdes para analise
estatistica foram feitas pelo teste t-Student entre o tratamento proteina e meio, dentro do grupo
dos animais imunizados (*p<0,05 e ***p<0,001).

4.7 Reatividade da proteina recombinante com soro de pacientes

As proteinas recombinantes foram colocadas em contato com soros de pacientes
acometidos com leptospirose com o intuito de avaliar se anticorpos presentes nestes seriam
capazes de reconhecer os antigenos de estudo. Dessa forma ¢ possivel inferir se as proteinas
nativas sdo expressas durante a infec¢do, produzindo reagdo imunolédgica no paciente.

A reatividade das proteinas foi avaliada com amostras de soro de ambas as fases da
doenga, ou seja, na fase inicial (MAT-) e na fase convalescente (MAT+). Foi testado um total
de 20 amostras pareadas para cada recombinante. As amostras foram consideradas reativas
quando apresentaram valores maiores do que o estabelecido pelo cutoff, calculado a partir da
reatividade de um pool de soros comerciais, pertencente a individuos saudaveis.

Conforme a figura 14, a rLIC13059, quando utilizada como antigeno imobilizado e
avaliada a reatividade frente aos soros de pacientes acometidos de leptospirose, apresentaram:
70% e 80% nas fases MAT- e MAT+, respectivamente.

Quando utilizada como antigeno imobilizado, a rLIC10879, apresentou 85% de
respondedores no MAT +, relativo ao paciente na fase convalescente da leptospirose, € 80% no

MAT-, relativo a fase inicial da doenca, porém com baixa densidade Optica.
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Os anticorpos IgM também foram avaliados dos soros dos pacientes, entretanto nao

houve resultados significativos (dados ndo mostrados).
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Figura 14 - Reatividade de soro de pacientes diagnosticados com leptospirose com as proteinas
recombinantes rLIC13059 e rLIC10879. As proteinas rLIC13059 (A) e rLIC10879 (B) foram
imobilizadas em placa de ELISA (250 ng/poco) e incubadas com soro pareados de pacientes
diagnosticados com leptospirose, na fase convalescente (MAT+) e inicial (MAT-), na dilui¢do
de 1:100. A deteccdo da reatividade foi feita por incubacdo com anti-IgG humano conjugado com
peroxidase (1:10.000). Os respondedores sao considerados como aqueles acima do valor cutoff
(linha horizontal), definida como a média somada a trés vezes o desvio padrao de 3 amostras de
soro de pacientes saudaveis obtidos comercialmente.

Contudo, os resultados obtidos sugerem que as proteinas selecionadas participam
em algum momento da infecgdo e apresentam epitopos que sdo importantes para o
reconhecimento imune dos hospedeiros. Vale a pena ressaltar que o teste diagnostico padrao
atualmente utilizado (teste de aglutinagdo microscopica) ndo € capaz de detectar a doenga na
fase inicial, MAT-, e essas proteinas apresentaram reatividade elevada, principalmente a
rLIC10879. Portanto, os dados sugerem o potencial dessas proteinas como marcador

diagnostico.

4.8 Presenca das proteinas em diferentes espécies e sorovares de Leptospira spp.

Foi avaliada a presenca das proteinas nativas LIC13059 e LIC10879 em extratos de
Leptospira por Western blotting.

E possivel verificar na figura 15, a reatividade do antissoro produzido contra a proteina
recombinante nos diferentes extratos proteicos de leptospiras, detectando a proteina nativa no
extrato da bactéria. Esses resultados corroboram com os resultados do filograma, pois a proteina
referente a LIC13059 (figura 15A) estd presente nas cepas patogé€nicas, apesar de nio ser

detectada a proteina nas espécies L. santarosai e L. borgpetersenii, ¢ ausente na cepa saprofitica
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(L.biflexa sorovar Patoc). Ja para a proteina LIC10879 (Fig. 15B), observa-se a detec¢ao da
proteina nativa pelo antissoro produzido contra a proteina recombinante em todas as espécies,
exceto na saprofitica L. biflexa (45% de identidade, dados Blast Protein) e, inusitadamente, foi

possivel detectar o dimero da proteina nativa em algumas espécies.
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Figura 15 - Deteccdo da proteina nativa em extratos de Leptospira spp. Extratos totais de leptospiras de
diferentes espécies e sorovares foram separadas por SDS-PAGE, transferidas para membranas e
incubadas com antissoro anti-rLIC13059 (A) ou rLIC10879 (B) (1:500) e entdo, anti-IgG de
camundongo conjugado com peroxidase (1:5.000). A reacdo foi revelada por quimioluminescéncia
(ECL).

