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RESUMO

SILVA, L. P. Clonagem, expressdo e caracterizacdo de provaveis proteinas de membrana
identificadas no genoma de Leptospira interrogans. 2016. 78 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo, 2016.

A leptospirose € uma zoonose bastante disseminada, causada por bactérias patogénicas do género
Leptospira. A doencga apresenta um amplo quadro de manifestacGes clinicas em humanos,
variando desde febre, calafrios, dor de cabeca e muscular, até uma condigdo mais severa,
conhecida como sindrome de Weil, caracterizada por hemorragia, faléncia renal e ictericia. No
Brasil e outros paises da América Latina, a doenga tem se tornado um grave problema de saude
publica, sendo associada ao rapido crescimento populacional, ao aumento de favelas, as
enchentes e a falta de saneamento basico. Estas condi¢des favorecem a proliferacdo de roedores,
principais vetores de transmissdo da leptospirose. O sequenciamento do genoma completo dal.
interrogans sorovar Copenhageni, a obtencdo e caracterizagdo de proteinas potencialmente
envolvidas na patogénese desta bactéria, como lipoproteinas e proteinas de membrana externa,
por técnicas de DNA recombinante, podem fornecer dados importantes sobre a interacdo
patdgeno-hospedeiro. Desta forma, foram selecionados dois genes de L. interrogans sorovar
Copenhageni, LIC10821 e LIC10064, tendo como critério a predicao de localizagdo das proteinas
na membrana. A sequencia codificadora LIC10821 mostrou-se a mais frequente em diferentes
espécies patogénica de Leptospira e ausente na espécie saprofitica. Os fragmentos referentes aos
genes foram clonados no vetor pGEM-T Easy e subclonados no vetor de expressdo pAE, que
acrescenta a sequéncia de 6 residuos de histidina na extremidade N-terminal das proteinas
recombinantes. As proteinas recombinantes foram expressas em E.coli. A proteina rL1C10821 foi
expressa em forma de corpasculos de inclusdo esolubilizada com ureia; ja a proteina rLIC10064
foi obtida na forma soltvel. Apds purificacdo e dialise, foi verificado por dicroismo circular que
as proteinas recombinantes apresentavam estrutura secundaria. As proteinas recombinantes
promoveram resposta humoral e auséncia de resposta celular emcamundongos BALB/c
imunizados. Resultados de imunofluorescéncia, protedlise por proteinase K e ELISA de bactéria
intacta, sugerem que os dois genes codificam para proteinas localizadas na membrana externa da
bactéria. A proteina recombinante rLIC10821 foi reconhecida por soros de pacientes
diagnosticados com leptospirose. Em ensaios de adesdo, a proteina rL1C10821 foi capaz de se
ligar ao plasminogénio, sendo esta interacdo dose-dependentes e saturavel. A proteina rLIC10821
também mostrou ligacdo dose-dependente a laminina e ao fibrinogénio. A interacdo com o
fibrinogénio é capaz de reduzir a formacdo do coagulo de fibrina. J& a proteina rLIC10064 ndo
apresentou ligacdo com nenhum dos componentes do hospedeiro testados. Estes resultados
sugerem que a proteina rLIC10821 por estar exposta e interagir com componentes do hospedeiro
pode estar envolvida no processo de patogénese da bactéria.A interacdo da proteina rLIC10821
com o fibrinogénio, diminuindo a formacdo do coagulo de fibrina, pode sugerir 0 envolvimento
desta proteina no quadro hemorragico presente na leptospirose severa.

Palavras chave: Leptospira. Leptospirose. Proteinas recombinantes.



ABSTRACT

SILVA, L. P. Cloning, expression and characterization of probable membrane proteins
identified on the Leptospira interrogans genome. 2016. 78 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo, 2016.

Leptospirosis is a highly disseminated zoonosis, caused by pathogenic bacteria of genus
Leptospira. The disease presents a broad spectrum of clinical manifestations in humans, ranging
from fever, chills, muscular pain and headaches, to a more severe condition, known as Weil
syndrome, characterized by hemorrhage, renal failure and jaundice. In Brazil and other countries
in Latin America, the disease has become an important public health problem, due to the rapid
growth of population, increase of slums, flooding events and the lack of sanitary measures. These
conditions favor the proliferation of rodents, the main reservoir of leptospires. The annotation of
the genome sequences of L. interrogans serovar Copenhageni, the identification and
characterization of proteins, potentially involved in pathogenesis of the bacteria, such as
lipoproteins and outer-membrane proteins, by recombinant DNA techniques, can provide
important data about the pathogen-host interactions. Thus, two coding sequences ofL. interrogans
serovar Copenhageni, L1C10821 and LIC10064, were selected based on their predicted cellular
location. The LIC10821 gene was moreconserved than LIC10064 among different species and
serovars of pathogenic Leptospira. The corresponding DNA fragment of the genes was cloned
into pGEM-T Easy vector and subcloned in expression vector pAE, which adds a tag of six
histidine residues at the N-terminus of the recombinant proteins. The recombinant protein
rLIC10821 was expressed in E. coli as inclusion bodies, and solubilizedwith urea. The protein
rLIC10064 was expressed in its soluble form. After purification and dialysis, the recombinant
proteins presented secondary structure contents, as evaluated by circular dichroism assay. The
recombinant proteins elicited mainly humoral response in immunized BALB/c mice.
Immunofluorescence,experiment with intact bacteria and proteinase K proteolysis data suggest
that the two genes encode for proteins located at thesurface of Leptospira. The recombinant
protein rLIC10821 was recognized by positive leptospirosis human serum samples. Binding
assays were performed, and the rLIC10821 protein was able to interact with plasminogen, being
this interaction dose-dependent and saturable. rLIC10821 also binds to fibrinogen and laminin in
a dose-dependent manner. The protein rLIC10064 was not capable of binding to any of the tested
human components. The results suggest that the corresponding rL1C10821 in Leptospira, due to
its location and the capacity to interact with human host components, may be involved in the
pathogenesis process. Additionally, rLIC10821 binds to fibrinogen, reducing fibrin clot
formation, and might be involved in the hemorrhagic process observed in severe leptospirosis.

Keywords: Leptospira. Leptospirosis. Recombinant proteins.
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1 INTRODUCAO
1.1 Microbiologia e biologia celular de Leptospira spp.

Leptospiras sdo espiroquetas de aproximadamente 0,1 um de diametro e entre 6-20 um de
comprimento, podendo compreender tanto espécies patogénicas quanto saprofiticas pertencentes
ao género Leptospira, familia Leptospiraceae e ordem Spirochaetales (FAINE et al., 1999).
Essas bactérias sdo facilmente distinguidas de outras espiroquetas por apresentarem uma
caracteristica morfoldgica peculiar, uma curvatura em suas extremidades que faz a bactéria se
assemelhar a um ponto de interrogagéo (FAINE et al., 1999; L1 et al., 2000).

As Leptospiras ndo sdo coradas pelo método de Gram. Comumente sdo coradas por sais
de prata ou observadas diretamente em microscopia Gtica de campo escuro, ou contraste de fase
(FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001).

Possuem crescimento lento tanto em meio de cultura sélido quanto liquido. O crescimento
Otimo dessas bactérias é observado em temperaturas entre 28 °C e 30 °C em meio suplementado
com acidos graxos de cadeia longa, vitamina B1 e B12 e sais de aménio (FAINE et al., 1999;
KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009).

Os acidos graxos sao utilizados como fonte de carbono e energia, degradados por meio de
B-oxidacdo. O meio de cultura comumente utilizado no cultivo de leptospiras é o meio
Ellinghausen-McCullough/Johnson-Harris (EMJH), que contem &cido oleico, albumina sérica e
polisorbato (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001).