4.9 Ensaios de localizacao

Foram realizados ensaios de localizagdo celular para verificar se as proteinas codificadas
pelos genes LIC13059 e LIC10879 estdo localizadas na membrana externa da bactéria. Para
esse fim, foram realizados experimentos de acessibilidade por proteinase K e ELISA de bactéria

intacta.
4.9.1 Acessibilidade a proteinase K (PK)

A avaliacdo da clivagem proteolitica de proteinas expostas se d4 com a incubagdo da
bactéria intacta e viaveis com a PK, uma serino protease de amplo espectro. Logo apos a
exposicdo, faz-se um extrato proteolitico de bactéria, separa-se em SDS-PAGE, transfere para

nitrocelulose e incuba com o antissoro produzido para cada proteina recombinante.
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Figura 16 - Western Blotting para avaliacdo da acessibilidade da PK. Culturas de L.interrogans sorovar
Copenhageni cepa M20 foram colocadas em contato com 40 pg de PK em tampao de protedlise e a
reagdo foi interrompida depois de diferentes tempos, com PMSF. Centrifugou e ressuspendeu o
pellet em PBSIs. Quantificou em microscopio de campo escuro para normaliza¢do da quantidade
nas diferentes amostras. Foi adicionado tampao de SDS-PAGE e aquecido a 96°C. Aplicou-se no
gel de poliacrilamida e transferiu-se para membrana de nitrocelulose. A detecgdo da proteina nativa
na bactéria foi feita com antissoro especifico para cada amostra, anti-DnaK (proteina
citoplasmatica), anti-rLIC13059 e anti-rLIC10879, e posteriormente detectado com anti-IgG de
camundongo conjugado com peroxidase. Revelado por quimioluminescencia e detectado em
aparelho Carestream. Analise por densitometria. Realizada por quantificagdo dos pixels no
programa GelQuant. A porcentagem de integridade foi medida em relagdo a amostra Oh.

Dessa forma, pode-se observar que o controle negativo de degradacdo, a DnakK, proteina
citoplasmatica, apresenta pouca degradacdo apds 3 h de incubagdo, confirmando que ¢ uma
proteina ndo exposta (GUERREIRO et al., 2001) porém sugere-se também a incubagdo
prolongada com a PK pode ter prejudicado a integridade dessas bactérias. J4 a proteina
codificada pelo gene LIC13059 mostrou-se exposta, sendo observada degradagdo da mesma
apos exposicao das bactérias a serino protease. Diferentemente, para a proteina codificada pela
LIC10879, observa-se que o mondmero de 16 kDa ndo ¢ degradado pela PK, indicando que ndo
¢ exposto; ja o dimero de 32 kDa sofreu degradacao expressiva, nos levando a concluir que a
proteina exposta encontra-se na forma de dimero. Pela andlise de densitometria das bandas
obtidas pelo western blotting ap6s uma hora, verifica-se a porcentagem de integridade das
proteinas nativas, sendo de aproximadamente 50% para a LIC13059 e para o dimero da
LIC10879; nao foi verificada a redugdo de sinal de detecg¢@o para o mondmero da LIC10879 e

nem para o controle negativo da reacao.
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4.9.2 ELISA de bactéria intacta para detec¢do de antigeno na superficie

Para avaliacdo da localizagdo celular das proteinas em estudo, em placa de ELISA foi
imobilizada cultura de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa M20 (atenuada por passagens
em cultura) a qual foi incubada com antissoro policlonal para cada proteina (1:500) (anti-
rLIC13059 e anti-rLIC10879). Para detecgdo foi utilizado anti-IgG de camundongo (1:5000)

conjugado com peroxidase. Como controle, foi ocultado um dos componentes do sistema.
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Figura 17 - Ensaio de ELISA de bactéria intacta detectado com antissoro contra cada proteina
recombinante. Em placa de ELISA foram imobilizadas Leptospiras na concentragio de 10°/mL em
tampao PBS/s. Entdo foram adicionados os antissoros respectivos de cada proteina recombinante,
exceto em um tratamento (L+S) e foi adicionado o anticorpo contra IgG de camundongo conjugado
com peroxidase. Os termos utilizados foram, L para Leptospira, P para anticorpo primario (anti-
recombinante) e S para o anticorpo secundario anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase.
Para analise estatistica, foi realizado teste t-Student, em comparacdo com o ensaio de DnaK

(*p<0,05 e **p<0,0002).

Observa-se pelo grafico da figura 17 que a proteina codificada pela LIC10879 € mais
abundante, visto a maior absorbancia em relacdo a DnaK, proteina citoplasmatica que ndo ¢
detectada na superficie da bactéria. Ja a proteina codificada pela LIC13059, apesar de um sinal
menor, ¢ também considerada exposta, pois pela andlise estatistica realizada, o resultado ¢

significantemente maior do que o controle negativo, DnaK.

4.10 Ensaios com componentes do hospedeiro

Inicialmente foram realizados ensaios de interacdo das proteinas recombinantes com
componentes da matriz extracelular (MEC), componentes do plasma do hospedeiro e com um
receptor de superficie de célula de mamifero, a e-caderina. Ap6s identificar os componentes do
hospedeiro que interagiram com as recombinantes, foi definida a afinidade da recombinante ao

componente, pelo calculo da constante de dissocia¢do, Kp. No entanto para algumas interagdes
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nao foi possivel determinar o Kp, pois a interacdo ndo foi saturdvel, apesar de ser dose-
dependente.

A caracterizagdo da ligag@o a laminina se deu por oxidacao dos residuos de acticar da
laminina e a influéncia na ligacdo & recombinante. Além disso, foi a interagdo com esse
componente que gerou os nomes dados as proteinas recombinantes em estudo, sendo a
rLIC13059 denominada Lsa25.6 e a rLIC10879 denominada Lsal6, proveniente de Leptospira
surface adhesin seguida pelo massa molecular de cada recombinante, em kDa.

Nosso laboratdrio descreveu a primeira proteina de Leptospira que se liga a laminina, a
Lsa24 (BARBOSA et al., 2006). Depois dessa, muitas outras proteinas foram descritas, sendo
as mais atuais: Lsad44 ¢ Lsa45 (FERNANDES et al., 2014), Lsa32 (DOMINGOS et al., 2015),
Lsa37 (SILVA et al., 2016), Lsal4 e Lsal9 (FIGUEREDO et al., 2016).

Para avaliar se a ligacdo do PLG se da entre os dominios Kringle do PLG e os residuos
de lisina das proteinas recombinantes, foi caraterizada a ligacdo ao plasminogénio (PLG) via
acido aminocaproico (ACA). Foi avaliada também a capacidade do PLG, na superficie da
bactéria, transformar-se em PLA (serino protease) quando na presenga do uPA. Essa
determinacdo se deu de forma indireta pela degradacdo do substrato cromogénico pela PLA
gerada. Ademais foi avaliada a capacidade de cada recombinante em recrutar o PLG presente
no soro humano normal comercial.

Como as duas recombinantes interagiram com o fibrinogénio, foi avaliada a capacidade
de inibir a formagdo do coagulo de fibrina, quando colocado fibrinogénio e trombina na
presenga de cada recombinante separadamente. Somente a Lsa25.6 foi capaz de inibir a
formacao do coagulo de fibrina.

Por fim, foi avaliada a interacdo com o receptor de superficie de célula de mamifero, a
e-caderina, e somente a Lsal6 apresentou alta absorbancia nessa interagdo. Sugerindo entdo ser
um ligante desse receptor que pode desencadear uma sinalizagdo para dentro da célula e a perda
da integridade intercelular (EVANGELISTA et al., 2014), o que facilitaria a disseminagdo da

bactéria pelos tecidos.

4.10.1 Interagdo das proteinas recombinantes a componentes da matriz extracelular
(MEC), plasma e receptor de célula de hospedeiro

A ades@o das Leptospiras aos componentes do tecido do hospedeiro ¢ entendida como
um passo inicial e necessario para a infec¢do e patogénese da bactéria. A ligacdo as células do
hospedeiro e a componentes da matriz extracelular ¢ necessaria para que a bactéria consiga

penetrar, disseminar-se e persistir nos tecidos.
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Dessa forma, as proteinas recombinantes foram avaliadas quanto a sua capacidade de
interacdo com componentes da matriz extracelular, com um receptor celular e com
componentes do plasma. Como controle de auséncia de interacdo, foram empregados gelatina,
BSA e fetuina (componente altamente glicosilado). Observa-se, pela figura 18, que todos os
controles apresentaram baixos valores de absorbancia.

Para isso, foi imobilizado um micrograma de cada componente em placa de ELISA,
com exce¢do da e-caderina que foi imobilizado 0,5 pg/poco, e incubado com um micrograma
de proteina recombinante por 2 horas a 37 °C. Apos lavagens, as proteinas ligadas foram
detectadas pelo anticorpo policlonal seguido de anti-IgG conjugado com peroxidase, que
confere cor a solucdo. Para confirmar a ligacdo, o experimento foi repetido e detectado com o
anticorpo monoclonal anti-His, o qual ja é conjugado com a peroxidase.

A proteina Lsa25.6 (fig. 18A) mostrou interagdo significante com laminina,
plasminogénio e fibrinogénio. Ja a Lsal6 (fig. 18B) mostrou interagdo significativa com
laminina, plasminogénio, fibrinogénio, C4BP e fatores do complemento. As duas proteinas

recombinantes mostraram interagdo forte com o plasminogénio.
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Figura 18 - Avaliacdo da interacio das proteinas recombinantes com componentes da matriz extracelular e