Uma caracteristica das Leptospiras € compartilhar caracteristicas tanto de bactérias Gram-
negativas, quanto Gram-positivas. Possui uma membrana dupla e presenca de lipopolissacarideos
(JACKSON et al.), presente nas bactérias Gram-negativas, ao passo que a forte associacdo da
membrana plasmatica com a parede celular composta de peptideoglicanos é uma caracteristica
semelhante a de bactérias Gram-positivas (FAINE et al., 1999; KO; GOARANT; PICARDEAU,
2009) (Figura 1). O LPS presente na membrana é um grande diferencial das leptospiras em
relagdo as outras espiroquetas como Treponema pallidum, T. denticola e Borrelia burgdorferi
(BOON HINCKLEY et al., 2005; HAAKE; MATSUNAGA, 2010).
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Figura 1. Estrutura e composi¢cdo da membrana de Leptospira spp.A membrana das leptospiras s&o compostas
pela membrana citoplasmatica (MI, membrana interna), espaco periplasmatico (EP), onde se localizam os flagelos
periplasmaticos, e pela membrana externa (ME), composta pelas proteinas expostas e pelos lipopolissacarideos. As
leptospiras possuem caracteristicas tanto de bactérias Gram-positivas, forte associacdo da camada de peptideoglicano
com a MI, quanto de Gram-negativas, presenca de LPS na membrana externa.

Fonte: Fernandes et al., 2015

O LPS das leptospiras possui estrutura e resposta imune similar ao LPS de outras
bactérias Gram-negativas. Porém, é cerca de 12 vezes menos toxico do que o de E. coli (FAINE
etal., 1999).

S&o bactérias extremamente mdveis, contendo dois flagelos periplasmaticos que partem
das extremidades da célula e terminam no centro (BHARTI et al., 2003; CHARON;
GOLDSTEIN, 2002; LIAO et al., 2009). Apesar de ser uma caracteristica presente tanto em
bactérias patogénicas quanto em bactérias saprofiticas, a motilidade pode ser considerada um
fator de viruléncia, visto que bactérias recém isoladas possuem uma maior mobilidade quando
comparadas com bactérias mantidas em condic¢Ges in vitro (ELLIS et al., 1983). Esta maior
mobilidade indica uma facilidade de deslocamento em meios semelhantes aos tecidos conjuntivos
(L1 etal., 2000).
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1.2 Classificacédo e Taxonomia

As Leptospiras possuem duas classificacdes distintas. A sorologica, baseada na resposta
imune heterogénea para os diversos LPS presentes na membrana da bactéria (ADLER; DE LA
PENA MOCTEZUMA, 2010), pela qual as Leptospiras sdo agrupadas em 24 sorogrupos e 250
sorovares de acordo com o teste de microaglutinacdo (MAT) (LEVETT, 2001; PLANK; DEAN,
2000).

A classificagdo genética, indica a existéncia de 19 espécies, sendo 13 patogénicas e 6
saprofiticas. Esta classificacdo foi feita por hibridizacdo de DNA. As principais espécies
causadoras da leptospirose sdo: L. interrogans, L. borgpetersenii, L. santarosai, L. noguchi, L.
weilii, L. kirschneri e L. alexanderi (AHMED et al., 2006). Aproximadamente metade dos
sorovares patogénicos séo classificados em L. interrogans ou L. borgpetersenii (BRENNER et
al., 1999).

Analise filogenética de genes de rRNA 16S sugere a diferenciacdo das leptospiras em 3
grupos distintos, patogénicas, saprofiticas e intermediarias (LEVETT, 2001; PEROLAT et al.,
1998). Baseando-se nesta classificacdo, o grupo das espécies saprofiticas (L. biflexa, L.wolbachii,
L. kmetyi, L. meyeri, L. vanthielii, L. terpstrae, e L. yanagawae) forma o ramomais afastado
filogeneticamente, enquanto o grupo das espécies patogénicas engloba 8espécies (L. interrogans,
L. kirschneri, L.borgpetersenii, L. santarosai, L. noguchii, L. weilii,L. alexanderi, and L.
alstonii). Outro ramo evolucionario é compreendido pelo grupo daschamadas espécies
intermediéarias (L. inadai, L.broomii, L. fainei, L. wolffi, L. licerasiae), oqual contém espécies de
patogenicidade pouco estabelecida (BHARTI et al., 2003; KO; GOARANT; PICARDEAU,
2009; LEVETT, 2001).

1.3 Génomica e Biologia Molecular

O sequenciamento de duas espécies patogénicas de Leptospira (L. interrogans e L.
borgpeterseenii) e da espécie saprofitica (L. biflexa) forneceu um grande avanco no entendimento
da biologia basica e do processo de patogénese desta bactéria (BULACH et al., 2006;
NASCIMENTO et al., 2004a; NASCIMENTO et al., 2004b; PICARDEAU et al., 2008; REN et
al., 2003).
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Comparagdo dos genes entre 0os genomas sequenciados revela que existem 2052 genes
preditos em comum (PICARDEAU et al., 2008). Os genomas de L. interrogans e L.
borgpetersenii contém aproximadamente 3400 e 2800 genes preditos (excluindo-se transposons e
pseudogenes), dos quais 656 ndo sdo encontrados em L. biflexa, a qual possui muitos genes que

codificam para proteinas de percepcao ambiental e de metabolismo.

1.4 Leptospirose

A leptospirose é uma zoonose globalmente disseminada causada por espécies patogénicas
de bactérias pertencentes ao género Leptospira, acomete tanto homens quanto animais,
principalmente cées, gado, e porcos (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

A infeccdo de humanos e animais pode ocorrer diretamente com o contato com urina
contaminada ou indiretamente, por meio do contato principalmente com &gua ou solo
contaminado. Nos grandes centros urbanos os principais animais carreadores das leptospiras sdo
os roedores, excretando uma grande quantidade de bactérias vivas mesmo meses ap6s a infeccao
inicial.

Os sintomas da doenca podem variar, sendo que na fase inicial da doenca, a pessoa
infectada apresenta febre, calafrios, dor de cabeca e muscular. Nos casos severos, a doenca pode
evoluir para a sindrome de Weil, que ocorre em 5-15% dos casos com uma taxa de mortalidade
de 5-40%, tendo como caracteristica a faléncia multipla de érgdos, ictericia, meningite,
hemorragia, disfuncdo renal, e hepatica e colapso cardiovascular (BHARTI et al., 2003,
LEVETT, 2001).

A sindrome pulmonar hemorragica associada a leptospirose (LPHS), primeiramente
descrita na Coreia e China(PARK et al., 1989), se tornou foco de especial atengcdo apds um
grande surto desta forma severa da doenca em Nicaragua, no ano de 1995 (TREVEJO et al.,
1998). Subsequentemente, a LPHS emergiu como uma das principais causas de febre
hemorragica em paises em desenvolvimento (MACIEL et al., 2008; MAROTTO et al., 1999;
PANAPHUT; DOMRONGKITCHAIPORN; THINKAMROP, 2002).

Uma das caracteristicas deste quadro é o sangramento intenso dos pulmdes e dano
tecidual agudo, indicando que a patogénese desta sindrome pode ser diferente da sindrome de

Weil (KO et al.,, 1999). No entanto, estd sindrome pode ser subdiagnosticada em regides
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altamente endémicas (MCBRIDE et al., 2005; SEGURA et al., 2005). Os sintomas podem ser
moderados e pouco especificos, incluindo dor no peito, tosse e dispneia, que aparecem
geralmente entre o0 quarto e sexto dia da doenca. Além disso, a severidade da forma respiratdria
da leptospirose ndo esta associada a presenca de ictericia. Os indices de mortalidade de LPHS
podem chegar a 30-70%, e a morte se da em até 72 horas apds o aparecimento dos sintomas
(NICODEMO et al., 1997; YERSIN et al., 2000).

Os pacientes que desenvolvem LPHS apresentam altas concentragdes de DNA de
leptospira nos pulmdes (SEGURA et al., 2005), embora o nimero de bactérias intactas seja
pequeno (NICODEMO et al., 1997).

A severidade da leptospirose esté relacionada a cepa ou sorovar infectante de Leptospira
envolvidos e para algumas cepas o tamanho do indculo pode ser impactante,assim como a idade e
imunidade do individuo infectado (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001).

1.5 Epidemiologia da doenca

Anualmente, sdo relatados a FUNASA/MS cerca de 3.000 casos, sendo que este nimero
pode ser subestimado, considerando que muitos casos de leptospirose ndo sdo relatados aos
Orgaos de saude, devido ao dificil diagndstico ou falta de atendimento.

A doenca é endémica em paises tropicais e subtropicais, sendo mais frequente em paises
em desenvolvimento onde ocorrem sazonalmente surtos epidémicos principalmente nas regides
urbanas (BHARTI et al., 2003); estes surtos estdo ligados as péssimas condi¢cdes de saneamento
béasico ea grande incidéncia de chuvas e enchentes que promovem maior disseminacao da doenca.
Nos paises desenvolvidos, a doenca esta relacionada as atividades ocupacionais (servicos de agua
e esgoto, agricultura e pecuéria, veterinarios, entre outros)e recreacionais (SAKATA et al., 1992).