componentes do soro. (A) Lsa25.6 (B) Lsal6. Placas de ELISA foram imobilizadas com 1 pg de
elastina, colageno tipos I e IV, laminina, plasminogénio, fibronectina celular e plasmatica,
vitronectina, fibrinogénio, fator H , C4BP, componentes do complemento e com os controles
negativos gelatina, fetuina e BSA. Entdo, 1 pg da proteina recombinante foi adicionado por pogo ¢ as
placas foram incubadas por 2 h a 37 °C. A deteccdo da ligacdo foi feita através da incubagdo com
antissoro anti-proteina recombinante (1:2000), seguida de incubagdo com anti-IgG de camundongo
(1:5000). Em outra placa, preparada igualmente, foi detectada com anti-his (1:10.000). Em (C) temos
a interagdo das recombinantes com e-caderina. Foi imobilizado 0,5 pg do componente e entdo foi
incubado 1 pg das proteinas recombinantes. A detecg¢@o foi realizada com anti-his (1:10.000). Os
dados representam o valor da média + desvio padrdo de uma triplicata, e sdo representativos de trés
experimentos independentes. Para analise estatistica, a ligagdo das proteinas recombinantes a cada
componente foi comparada aos controles negativos, embora o p-valor apresentado neste grafico se
refira a comparagdo com o BSA, pelo teste t-Student (*p<0,05 e **p<0,01).



74

Posteriormente, foi avaliada a interagdo das proteinas recombinantes a e-caderina, um
receptor de superficie de células de mamiferos, principalmente células epiteliais, responsavel
por manter a juncdo célula-célula integra, por ancoragem intercelular. Ja foi descrito
(EVANGELISTA et al., 2014) que somente espécies patogé€nicas possuem a capacidade de se
ligar as caderinas. Interessantemente, a Lsal6 mostrou forte interacdo com a e-caderina
(fig.18C). Portanto, ¢ sugerido que essa proteina, na superficie da bactéria, participe de forma

efetiva no processo de invasdo dos tecidos.

4.10.2 Curva de dose-resposta

Para definir a afinidade da ligacdo das proteinas recombinantes aos componentes, foi
feito um ensaio de dose-resposta, no qual o componente imobilizado foi incubado com
concentragdes crescentes da proteina recombinante.

Observa-se nos graficos da figura 19 que as proteinas recombinantes apresentaram
ligacdo dose-dependente e saturavel a todos componentes mostrados, sendo eles: laminina,
plasminogénio e fibrinogénio, exceto na ligacdo do fibrinogénio com a Lsa25.6 que ndo
apresentou saturag@o, por isso ndo se pode calcular a constante de dissociacdo. A ligacdo da
Lsal6 a e-caderina nao foi saturavel, assim como sua ligacdo ao fibrinogénio. Ja a interagdo
com outros componentes com densidade oOtica baixa ndo apresentaram ligagdo dose-
dependente, como no caso do C4BP. Os valores da constante de dissociacdo (Kp) estdo

apresentados na Tabela 5.
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Figura 19 - Curvas de dose-resposta da ligacdo das proteinas recombinantes aos componentes (A)
Laminina, (B) Plasminogénio, (C) Fibrinogénio e (D) E-caderina. Os componentes imobilizados
foram incubados com concentragdes crescentes das proteinas recombinantes; cada ponto foi feito
em triplicata e expresso como a média £ o desvio padrdo. O BSA foi incluido como um controle
negativo. Os graficos expressam valores de absorbancia x concentrag@o de proteina recombinante
em puM. A detecgao da ligagao foi feita por incubag@o com anti-his (1:10.000) e deteccao por OPD,
a leitura foi realizada em 492 nm.

Tabela 5 - Constantes de dissociaciio (Kp) das proteinas recombinantes e ligantes.

Proteina/ Laminina Plasminogénio Fibrinogénio
Componente Kp (nM) Kp (nM) Kp (nM)
Lsa25.6 675+ 200 678 £208 370 £ 100
Lsal6 2977 + 148 127 £ 11 Nao saturavel
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Quanto aos componentes da matriz extracelular, Lsa25.6 e Lsal6, ao contrario de
algumas proteinas que sdo apenas ligantes de laminina, como Lsa24 (BARBOSA et al., 2006)
e Lsa20 (MENDES et al., 2011), mostraram um espectro maior de ligantes, o que também
ocorre para outras proteinas, como Lsa2l (ATZINGEN et al., 2008), LipL32 (HOKE et al.,
2008), TlyC (CARVALHO et al., 2009), OmpL37 (PINNE; CHOY; HAAKE, 2010), Lsa66
(OLIVEIRA et al., 2014) e Lsa30 (SOUZA et al., 2012). Os valores de Kp apresentados pela
Lsa25.6 em relagdo a laminina sdo baixos quando comparados a Lsal6, entretanto, quando
comparada outras adesinas ja publicadas, apresenta valores de Kp intermediarios. Ja a Lsal6
apresentou um Kp de aproximadamente 3000 nM em relacdo a laminina, o que caracteriza uma
baixa especificidade de ligagao.