A leptospirose tem sido considerada uma doenca infecciosa reemergente, principalmente
na Nicaragua, Brasil, india, Malésia e outras regides tropicais e subtropicais (CRUZ; VARGAS;
LOPES, 2009; SARKAR et al., 2012).
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1.6 Diagnostico e tratamento

Para sermos capazes de controlar uma doenca infecciosa é essencial a presenca de um
teste diagnostico funcional, confiavel, sensivel e barato (PALANIAPPAN; RAMANUJAM;
CHANG, 2007).

O teste de Microaglutinacdo (MAT) é o teste padrdo para o diagndstico de leptospirose,
sendo sensivel ao sorovar ou sorogrupos de Leptospira spp.(FAINE et al., 1999). Entretanto, este
diagndstico ndo é capaz de detectar a doenca em sua fase inicial, pois busca a presenca de
anticorpos contra os LPS de Leptospira spp., principalmente do tipo 1gG, os quais sdo gerados
em 5-7 dias apds a exposicdo com o patogeno (PALANIAPPAN; RAMANUJAM; CHANG,
2007).

DiluicOes seriadas do soro do paciente sdo misturadas com suspensfes vivas de
Leptospira spp., o titulo do soro é considerado a diluicdo maxima onde a aglutinacdo é 50%
(LANGSTON; HEUTER, 2003). Apesar de atender algumas das caracteristicas, como a alta
sensibilidade e especificidade (BHARTI et al., 2003; CUMBERLAND; EVERARD; LEVETT,
1999), este teste é demorado, feito em laboratorios de referéncia e exige pessoas capacitadas para
execucdo e pode variar 0 resultado de acordo com o laboratério (BHARTI et al., 2003;
CHAPPEL et al., 2004; VIJAYACHARI; SEHGAL, 2006).

Este teste ndo consegue diferenciar os anticorpos gerados por infeccdo ou vacinacao, se
tornando um problema no caso de animais, visto que vacinas veterinarias sdo compostas de uma
preparacdo de leptospiras mortas ou inativadas (NAIMAN et al., 2001; VERNEL-PAUILLAC,;
MERIEN, 2006; WANG; JIN; WEGRZYN, 2007).

Existem opc¢bes para o diagndstico durante a fase inicial da doenca, enquanto ndo é
possivel realizar o teste MAT. Durante a fase de leptospiremia, enquanto as leptospiras ainda se
encontram na corrente sanguinea, podemos observar as bactérias em amostras clinicas em
microscopia Otica de campo escuro, porém trata-se de um método pouco preciso (LEVETT,
2001; TURNER, 1970). Além disso, podem ocorrer interpretacdes errbneas, visto que as
espiroquetas em geral possuem um movimento Browniano muito semelhante a fibrina (FAINE et
al., 1999; TURNER; MOHUN, 1970).

Outra alternativa, é o isolamento de bactérias da urina ou do sangue, no caso do sangue as

amostras devem ser recolhidas enquanto o paciente estiver na fase de leptospiremia. Neste
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procedimento, uma ou duas gotas de sangue sdo inoculadas em meio semi-sélido contendo 5-
fluorouracil, um antibidtico para selecdo de leptospiras (JOHNSON; ROGERS, 1964). No
entanto, o crescimento das bactérias € muito lento em um isolamento priméario (BHARTI et al.,
2003; LEVETT, 2001), o que dificulta o diagnostico precoce da doenca, onde o tratamento é
mais eficaz (TOYOKAWA,; OHNISHI; KOIZUMI, 2011).

Existem muitos ensaios objetivando a amplificacdo de genes do RNAr 16S e
23S(D'ANDREA et al., 2012), bem como genes que codificam proteinas como, OmpL1, Dna
girasse, RpOB, proteinas Lig e LipL32 estdo sendo desenvolvidos (JOUGLARD et al., 2006; LA
SCOLA et al., 2006; LIU et al., 2006; PALANIAPPAN et al., 2006; REITSTETTER, 2006;
ROMERO; YASUDA, 2006). Um protocolo de PCR baseado na amplificacdo do gene da
flagelina e do gene secY esta descrito no Manual da Organizacdo Mundial da Sadde (WHO,
2003).

Depois de diagnosticada a leptospirose, o tratamento envolve a utilizacdo de antibi6ticos
como oxitetraciclina, doxiciclina e penicilina (BABER; STUART, 1946; MCCLAIN et al.,
1984). A terapéutica com antibiotico parece reduzir o avanco dos sintomas (a exemplo de
duragéo da hipertermia, tempo de normalizacdo da funcéo renal e tempo de hospitalizacdo) e a
ocorréncia de sequelas. O antibiético pode prevenir a ocorréncia de infeccdo sintomatica e a
evolucdo para as manifestagbes mais graves da doenca, por isso seu uso € recomendado
(MCCLAIN et al., 1984; SEHGAL, 2000; TAKAFUJI et al., 1984; WATT et al., 1988), embora
ainda seja um assunto controverso, uma vez que muitos casos de leptospirose severa se resolvem
espontaneamente (BHARTI et al., 2003; BRETT-MAJOR; COLDREN, 2012; GRIFFITH;
HOSPENTHAL; MURRAY, 2006; KATZ et al., 2001; VINETZ, 2003).

Nos casos graves, nos quais ha complicacbes renais, respiratérias ou hemorragicas, 0s
pacientes devem ser encaminhados a hospitais que disponham de capacidade para realizar
procedimentos como diélise e terapia intensiva (LEVETT, 2001).

1.7 Patogénicidade e fatores de viruléncia

A disponibilidade das sequéncias gendmicas aliadas as ferramentas genéticas e de
bioinformaética atuais propiciam boas condicGes para a pesquisa e consequentemente um melhor

entendimento dos mecanismos de patogénese e fatores de viruléncia das bacterias estudadas.
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Os mecanismos moleculares da patogénese ainda sdo pouco compreendidos, poucos
fatores de viruléncia que contribuem para patogénese da doenca foram identificados. Uma série
de componentes como o LPS (que ja é sabido ser um fator de viruléncia em diversas bactérias
Gram-negativas), hemolisinas, proteinas de membrana externa (OMPSs) e moléculas de adeséo,
que ja& foram descritas para a interagao entre o patégeno e a matriz extracelular pode desempenhar
um papel central na colonizacdo do hospedeiro (LJUNGH; MORAN; WADSTROM, 1996;
PATTI; HOOK, 1994).

Muitas cepas de Leptospira spp. sdo capazes de se aderir a componentes da matriz
extracelular, como colageno tipo I, colageno tipo IV, laminina e fibronectina. J& foram descritas
muitas adesinas localizadas na membrana externa da bactéria, como as proteinas Lsa24, LigA e
LigB (BARBOSA et al., 2006; CHOY et al., 2007), proteinas da familia Len (STEVENSON et
al., 2007), Lsa 21 (ATZINGEN et al., 2008), LipL32 (HOKE et al., 2008), Lp95 (ATZINGEN et
al., 2009), TlyC (CARVALHO et al., 2009), Lipl53 (OLIVEIRA et al., 2010), OmpL37 (PINNE;
CHOY; HAAKE, 2010), Lsa63 (VIEIRA et al., 2010), Lsa66 (OLIVEIRA et al., 2011), Lsa20
(MENDES et al., 2011), Lsa33 (DOMINGOS et al., 2012), Lsa30 (SOUZA et al., 2012), Lsa44,
Lsa 45 (FERNANDES et al., 2014), Lsa46 e Lsa77 (TEIXEIRA et al., 2015).

Jé foi descrito na literatura a capacidade de Leptospira spp. se ligar ao plasminogénio com
diversos receptores presentes em sua superficie (VIEIRA et al., 2010; VIEIRA et al., 2009).
Quando ligado plasminogénio pode ser convertido em plasmina (forma ativa) na superficie da
bactéria. E interessante notar que L. interrogans virulentas, quando recobertas por plasmina s&o
capazes de degradar fibronectina, componente da matriz extracelular, o que pode contribuir com
invasividade das leptospiras (VIEIRA et al., 2009).