Contudo, a cinética de dose-dependéncia de cada ligante a proteina Lsa25.6 ¢
especifica e uma ligacdo saturavel aos componentes imobilizados foi observada, satisfazendo
as propriedades de uma interagdo tipica receptor-ligante. Ja para a Lsal6, a cinética de dose-
dependéncia, apesar de saturavel em alguns casos, apresentada altos valores de Kp , o que
caracteriza baixa especificidade de ligacdo, exceto quando se trata da ligacdo ao plasminogénio,
com baixo Kp e alta afinidade ao componente.

A afinidade da proteina Lsal6 ao plasminogénio ¢ alta em comparacdo a Lsa25.6 e
algumas proteinas ligantes de plasminogénio como OmpL1 (FERNANDES et al., 2012), Lsa20
(MENDES et al., 2011). Ja em comparacdo a outros ligantes de plasminogénio, como Lsa26,
Lsa23 , Lsa36 (SIQUEIRA et al., 2013), Lsa46 (TEIXEIRA et al., 2015), Lsa66 (OLIVEIRA
et al., 2014) apresenta uma afinidade menor e Kp relativamente maior.

Pela primeira vez no nosso grupo, foi constatado a interagdo de uma proteina
recombinante a um receptor de superficie, do tipo caderina (fig. 19 D). A interagdo da Lsal6 a
e-caderina apresentou ligagdo dose-dependente entretanto ndo saturavel. E um resultado
interessante, visto que essa molécula é responsavel pela integridade do tecido e é sugerido que
uma ligagdo a este componente, in vivo, pode desencadear uma sinalizagdo em cascata para
dentro de célula e consequente perda da integridade do tecido (EVANGELISTA et al., 2014),

o que facilitaria a disseminac¢do da bactéria e caracterizaria um mecanismo de patogé€nese.
4.10.3 Caracterizacgdo da ligacdo das proteinas recombinantes a laminina
A laminina, uma proteina heterotrimérica de aproximadamente 800 kDa, ¢ um

componente funcional principal da matriz extracelular, contribuindo para o desenvolvimento e

manutencdo do tecido. A arquitetura Unica da laminina ndo ¢ atualmente passivel de
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determinac¢do em alta resolucdo, uma vez que os seus segmentos flexiveis e estreitos complicam

tanto a cristalizacdo como a reconstru¢do de uma unica particula por microscopia eletronica

(ARMONY etal., 2016).

Como citado anteriormente, a adesdo das recombinantes a laminina foi caracterizada.

Para isso, foi utilizado o metaperiodato de so6dio, o qual oxida os residuos de glicidicos da

laminina. As proteinas recombinantes foram colocadas em contato com a laminina oxidada e a

ligacdo da laminina integra (0 mM de metaperiodato de sddio) com a recombinante foi

comparada com a ligacdo da laminina tratada com diferentes concentra¢des do agente oxidante

(1,6 — 100 mM de metaperiodato de sdédio) com a recombinante.
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Figura 20 - Participacdo dos residuos de carboidratos da laminina na ligacio com as proteinas
recombinantes. Um micrograma por poco de laminina foi imobilizado em placa de ELISA e tratado
com concentragdes crescentes de metaperiodato de sédio (0 — 100 mM), por 15 min a 4 °C, para a
oxidacdo dos carboidratos presentes na laminina. Depois, foi adicionado 1pg/poco das proteinas
recombinantes, (A) Lsa25.6 e (B) Lsal6. A detecgao foi feita por anti-his conjugado com peroxidase.
Os valores representam a média de uma triplicata de absorbancias em 492 nm + desvio padrio.
Representativo de dois experimentos independentes. Para os célculos estatisticos a ligagdo das
proteinas recombinantes a laminina sem tratamento com metaperiodato de sodio foi comparado aos
pontos em que houve tratamento, pelo teste t-Student (p<0,05).

Pela figura 20 observa-se que somente a Lsal6 apresentou diferenga na ligacdo apos o

tratamento da laminina com metaperiodato de sodio. Pode-se inferir que o tratamento com o

agente oxidante altere a estrutura da laminina, expondo sitios de ligacdo a Lsal6, e portanto

aumentando a ligagdo da recombinante no componente.

4.10.4 Caracterizacgdo da ligacdo das proteinas recombinantes ao plasminogénio

interajam com residuos de lisina em receptores de diversas bactérias (LAHTEENMAKI;

KUKKONEN; KORHONEN, 2001). Estes dominios também participam da ligacdo do

J4 esta bem estabelecido que os dominios kringle do plasminogénio frequentemente

M sal6
DOBSA
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plasminogénio a L. interrogans sorovar Copenhageni cepa L1-130, uma vez que o analogo de
lisina, acido aminocaprdico (ACA), quase inibiu totalmente a interacdo entre a bactéria e o
plasminogénio (VIEIRA et al., 2009). Baseado nessas referéncias, a participacao dos residuos
de lisina na ligacdo das proteinas recombinantes ao plasminogénio foi avaliada.