Além da maior invasividade, a ligacdo a plasmina contribui para evasdo imune da
bactéria, visto que existe uma interferéncia na deposicao de C3b e IgG, diminuindo o processo de
opsonizacao e fagocitose da bactéria (VIEIRA et al., 2011).

Cepas de leptospiras resistentes ao soro foram descritas como sendo capazes de se ligar ao
fator H, o qual, quando ligado a superficie das leptospiras, permanece ativo funcionalmente,
atuando como co-fator na clivagem de C3b pelo fator | (MERI et al., 2005).

As leptospiras também sdo capazes de se ligarem ao C4BP (C4 binding protein), que atua
como um inibidor da via classica e das lectinas do complemento. Enquanto ligado a leptospira, o

C4BP mantem sua atividade como cofactor, e cliva C4 mediado por Fator I, sugerindo que a
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aquisicdo deste regulador do complemento pode contribuir com a resisténcia ao soro das
leptospiras (BARBOSA et al., 2009). Cepas atenuadas em cultura mantem sua caracteristica de
ligacdo ao fator H e C4bp (CINCO, 2010).

Diversas hemolisinas de L. interrogans (Sph1, Sph2, Sph3, HIpA e TylA) sédo secretadas e
possuem atividade hemolitica em eritrcitos de ovelhas, e induzem resposta inflamatdria por
meio de secrecdo de IL-1pB, IL-6 TNF-a pro macréfagos humanos e de camundongos (WANG et
al., 2012).

No genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni (NASCIMENTO et al., 2004a;
NASCIMENTO et al., 2004b) foram identificadas possiveis200 proteinas de membrana externa
que podem estar relacionadas a patogénese da bactéria. A investigacdo destas proteinas podem
fornecer um maior entendimento da patogénese da bactéria e identificacdo de fatores de

viruléncia

1.8 Vacinas e candidatos vacinais

A melhor estratégia para combater a leptospirose é a adocéo de medidas preventivas, visto
que o controle dos roedores € inviavel principalmente em grandes centros urbanos, e o
saneamento basico nem sempre é possivel. O que deixa clara a necessidade do desenvolvimento
de uma vacina contra a doenca.

Atualmente sdo utilizadas vacinas obtidas a partir da preparacao de leptospiras inativadas
por calor ou por formol, porém o uso é principalmente veterinario (BRAMEL; SCHEIDY, 1956;
HANSON; TRIPATHY; KILLINGER, 1972; HOAG; BELL, 1955; TEIGLAND, 1956).

Existem vacinas humanas semelhantes as veterinarias, porém sdo utilizadas em apenas
alguns paises como Cuba (MARTINEZ et al., 2004), (CHEN, 1985) e Franca (LAURICHESSE
etal., 2007; RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2004).

A imunizacdo com essas vacinas possui diversos efeitos adversos, como dor local,
nauseas e febre (FAINE et al., 1997). A resposta imune desta vacina é majoritariamente
direcionada aos LPSs, os quais estdo presentes em abundancia na membrana da bactéria
(BHARTI et al., 2003; LEVETT, 2001). Deste modo, ndo fornecem protecdo cruzada entre

sorovares diferentes, uma vez que sdo 0s LPSs que definem os determinantes antigénicos de cada



26

sorovar (BHARTI et al., 2003; HAAKE, 2000). Em adicdo ndo induzem memadria, necessitando
revacinagao, visto que a resposta imune contra os LPSs ndo sdo T dependentes.

Um experimento utilizando a lipoproteina exposta LipL41 e uma porina transmembrana
OmpL1 foi reportado por Haake, 1999. As proteinas recombinantes foram utilizadas com frac6es
de membrana de E. coli na imunizagdo de hamsters. Foi relatada uma sobrevivéncia de 71% do
animais, sugerindo um efeito sinérgico (HAAKE et al., 1999).

Em outros patdgenos como Neisseria meningitidis, sorogrupo B (PIZZA et al., 2000) e
Streptococcus pneumoniae (WIZEMANN et al., 2001) a estratégia de utilizar os dados obtidos a
partir do sequenciamento do genoma das respectivas bactérias foram bem-sucedidas. Com base
nisso, foi feito o sequenciamento da espiroqueta L. interrogans sorovar Copenhageni
(NASCIMENTO et al., 2004a; NASCIMENTO et al., 2004b) e mais de 200 proteinas foram
identificadas, entre elas 170 novas lipoproteinas.

As proteinas de superficie sdo o primeiro contato do hospedeiro com o patdgeno, e
portanto sdo alvos potenciais para induzir a resposta imune. Estas proteinas também podem
mediar 0 processo de adesdo da bactéria as células do hospedeiro. Portanto, o estudo de proteinas
de membrana bem conservadas nas diversas espécies e sorovares torna essencial, visto que assim
elas poderiam induzir uma ampla resposta imune constituirem alvos vacinais potenciais
(CULLEN et al., 2002; HAAKE et al., 1999).

A proteina Loa22 foi o primeiro fator de viruléncia a ser descrito em Leptospira spp., e €
a primeira lipoproteina contendo um dominio OmpA (KOIZUMI; WATANABE, 2003). Porém,
ndo apresentou uma protecao significativa em hamsters (33-50%) (YAN et al., 2010).

Nosso grupo busca identificar novos antigenos vacinais, procurando proteinas
conservadas, preditas como sendo localizadas na membrana bactéria. Assim, foram selecionados
dois genes LIC10821 e LIC10064 codificando proteinas hipotéticas, ou seja, sem funcédo
conhecida, com predicdo de localizacdo de membrana. Os genes foram selecionados entre as

sequéncias de Leptospira spp..
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O objetivo do trabalho foi clonar duas sequéncias codificadoras selecionadas no genoma
de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni, LIC10821 e LIC10064, expressar e caracterizar

as respectivas proteinas.

2.2 Objetivos especificos

o Caracterizar as proteinas quanto a reatividade contra soro de pacientes a fim de avaliar o

potencial dessas proteinas para composicdo de um Kit diagnostico.

e Auvaliar a localizacdo celular das proteinas estudadas, interagdo com componentes de matriz
extracelular e componentes de soro e imunogenicidade em modelo animal.

e Os genes que codificam estas proteinas foram avaliados quanto a presenca em diferentes

cepas e espécies de Leptospira spp..



28

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Componentes biologicos

Os componentes, colageno tipo | e 1V, laminina, fibronectina plasmética e celular, elastina
e a albumina de soro bovino (BSA), foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. A laminina e o
colageno tipo IV sdo derivados membrana basal de sarcoma de camundongos Engelbreth-Holm-
Swarm; a fibronectina celular foi derivada de fibroblastos de preplcio humano; a elastina foi
derivada de aorta humana, e o colageno tipo | foi isolado da cauda de ratos. O plasminogénio e o
fator H, purificados de plasma humano, foram adquiridos da EMD chemicals. O C4bp, isolado de

soro de humanos normais, foi adquirido da Complement Technology.

3.2 Cepas bacterianas

Foram utilizadas a cepa nédo patogénica L. biflexa sorovar Patoc cepa Patoc 1, as cepas
patogénicas de L. interrogans (sorovares Canicola cepa Hond Utrecht 1V, Copenhageni cepa
M20, Hardjo cepa Harjoprajitno, Icterohaemorrhagiae cepa RGA, Kennewicki cepa Pomona
Fromm), L. kirschneri (sorovares Cynopteri cepa 3522C, Grippotyphosa cepa Moskva V), L.
borgpetersenii (sorovar Whitcombi cepa Whitcombi), L. noguchi (sorovar Panama cepa CZ214),
L. santarosai (sorovar Shermani cepa 1342 K). As cepas foram cultivadas a 28 °C em condicGes
aerdbicas em meio liquido suplementado com 10% de soro de coelho, extrato de carne e peptona,
contendo asparagina (0,0015% m/v), piruvato de sddio (0,001% m/v), cloreto de célcio (0,001%
m/v), cloreto de magnésio (0,001% m/v), peptona (0,03% m/v) e extrato de carne (0,02% m/v)
(Turner, 1970). As culturas foram mantidas na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
USP, Séo Paulo, SP, Brasil.