A interacdo entre as proteinas e o plasminogénio foi bastante reduzida pela adicao do
analogo de lisina (Figura 21), sugerindo que a ligacdo entre estes se deve principalmente pela
interagdo entre os dominios kringle do plasminogénio ¢ os residuos de lisina presentes nas

proteinas.
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Figura 21 - Influéncia dos residuos de lisina na ligacio das proteinas recombinantes ao
plasminogénio. Plasminogénio (1 pg/poco) foi imobilizado, e entdo foram adicionadas as
proteinas recombinantes (1 pg/pogo), coincubadas com acido aminocaproico (ACA, 2 e 20
mM). Apds interacao, a detecgdo da ligagdo das proteinas ao plasminogénio foi feita por meio
da utilizagdo de anti-his (1:10.000), conjugado com peroxidase. A verificagdo da significancia
da redugdo foi feita por meio do teste t-Student, em comparagdo com o tratamento sem
inibi¢do (¥*p<0,001 e ***p<0,0005).

4.10.5 Conversdo do plasminogénio a plasmina

Plasmina (PLA) ¢ o componente central do sistema fibrinolitico, com a fung¢ao principal
de clivar fibrina. E uma serino-protease de amplo espectro, contribui para varios processos
fisiologicos e patogénicos, incluindo migracdo celular, remodelamento de tecido, trombdlise,
cicatrizacdo de feridas e progressdo de cancer. O plasminogénio (PLG) ¢ uma glicoproteina
produzida no figado e presente em altas concentragdes no plasma (~2 uM). Este é convertido
em plasmina pela clivagem de uma ligagdo peptidica pelo ativador de plasminogénio do tipo
tecidual (tPA) ou pelo ativador de plasminogénio do tipo uroquinase (uPA). tPA ¢ produzido
principalmente por células endoteliais e conduz a ativagdo da fibrin6lise no sangue. Ja o uPA ¢
produzido por muitos tipos celulares e € o principal ativador associado com a membrana celular

(VIEIRA; NASCIMENTO, 2015).
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Estudos sugerem que espiroquetas ndo apresentam mecanismos endoégenos para
ativacdo do PLG. Borrelia e Leptospira adquirem PLA in vitro somente por adi¢cdo de fatores
exogenos. Entretanto, foi mostrado que leptospiras estimulam células endoteliais in vitro a
produzir e secretar altos niveis de uPA e tPA, o que foi demonstrado pelo soro de pacientes
doentes apresentar niveis elevados de ambos ativadores quando comparado a pacientes
saudaveis. A ligacdo do PLG as espiroquetas ¢ um fendmeno muito difundido, uma vez que
varias espécies de organismos estudados pode interagir com essa molécula do hospedeiro.
Leptospiras expressam proteinas que interagem com o PLG, exibindo uma expressio
diferencial entre bactéria atenuada e virulenta, sugerindo a participacdo de fatores de viruléncia
na aquisicdo do PLG. A associacdo de PLA com a superficie externa da leptospira conduz a
clivagem proteolitica de fibronectina e laminina, que sdo constituintes da membrana basal.
Dessa forma, leptospiras sdo patdgenos altamente invasivos que podem penetrar pela pele
umida intacta ou ferida para iniciar a infec¢do, sendo o sistema PLG/PLA um importante
mecanismo de patogénese para esta bactéria (VIEIRA; NASCIMENTO, 2015). A conversdo
do PLG ligado a L. interrogans em plasmina, bem como sua atividade proteolitica, foi descrita
pela primeira vez pelo nosso grupo de pesquisa (VIEIRA et al., 2009).

Pelos resultados obtidos (fig. 22) pode-se concluir que o plasminogénio ligado as duas
proteinas recombinantes ¢ passivel de ser convertido a plasmina. Portanto, pode ser que estas

proteinas tenham um papel na patogénese e na invasao dos tecidos pela bactéria.
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Figura 22 - Geracdo de plasmina pela ativacio do plasminogénio ligado as proteinas recombinantes.
A gerag@o de plasmina pelo plasminogénio ligado as proteinas recombinantes foi avaliada por
ELISA; As proteinas imobilizadas (1pg/pogo) receberam os seguintes tratamentos:
plasminogénio+uPA+Substrato especifico, ou controles nos quais um dos componentes foi
omitido. BSA foi empregado como controle negativo. As barras representam o valor médio
de absorbancia no comprimento de onda de 405 nm, como uma medida da clivagem do
substrato, = o desvio padrdo de trés replicatas e sdo representativas de dois experimentos
independentes. A significancia estatistica ¢ dada em relagdo ao BSA, por teste t-Student
(*p<0,001).
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4.10.6 Proteinas recombinates recrutam plasminogénio a partir do soro humano

Foi apresentada anteriormente, a habilidade das proteinas recombinantes em questdo
interagirem com os componentes purificados. Entretanto, avaliamos também a capacidade de
cada proteina recombinante captar o plasminogénio do soro humano comercial (Sigma-
Aldrich), por ELISA, pois ja foi descrito que somente cepas virulentas podem recrutar o PLG
diretamente do soro humano (VIEIRA et al., 2009). As proteinas recombinantes foram
imobilizadas em placas e incubadas com diferentes concentragcdes de soro humano saudavel
comercial. A ligacdo foi detectada usando anticorpo especifico anti-PLG e anti-mouse

conjugado com peroxidase.