3.3 Analises in silico das sequéncias codificadoras L1C10821 e L1C10064

As sequéncias codificadoras preditas (CDS) LIC10821 (LIC_RS04235) e LIC10064
(LIC_RS00330) foram selecionadas no genoma sequenciado de L. interrogans sorovar
Copenhageni (NASCIMENTO et al.,, 2004a; NASCIMENTO et al., 2004b) baseado
principalmente na sua localizacdo celular pelos programas: PSORT, http://psort.hgc.jp/ (NAKALI;
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HORTON, 1999; NAKAI; KANEHISA, 1991)e Cello, http://cello.life.nctu.edu.tw/ (YU; LIN;
HWANG, 2004). Para predi¢do de dominios estruturais e funcionais baseados na sequéncia de
aminoéacidos, foram utilizados os programas Smart, http://smart.embl-heidelberg.de (LETUNIC
et al., 2006; SCHULTZ et al., 1998), PFAM, http://pfam.xfam.org/ (FINN et al., 2006) e LipoP,
http://www.cbs.dtu.dk/services/LipoP/(JUNCKER et al., 2003). O programa ClustalW2,
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ (LARKIN et al., 2007) foi utilizado para alinhar

sequéncias de diferentes sorovares de Leptospira e assim gerar um filograma com estes dados.

3.4 Extracdo do DNA gendmico de Leptospira interrogans

Foi extraido o material genético da bactéria Leptospira interrogans sorovar Copenhageni
cepa M20 (atenuada em cultura). Para tal, foram coletados 1,5 mL da cultura de leptospiras em
microtubo, e entdo este foi centrifugado por 2 minutos a 10.000 x g a temperatura ambiente. O
mesmo procedimento foi repetido para outros 1,5 mL. O pellet formado apds a centrifugacéo foi
ressuspendido em 467 uL de tampéo Tris-EDTA (TE), sendo entdo adicionados 30 puL de SDS
(dodecil sulfato de sodio) 10% e 3 pL de 20 mg/mL de proteinase K. A mistura foi
homogeneizada e incubada por 1 hora a 37 °C. Foi adicionado igual volume de uma solucao
fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1), sendo entdo a mistura agitada até as fases se
misturarem completamente. As amostras foram centrifugadas a 12000 x g por 5 minutos, e entdo
0 sobrenadante foi recuperado. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e a esta foi
adicionado igual volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1). Novamente as amostras foram
agitadas, centrifugadas a 12.000 x g por cinco minutos, e o sobrenadante foi coletado. Ao
sobrenadante recuperado foi adicionado 1/10 volume de acetato de sédio 3 M e 0,642 volume de
isopropanol. A solugdo foi homogeneizada e acondicionada em freezer -20 oC por 1 hora. Apds
centrifugacdo, o pellet foi lavado com 1 mL de etanol 70%, sendo subsequentemente
centrifugado a 8.000 x g por 10 minutos a 4 °C. O etanol foi desprezado e 50 pL de &gua estéril
foram adicionados para eluicdo do DNA. A concentracdo e qualidade do DNA genémico foram
determinadas por leitura em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm.
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3.5 Clonagem e expressao das proteinas recombinantes em E. coli

Os genes LIC10821 e LIC10064 foram amplificados excluindo-se a sequéncia que
codifica o peptideo sinal, utilizando-se 0 DNA gendmico de L. interrogans sorovar Copenhageni
por PCR (quadro 1). Os produtos amplificados (amplicons) foram clonados no vetor pGEM-T
easy (Promega) (Figura 2) utilizando a cepa DH5a de E. coli, os clones positivos selecionados
por ensaio com enzimas de restricdo e sequenciados pelo método de terminacdo de cadeia

(Sanger) para a confirmacéo.
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Figura 2. Vetor de clonagem pGEM-T Easy. ori: origem de replicagdo. Amp": gene de resisténcia a
ampicilina. LacZ: gene para o metabolismo de lactose (B-galctosidase).
Fonte: Promega (2016)

Os insertos de DNA foram removidos do plasmideo pGEM-T easy, empregando-se
enzimas de restricdo (quadro 1), e inseridos no plasmideo de expressdo pAE (RAMOS et al.,
2004) (Figura 3), previamente digerido com as mesmas enzimas. As enzimas utilizadas foram
Xhol, com sua sequéncia representada em vermelho no quadro 1, e Kpnl, com a sequéncia

representada em azul.
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Quadro 1. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados na amplificacdo dos
genes por PCR

Gene Oligonucleotideo Foward Oligonucleotideo Reverso

**CTCGAGAACGGAGGA | ***GGTACCTCAAGGATTACAAGGT
*LIC10821 | AATA

**CTCGAGGGCGAAGAA | ***GGTACCTTATTTAACTCTAGTCCA
*LIC10064 | GATGCAATT AGTAGATTC

*Nomenclatura génomica de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni
** Sequéncia de nucleotideos referente ao sitio de restricdo da enzima Xhol
***Sequéncia de nucleotideos referente ao sitio de restrigdo da enzima Kpnl

ATG
Qé(, ’ = Hnd Il
&
\ | 2.8 kb

\

|\

\ \

5 A

7%

Figura 3. Vetor de expressao pAE. Pt7: Promotor T7. (His)6X: sequéncia codificadora de 6 residuos de histidina.
RBS: sitio de ligagdo do ribossomo. ATG: c6don de iniciagdo da transcrigdo. Term: Regido terminadora da
transcrigdo.
Fonte: Ramos et al., 2004

Os plasmideos pAE-LIC10821 e pAE-LIC10064 foram utilizados para transformar
diferentes cepas de E. coli (Quadro 2), utilizando método descrito na literatura (HANAHAN,
1983). E. coli BL21 (DE3), E. coli BL21 (DE3) C43 e E. coli BL21 (DE3) star pLysS foram
cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) contendo ampicilina (100 ug/mL) e cloranfenicol (100
pug/mL) quando presente o plasmideo pLysS. A cepa E. coli BL21 (SI) foi cultivada em meio 2x

Yeast-Tryptone (YT) sem adicdo de NaCl e com adi¢cdo de ampicilina (100 pg/mL). Apods
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transformacdo, as bactérias foram cultivadas até atingirem a densidade Otica de 0,6 no
comprimento de onda de 600 nm (DOeoo).

Quadro 2. Linhagens e condicdes de crescimento de diferentes cepas de E. coli

Linhagem Meio de Cultura Temperatura
DH5a LB 37°C
BL21 SI 2YT/ON 30°C
BL21 (DE3) LB 37°C
BL21 (DE3) Star pLysS LB/ cloranfenicol 37°C

Nota: LB: Meio de Cultura Luria-Bertani (0,5% extrato de levedura, 1% triptona, 1% NaCl); 2YT/ON: meio de
cultura contendo 1% extrato de levedura e 1,6% triptona.

A sintese de proteina foi induzida por adicdo de 0,1 mM isopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside (IPTG), exceto para a cepa BL21 (SI) na qual foi utilizado 300 mM de
NaCl. As cepas que utilizam o IPTG como indutor, sdo as que o gene da T7 RNA polimerase
estdo sob a regulacdo do promotor forte lacUV (STUDIER, 1990). Por outro lado, a cepa BL21
Sl, possui 0 seu gene da T7 RNA polimerase regulado por outro promotor, induzido pela variagao
osmotica, chamado proU (BHANDARI; GOWRISHANKAR, 1997).

Apds 3 horas de inducdo com o indutor adequado, as bactérias foram centrifugadas a 4628
X g por 10 minutos em temperatura ambiente, o sedimento bacteriano foi ressuspendido em
tampao de lise (10 mM Tris/HCI, pH 8.0, 150 mM de NaCl, 100 pg/mL de lisozima, 1% triton X-
100, 2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, R). A suspensdo bacteriana foi lizada em gelo
utilizando-se o sonicador Branson a 60% de intensidade por 5 minutos. As fracGes sollveis e
insoluveis foram separadas por centrifugacdo a 12857 x g por 10 minutos a 4 °C. As proteinas
recombinantes foram purificadas por cromatografia de afinidade ao metal em colunas de
sepharose impregnadas com Ni?*. Para remocdo de contaminantes de E. coli foram feitas
lavagens com concentragdes crescentes de imidazol. A eluicdo foi feita utilizando uma alta
concentragdo (1 M) de imidazol. Proteinas encontradas na porgéo insoltvel foram desnaturadas
utilizando-se tampdo de desnaturacdo (10 mM Tris/HCI, pH 8.0, 8M uréia), e renaturadas durante

a purificacdo por meio da passagem de soluges com concentracfes decrescentes de ureéia.
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A eficiéncia da purificagéo foi avaliada utilizando eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) 12%. Apds a eluicdo, as fragdes contendo maior
concentracdo de proteinas foram unidas, e submetidas a dialise contra tampéao fosfato (PBS)
contendo 0,1% glicina. A quantificacdo das proteinas recombinantes foi realizada pelo método
colorimétrico de Bradford e por densitometria, comparando-as com massas conhecidas de BSA
em gel SDS-PAGE.

3.5 Espectroscopia Circular (CD)

As amostras de proteinas foram dialisadas em tampédo fosfato de s6dio 10 mM pH 7,4,
apropriado para andlise por ndo conter ions cloro e assim ndo interferirem nas leituras do
equipamento(JOHNSON, 1990). Os espectros foram expressos em termos de elipticidade molar
residual:

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

onde @ ¢ a elipticidade, C é a concentracdo da proteina, |1 € o caminho 6tico e N € o
namero de residuos de aminoéacidos nas proteinas (DUNCAN et al., 2005; KELLY; JESS;
PRICE, 2005; WATT et al., 2005).

As medicBGes 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 apresentada 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).

3.6 Teste de microaglutinacdo (MAT)

O teste de microaglutinagdo é o teste padrdo ouro para o diagndéstico de leptospirose. Os
testes sdo feitos no Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, de acordo com Faine et al. (1999). Em
resumo, 22 sorovares de Leptospira spp. S&o utilizados como antigenos: Australis, Autumnalis,
Bataviae, Canicola, Castellonis, Celledoni, Copenhageni, Cynopteri, Djasiman, Grippotyphosa,

Hardjo, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Patoc, Pomona, Pyrogenes, Sejroe,
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Shermani, Tarassovi e Wolffi. Todas as cepas sdo mantidas em meio EMJH. Para ser considerado
MAT+ (fase convalescente) a amostra deve apresentar um titulo 4x maior que seu soro pareado,
MAT - (fase inicial), que é considerado por um titulo de aglutinacdo menor que 100. Os soros
utilizados pertencem a uma soroteca presente no Instituto Adolfo Lutz e foram gentilmente
cedidos pela Doutora Eliete C. Romero para fins de pesquisa.

Em uma placa de ELISA foi imobilizado 1 pg de proteina recombinante por poco e
incubado por 16 horas a 4°C. Apoés a incubacdo, a placa foi lavada 3 vezes utilizando PBS-T. A
placa foi bloqueada utilizando solugédo 10% leite em PBS-T (PBS + 0,05% Tween 20) por 2
horas a 37°C. Apds a lavagem do bloqueio foram utilizados os soros pareados (MAT— e MAT+)
como anticorpo primario. Apés 2 horas de interacdo a placa foi lavada 3 vezes com PBS-T e
entdo adicionado o anticorpo anti-lgG humano conjugado a peroxidase e incubado por 1
hora.Apds a incubacéo a placa foi lavada, e a reatividade revelada utilizando-se OPD em tampé&o
citrato fosfato.

3.7 Producdo e titulacdo dos antissoros policlonais contra rL1C10821 e rL1C10064

Para a producdo de antissoro policlonal, 5 fémeas de camundongos BALB/c (4 a 6
semanas de idade) foram imunizados pela via subcutinea com 10 pg de cada proteina
recombinante. As proteinas recombinantes foram adsorvidas em uma solucdo 12,5% (v/v) de
Alhydrogel (2% AI(OH). Brenntag Biosector, Frederikssund, Dinamarca), usado como adjuvante.
Foram realizados 2 reforcos subsequentes em intervalos de 15 dias utilizando a mesma
preparacdo descrita anteriormente. Para o grupo controle, foi administrado solu¢do PBS contendo
0 adjuvante. Os animais foram sangrados pelo plexo retro orbital a cada 15 dias apds a
imunizacdo, e entdo foram realizados pools dos soros e analisados os titulos dos anticorpos de
cada sangria por ELISA (GAZI et al., 2011). Os titulos foram considerados pela maior dilui¢éo
na qual o valor de DOasgonm fosse < 0,1.

Em uma placa de ELISA foi imobilizado 1 ug de proteina recombinante por pocgo e
incubado por 16 horas a 4°C. Apo0s a incubacdo a placa foi lavada 3 vezes utilizando PBS-T. A
placa foi bloqueada utilizando solugdo 10% leite em PBS-T por 2 horas a 37°C. Apds a lavagem
do bloqueio foram utilizados os pools de soro dos animais como anticorpo primario, numa

diluicdo de 1:100, e entdo foi realizada uma diluicdo seriada até 1:204800. Apos 2 horas de
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interacéo a placa foi lavada 3 vezes com PBS-T e entdo adicionado o anticorpo anti-IlgG humano
conjugado a peroxidase e incubado por 1 hora.Apds a incubagdo a placa foi lavada, e a

reatividade revelada utilizando-se OPD em tampdo citrato fosfato.

3.8 Ensaio de acessibilidade por Proteinase K (PK)

Foram utilizados 10 mL de cultura de leptospiras (L. interrogans sorovar Copenhageni
cepa M20). A concentracdo de bactérias foi determinada por meio de contagem em cémara
Petroff-Hausser em microscépio de campo escuro do numero de bactérias presentes no campo
central da cAmara.

NUmero de células por mL = N° de células contadas x Dilui¢do x 50.000

As bactérias utilizadas se encontravam numa concentracdo de 10% células/mL (por
tratamento) e foram centrifugadas a 4628 x g por 10 minutos a temperatura ambiente; o pellet
bacteriano foi lavado com tampao PBS low salt contendo 50 mM NaCl (PBS Is). Apos as
lavagens, as Leptospiras foram ressuspendidas em um tampéo de protedlise (10 mM Tris/HCI,
pH 8.0, 5 mM CaCl2) contendo 25 pg/mL de proteinase K (PK) (Sigma-Aldrich). As amostras
foram incubadas entre 0 a 5 horas e a rea¢do foi parada no tempo determinado utilizando PMSF.
As suspensdes foram centrifugadas a 12857 x g por 5 minutos, e o pellet lavado duas vezes com
PBS Is. Apds as lavagens, as bactérias foram ressuspendidas em tampdo PBS Is e imobilizadas
em microplaca de 96 pocos. Foi realizado um ELISA utilizando os antissoros contra rL1C10821,
rLIC10064 e DnaK, utilizada como controle negativo, por se tratar de uma proteina
citoplasmatica (GUERREIRO et al., 2001).

3.9 Ensaio de deteccdo das proteinas nativas na bactéria intacta

Foram utilizados 10 mL de cultura de leptospiras (L. interrogans sorovar Copenhageni
cepa M20). A concentracdo de bactérias foi determinada por meio de contagem em camara
Petroff-Hausser.

As bactérias utilizadas se encontravam numa concentracio de 10® células/mL (por
tratamento) e foram centrifugadas a 4628 x g por 10 minutos a 23 °C e o pellet bacteriano foi

lavado com tampéo PBS Is, para manter a integridade das bacteérias.
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Em uma placa de 96 pocos foram imobilizadas 107 bactérias por pogo durante 16 horas a
4 °C. A placa foi lavada 3 vezes utilizando PBS Is, e posteriormente foi bloqueada com solucao
contendo10% leite desnatado em p6 no tampdo PBS Ispor 2 horas a 37 °C. Apos o bloqueio, a
placa foi lavada 3 vezes com PBS Is. Posteriormente, foram adicionados 0s respectivos
antissoros, contra proteina recombinante rLIC10821, rLIC10064 e DnaK na dilui¢do de 1:50,
1:50 e 1:100 respectivamente, e entdo a placa foi incubada por 2 horas a 37 °C. Apds, a placa foi
lavada 3 vezes utilizando PBS Is, e entdo foi incubada com anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado com peroxidase por 1 hora a 37 °C. Apos a incubacdo a placa foi lavada, e a

reatividade revelada utilizando-se OPD em tampdo citrato fosfato.

3.10 Ensaio de imunofluorescéncia

Foram coletados 10 mL de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa M20; ap0s
centrifugagédo a 4628 x g por 20 minutos os pellets bacterianos foram lavados duas vezes com
PBS Is. A concentracdo das bactérias foi definida por contagem em microscopio de campo
escuro.