0,8 -
0,7+
0,6 -
0,5-
0,4-
0,3 -
0,2
0,1 -

[ 4

= [ .5a25.6
== 5216

Abs. 492 nm

Gelatina

0 "' o e — - T T .| T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Soro Humano (%)

Figura 23 - As proteinas recombinantes recrutam PLG de forma dose-dependente. Um micrograma de
proteina recombinante foi imobilizado, em placa de ELISA, e incubado com diferentes concentragdes
(0-20%) de soro humano saudavel comercial (Sigma). Gelatina foi usada como controle negativo de
ligacdo. A ligagdo foi detectada com antissoro policlonal anti-PLG (1:5000) e, depois de lavagens,
com antissoro anti-mouse (1:5000) conjugado com peroxidase. Cada ponto representa a média de
absorbancia de uma triplicata a 492 nm + desvio padrdo, e ¢ representativo de dois experimentos
independentes.

Como apresentado na figura 23, as duas proteinas recombinantes apresentaram um perfil
dose-dependente e ndo apresentam saturag@o nas concentragdes testadas. Dessa forma, as duas
proteinas recombinantes sdo capazes de recrutar o PLG do soro humano, sendo a Lsa25.6 mais
eficiente na ligacdo, entretanto, quando se trata do PLG purificado, a Lsal6 apresenta maior

eficiéncia na ligacao.
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4.10.7 Inibicdo do codagulo de fibrina pelas proteinas recombinantes

Uma das manifestacdes mais graves da leptospirose inclui um sério quadro
hemorragico (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010), e um dos possiveis mecanismos
para a explicacdo do aparecimento destes sintomas ¢ que as leptospiras se ligariam ao
fibrinogénio, dificultando ou impedindo a formacdo do coagulo de fibrina. De fato, as
leptospiras se ligam ao fibrinogénio (CHOY et al., 2007; PINNE; CHOY; HAAKE, 2010) e
algumas proteinas de superficie exercem uma diminui¢do na formagdo do coagulo de fibrina
(LIN et al., 2011). Foi demonstrado pela primeira vez pelo nosso grupo, que as leptospiras
quando ligadas ao fibrinogénio, impedem a formagao do coagulo de fibrina (OLIVEIRA et al.,
2013).

Foi verificado o efeito da ligagdo das proteinas recombinantes ao fibrinogénio em
relagdo a formagdo do coagulo de fibrina. Conforme apresentado na figura 24, a proteina
Lsa25.6 ligada ao fibrinogénio é capaz de reduzir a formagdo do coadgulo de fibrina,
apresentando uma redugao significativa quando se compara a porcentagem do coagulo na regido
de saturagdo. Ja a proteina Lsal6 ndo mostrou qualquer efeito na formacdo do codgulo de
fibrina.

Assim, esta proteina pode contribuir no quadro hemorragico apresentado durante as

manifestagdes severas da leptospirose.
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Figura 24 - Inibicao do coagulo de fibrina pelas proteinas recombinantes. (A) Lsa25.6 (B) Lsal6. Fibrinogénio
(1 mg/mL) foi incubado com a diferentes concentragdes de proteina recombinante (5, 2,5; 1,25 ¢ 0,62
uM) por 2 h, a 37 °C, e entdo foram adicionados 90 uL dessa solugdo a cada pogo de uma placa de
ELISA, mais 10 pL de trombina (2 U/mL). O controle positivo se refere ao fibrinogénio mais
trombina, e no controle negativo esta Gltima foi omitida. (C) Comparagdo entre as porcentagens do
coagulo em fungdo da concentragdo das proteinas recombinantes foi feita pelo teste t-Student
(*¥**p<0,001, **p<0,01, *p<0,05).
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4.10.8 Avaliacao dos epitopos imunogénicos e da conformacgdo estrutural das proteinas

recombinantes na ligacdo com os diferentes componentes

Foi realizado este ensaio para avaliar se os sitios de interagdo da proteina recombinante
com os componentes que elas interagem sdo os mesmo sitios de ligacdo do antissoro policlonal
(epitopos), os quais foram produzidos em camundongos BALB/c imunizados com a propria
proteina recombinante. Além disso, foi avaliada a contribui¢do da estrutura da proteina para a
ligacdo ao componente, ou seja, determinar se o sitio de ligacdo ao componente € estrutural ou
linear. Para isso, a proteina com 100% de ligagdo ao componente foi empregada com controle
positivo da reacdo. Foi observado para a Lsa25.6 aproximadamente 90% de reducdo da ligagao
a laminina ocorre a presenca do antissoro policlonal, sugerindo que os epitopos imunogénicos
sd0 os mesmos relacionados a adesdo da recombinante a laminina. Com relagdo ao
plasminogénio, observa-se uma reducdo de aproximadamente 70% da interacdo da
recombinante a0 PLG quando incubado previamente com antissoro policlonal. Para o
fibrinogénio, a incubagdo com antissoro reduziu 80% a ligacdo ao componente. A Lsa25.6
desnaturada reduziu a ligacdo com todos os componentes, sugerindo que os sitios de ligacao
aos componentes sdo estruturais ¢ dependem da conformagdo para a interagdo com o
componente.