Foram utilizadas 10° bactérias/tratamento para este ensaio. As bactérias foram incubadas
com 200 pL de paraformaldeido 2% por 1 hora a 30 °C; ap6s a incubacdo, a solucdo foi
centrifugada a 4628 x g por 20 minutos e o pellet foi ressuspendido em solugdo BSA 3%
contendo antissoro gerado contra DnaK (citoplasmatica) e contra as proteinas recombinantes,
rLIC10821 e rLIC10064 na diluicdo de 1:50. O anticorpo contra DnaK foi gerado em animal
imunizado com a proteina recombinante.

As leptospiras foram incubadas por 1 h a 30 °C com a solugdo contendo antissoro,
centrifugadas (4628 x g por 20 minutos) e o pellet resultante foi lavado 3 vezes com PBS Is. Por
fim, as leptospiras foram incubadas com solucdo BSA 3% contendo iodeto de propidio (Sigma),
utilizado para marcar &cidos nucléicos, na dilui¢cdo de 1:20 e anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado com FITC (Sigma), na diluicdo de 1:50 por 1 hora a 30 °C. Apo0s esse periodo, a
solucéo foi centrifugada e o pellet resultante foi lavado duas vezes com PBS Is.

As imagens foram captadas em microscépio confocal LSM 510 META (Carl Zeiss Inc.,

Alemanha), alocado no Departamento de Parasitologia do Instituto Butantan (S&o Paulo, SP). Foi
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utilizado o aumento de 600x (FITC, excitagdo 488 nm, emisséo de 500-550 nm; lodeto de
propidio, excitacdo 543 nm, emissao de 612-619 nm).

3.11 Ensaios de Immunoblotting

As proteinas recombinantes foram aplicadas em gel SDS-PAGE (12% para rLI1C10821 e
15% para rLIC10064) e foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Hybond ECL; GE
Healthcare) em equipamento semi-seco (Thermo) durante 1 hora no programa pré estabelecido
pelo fabricante. Apds a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com solucdo PBS com
10% de leite em p6 desnatado e 1% BSA contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T) por 2 horas.
Apo6s 3 lavagens utilizando PBS-T a membrana foi incubada com anticorpo policlonal anti-
rLIC10821 ou anti-rLIC10064, ou utilizando o anticorpo monoclonal contra a sequéncia
histidinas conjugadas com peroxidase (anti-his; Sigma-Aldrich). Quando utilizados os soros
policlonais produzidos em camundongos, foi utilizado o anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado a peroxidase como anticorpo secundario de deteccdo. A reatividade da reagdo foi
revelada utilizando o kit SuperSignal® West Dura (Thermo Scientific) e o fotodocumentador Gel
Logic (GE Healthcare).

3.12 Interacédo das proteinas rL1C10821 e rL1C10064 com componentes da matriz
extracelular (ECM) e do plasma

Em uma microplaca de 96 pogos foram imobilizados 1 pg de laminina, colageno tipo I,
colageno tipo 1V, fibronectina celular e plasmatica, elastina, plasminogénio humano, fator H,
fibrinogénio, C4bp e BSA (utilizado como controle negativo de interagdo) em 100 pl PBS por 16
horas a 4 °C. Os pocos foram lavados 3 vezes com PBS-T (PBS + 0,05% Tween 20) e entdo
bloqueados com 200 ul de PBS-T contendo solugdo 10% (m/v) de leite em pd desnatado por 2
horas a 37 °C.

Um micrograma de cada proteina recombinante em 100 pl de PBS foi adicionado em cada
pogo, permitindo uma interacdo entre os componentes durante 2 horas a 37 °C. Apds 6 lavagens
com PBS-T, as proteinas ligantes foram detectadas adicionando o anticorpo contra cada proteina.

Foi utilizado a dilui¢do do antissoro contra a proteina recombinante referente ao valor de DOag2nm
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igual a 1,0 nos experimentos prévios de titulacdo. Tambeém foi utilizado o anticorpo monoclonal
anti-His conjugado com peroxidase na diluicdo de 1:5.000 para verificacdo da ligagdo com das
proteinas recombinantes com os componentes. Apds 3 lavagens com PBS-T, 100 ul do anticorpo
contra IgG de camundongo produzido em coelho e conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich)
na diluicdo de 1:5.000 em PBS foi adicionado por poc¢o e incubado por 1 hora a 37 °C. Apoés a
incubacédo os pogos foram lavados 3 vezes e foi adicionado OPD (Sigma-Aldrich) (1 mg/mL) e
tampéo de citrato fosfato (pH 5.0) contendo 1 pul/mL de H2O>. A reagdo ocorreu por 15 minutos
quando foi parada por adigdo de 50 ul de H2SO42M. A leitura da placa foi realizada no
comprimento de onda de 492 nm no leitor de microplacas Multiskan EX (Thermo Fisher). As
andlises estatisticas foram feitas comparando os valores de DOwg2nm) da interacdo das proteinas
recombinantes com as macromoléculas com a interacdo das proteinas recombinantes com 0 BSA,

utilizando-se o teste t-student bicaudal par.

3.13 Curvas de dose-dependéncia

Os componentes que mostraram interacdo significativa com as proteinas recombinantes
foram imobilizados em microplaca de 96 pocos (1 pg/poco) durante 16 horas a 4 °C. Apés 3
lavagens com PBS-Tas placas foram bloqueadas com solucdo de PBS-T 10% (m/v) leite e 1%
BSA por 2 horas a 37 °C. Ap6s o bloqueio a placa foi lavada 3 vezes com PBS-T e foram
adicionadas concentragdes crescentes da proteina recombinante rLIC10821 (0 a 2.7 uM, 100 pl
por poco). Foi testada a ligacdo entre a proteina recombinante e a macromolécula apos 2 horas de
incubacdo a 37 °C. Para a deteccdo da proteina recombinante foi utilizado o antissoro policlonal
produzido em camundongos anti-rL1C10821 e anticorpo anti-mouse conjugado com peroxidase
na diluicdo de 1:5000 (Sigma Aldrich), em conjunto com solucdo de OPD como descrito
anteriormente.

Os valores de absorbancia obtidos nas diferentes concentracbes foram usados para o
calculo da constante de dissocia¢do (Kp) de acordo com o método descrito por Lin et al. (2009),
com base na equacdo Kp= (Amax[proteina]/A)-[proteina], na qual A é absorbancia em uma
determinada concentragdo ([proteina]), Amax é absorbancia obtida na saturacéo da ligacéo e o Kpa

constante de dissociagao .
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3.14 Inibicao da interacdo das proteinas recombinantes com componentes apds incubacao
com antissoro policlonal

Em microplaca foi imobilizado 1 pg/pogo de laminina, plasminogénio (PLG) e
fibrinogénio (Fg), os quais foram incubados durante 16 horas a 4° C. A placa foi lavada 3 vezes
com PBS-T e entdo bloqueada com 200 pl de solugdo PBS-T contendo 10% (m/v) leite em pd
desnatado e 1% BSA. Apds o bloqueio, a placa foi lavada 3 vezes com PBS-T. Separadamente, a
proteina recombinante foi incubada com seu respectivo antissoro a fim de inibir a ligacdo entre a
proteina recombinante e o componente (laminina, PLG e Fg) por 2 horas a 37 °C. Neste
experimento foram utilizados como controle, a proteina sem incubagdo prévia com anticorpo e a
proteina incubada com o antissoro de animais inoculados com PBS. Apos o bloqueio a placa foi
lavada 3 vezes com PBS-T ¢ entdo foi adicionado 1 pg de proteina recombinante previamente
incubada com antissoro a fim de medir a diminuicéo de ligagdo entre a proteina recombinante e o
componente. A placa foi incubada por 2 horas a 37 °C. Ap6s 3 lavagens com PBS-T, a ligacdo
foi detectada utilizando o anticorpo monoclonal anti-his conjugado com peroxidase na dilui¢cdo
de 1:5.000 e adicdo de OPD como descrito anteriormente. A analise estatistica foi feita
comparando o percentual da ligacdo entre proteinas sem tratamento (100% de ligacdo) e proteinas
tratadas com antissoro pré-imune com a proteina tratada com antissoro anti-recombinante pelo
método ANOVA.