Ja, esta analise, para a Lsal6, observou-se que houve redugao da ligagdo com a presenca
do antissoro para os componentes laminina e plasminogénio. Para o componente fibrinogénio,
ndo houve alteracdo de ligagdo com a prévia incuba¢do com antissoro. A desnaturagdo da
recombinante reduziu a interagdo com todos os componentes, demonstrando que se trata de

sitios estruturais de ligacdo a esses componentes.
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Figura 25 - Avaliacao dos epitopos imunogénicos e da conformacio estrutural das proteinas recombinantes
na ligacdo com os diferentes componentes. (A) Em placa de ELISA foram imobilizados 1 pg de
laminina por pogo. Entdo foram adicionados 1 pg de proteina recombinante, previamente incubado
com o antissoro (anti-recombinante), ou (antissoro ndo imune) ou sem adi¢do de anticorpo (sem
antissoro), em seus respectivos pogos. Apds a incubag@o, o antissoro foi sondado utilizando o
anticorpo anti IgG de camundongo conjugado com peroxidase. O mesmo foi realizado em (B)
utilizando o componente plasminogénio ¢ em (C) utilizando o componente fibrinogénio. Para os
calculos estatisticos a ligagdo das proteinas recombinantes aos componentes sem tratamento foi
comparado aos pontos em que houve tratamento, pelo teste t-Student (* p<0,05).
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5 CONCLUSOES

A andlise por bioinformatica foi importante para predizer a localizagdo, detectar o
peptideo sinal, a respectiva enzima de clivagem e para a selecdo das proteinas deste estudo.
Experimentos de localizagao, como PK e ELISA de bactéria intacta, foram fundamentais para
corroborarem com os resultados in silico. Dessa forma, selecionar proteinas de membrana
externa e bem conservadas, ¢ importante, visto que sdo alvos vacinais promissores por terem a
vantagem de induzir uma resposta imune cruzada entre diferentes espécies e sorovares.

As duas sequéncias codificadoras estudadas, LIC13059 ¢ LIC10879, foram encontradas
em diferentes espécies de Leptospira spp., principalmente nas espécies patogénicas, como
mostram o filograma e o Western Blotting dos extratos de diferentes espécies. Os genes foram
clonados, e suas respectivas proteinas recombinantes expressas em E. coli BL21(DE3)Star
pLysS na forma de corptisculos de inclusao.

Ap6s estudos de estrutura, as proteinas recombinantes foram capazes de promover
resposta imune humoral em modelo animal. Além disso, mostraram-se capazes de interagir, de
forma dose-dependente, com componentes na matriz extracelular, do plasma e receptor celular
do hospedeiro, como a laminina, o plasminogénio, o fibrinogénio e a e-caderina. Pelo ensaio de
bloqueio com antissoro da ligacdo ao componente, sugere que alguns epitopos estdo localizados
ao lado ou dentro dos dominios de interacdo. Além disso, foi demonstrado que sdo sitios
estruturais de ligacdo a esses componentes.

Esses resultados indicam que as proteinas L.sa25.6 e Lsal6 podem estar envolvidas no
processo de colonizagdo e invasdo do hospedeiro pela Leptospira, além disso, sugere-se que
elas sejam expressas durante a infeccdo. De forma inédita, foi caracterizada a proteina
recombinante, Lsal6, capaz de interagir com a e-caderina, um receptor de superficie
responsavel pela juncdes célula-célula do hospedeiro, sugerindo envolvimento dessa proteina
no contato inicial da bactéria com o hospedeiro. A interacdo da proteina Lsa25.6 com o
fibrinogénio e a subsequente inibi¢do do coagulo de fibrina pode sugerir o envolvimento dessa
proteina em manifestacdes hemorragicas em pacientes com leptospirose. Ja a Lsal6, que tem
alta afinidade pelo plasminogénio purificado, porém uma afinidade menor do que a outra
proteina recombinante quando o PLG ¢ captado do soro humano. Dessa forma, mostraram-se
capazes de ligar esse componente e ajudar a Leptospira a se tornar um organismo proteolitico,
evadindo o sistema imunoldgico e atingindo sitios secundarios de colonizagdo, por meio do

sistema PLG/PLA.
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