3.15 Caracterizacao da ligacdo da proteina recombinante com o PLG

Este ensaio foi realizado para determinar o papel dos residuos de lisina na ligacdo entre a
proteina rLIC10821 e o PLG. Em uma microplaca de 96 pocos foi adicionado 1 ug de PLG/pogo
e incubado por 16 horas a 4 °C. Apos 3 lavagens com PBS-T a placa foi blogueada com solucgéo
PBS-T contendo 10% leite em p6 (m/v) e 1% BSA. Apos o bloqueio, a placa foi lavada 3 vezes
com PBS-T e entdo foi adicionado 1 ug de rLIC10821 co-incubada com concentracfes crescentes
de acido aminocaproico (ACA; Sigma Aldrich, entre 0 a 1M), um anélogo de lisina. A detecgéo

da interacdo da proteina recombinante foi detectada como descrito anteriormente.
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3.16 Ensaio de atividade enzimética da plasmina

Em microplaca foi imobilizado 1 pg/pogo de proteina recombinante rLIC10821,
rLIC10064 e BSA (controle negativo) em 100 ul de tamp&o PBS, durante 16 horas a 4 °C. A
placa foi lavada 3 vezes com PBS-T e bloqueada por 2 horas a 37 °C com PBS-T contendo 10%
(m/v) leite em po desnatado. Apos o bloqueio a placa foi lavada 3 vezes com PBS-T e entdo 1 ug
de PLG humano foi adicionado em cada pogo e a placa foi incubada por 2h a 37 °C. Novamente,
a placa foi lavada 3 vezes e entdo foram adicionados 4 ng da enzima uroquinase humana (uUPA;
Sigma Aldrich), ativador de PLG, e em sequéncia foi adicionado o substrato D-valyl-leucyl-
lysine-p-nitroanilide dihydrochloride (Sigma-Aldrich) na concentracdo final de 0,4 mM em 100
pl de PBS. A placa foi incubada durante 16 horas a 37 °C e a degradacdo do substrato
cromogénico foi expressa na DOaosnm Obtida. Foram utilizados controles nos quais pelo menos

um dos componentes da reacao foi omitido.

3.17 Inibicao da formacao do codgulo de fibrina

A proteina recombinante rL1C10821 (1650 nM) foi incubada com fibrinogénio 1 (ug/pL)
por 2 horas a 37 °C. Foram colocados 90 pL da solucdo de fibrinogénio mais proteina rL1C10821
em cada poco de uma placa de ELISA, bem como 10 pL de uma solu¢do de 10 U/mL de
trombina (Sigma), para iniciar a formacdo do coagulo de fibrina. A reacdo foi prolongada por 45
minutos e foi empregado um controle negativo, no qual a trombina foi omitida da reacdo, e um
controle positivo, onde ndo houve incubacdo de proteina recombinante com o fibrinogénio, ou
seja, nesta situacdo a formacdo do coagulo esta livre de interferéncia.

A formacdo do coagulo foi medida por meio de leitura de turbidez no comprimento de
onda de 600 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem de formacéo de coagulo, sendo
a turbidez do coagulo no tratamento sem incubacdo com recombinante, ao final da cinética,
considerada 100%.

A porcentagem do coadgulo formado no tratamento com a proteina recombinante foi
comparada com a porcentagem do coagulo do controle positivo, pelo teste t-Student, e um valor
de p abaixo de 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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3.18 Analises estatisticas

Para as analises estatisticas, foram utilizados teste t-Student e teste ANOVA,

considerando um p-valor menor que 0,05 estatisticamente significativo.

3.19 Comité de Etica animal e Humana

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto
Butantan sob o protocolo 1193/14. A Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto
Butantan segue as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

A Comissdo de Etica em Pesquisa com seres humanos (CEPsn) certificou que o trabalho
realizado ndo envolve manipulagdo humana que justifique uma aprovagdo quanto aos principios

éticos exigidos por esta Comissao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises in silico dos genes selecionados

Os genes LIC10821 e L1C10064 foram selecionados do genoma de L. interrogans sorovar
Copenhageni (NASCIMENTO et al.,2004b), a partir da analise in silico feita por programas
disponiveis em servidores publicos.

O programa LipoP prediz genes que codificam lipoproteinas, baseado na presenga de uma
sequéncia consenso denominada lipobox, na qual a presenca de um residuo de cisteina indica que
a proteina sera lipidada. Comparando sequéncias do peptideo sinal de bactérias gram-negativas,
foi proposto por Wu, em 1996 o lipobox em E. coli (WU, 1996). Nas espiroquetas, o lipobox esta
representado segundo a sequéncia consenso Leu (Ala, Ser).s-Leu(Val,Phe,lle)s-lle(Val,Gly)-2-
Ala(Ser,Gly).1-Cys+1que foi proposta por Haake (2000) apds comparagdo e analise de 26
sequéncias conhecidas de lipoproteinas de Treponema spp, Borrelia spp e Leptospira spp
(HAAKE, 2000).

Utilizando-se o software LipoP, verificamos que ambos os genes selecionados L1C10821
e LIC10064 codificam proteinas que possuem um sitio de clivagem para a enzima sinal
peptidase, portanto, provavelmente serdo destinadas a membrana da bactéria. A proteina
codificada pelo gene LIC10064 apresentou o sitio de clivagem SPI, indicando ser uma proteina
de membrana, porém excluindo a possibilidade de ela ser uma lipoproteina (HAAKE et al.,
1993); por outro lado, a proteina LIC10821 possui o sitio SPII, indicando ser uma provavel
lipoproteina.As maiorias das lipoproteinas de Leptospira estdo presentes em sua membrana
externa (HAAKE, 2000). A enzima sinal peptidase Il é responsavel pela clivagem do peptideo
sinal e pela lipidacdo dos residuos de cisteina.

Utilizando os algoritmos de predicdo funcional de proteinas de bactérias Gram-negativas
PSORT (NAKAI; HORTON, 1999) e CELLO (YU; LIN; HWANG, 2004), a proteina codificada
pelo gene LIC10064 foi predita como proteina periplasmatica e a proteina codificada pelo gene
LIC10821 foi predita como proteina de membrana externa.

Ambas as proteinas possuem dominios de funcdo desconhecidas (DUF), DUF1565
(LIC10821) e DUF2147 (LIC10064) de acordo com o banco de dados do servidor PFAM (FINN
et al., 2006). Na proteina codificada pelo gene LIC10821 verificou-se a presenca do dominio
estrutural conservado PbH1 (Parallel Beta-Helix repeat) pela ferramenta SMART (LETUNIC et



43

al., 2006; SCHULTZ et al., 1998). Este dominio geralmente esté ligado a enzimas que possuem
substratos polissacarideos (JENKINSet al., 1998).
O quadro 3 mostra, resumidamente, a analise in silico feita para os genes selecionados

para o estudo:

Quadro 3: Resumo das anélises in silico dos genes estudados

Gene Descricdo Predita Sitio de | Dominio conservado
Clivagem

LIC10064 Periplasmatica 26-27 *DUF2147
(SPI)

LIC10821 Membrana externa 21-22 *DUF1565, **Pbh1
(SPIN)

*DUF — Domain of Unknow Function

**Pbh1 — Dominio estrutural, Parallel Beta-Helix repeat

4.2 Analise da presenca dos genes nos diversos sorovares de Leptospira

As Leptospiras sdo bactérias com uma grande variabilidade antigénica devida a resposta
heterogénea aos lipopolissacarideos presentes em sua membrana (LEVETT, 2001), portanto
proteinas que sejam conservadas entre suas diversas espécies e sorovares sdo importantes quando
se trata do estudo de um antigeno vacinal em potencial.

Para avaliar a presenca dos genes estudados em outras espécies e/ou sorovares utilizamos
a ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), seguida de um alinhamento maultiplo com
sequéncias de similares. A partir do alinhamento multiplo fomos capazes de gerar um filograma a
partir das sequéncias de aminoacidos, ilustrado na figura 4. Podemos observar a similaridade da
proteina codificada pelo gene LIC10064 com as cepas patogénicas, principalmente da espécie L.
interrogans. Uma sequéncia similar também foi encontrada nas bactérias saprofiticas, L. biflexa
sorovar Patoc (41%), L. wolbachii sorovar Codice (40%), L. vanthielli sorovar Holland (40%), L.

terpstrae sorovar Hualin (39%) e L. meyeri sorovar Hardjo (39%), porém todos com baixa
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identidade. A proteina LIC10821 apresentou maior identidade com as proteinas presentes nas
espécies e sorovares patogénicos, e ndo foi identificada nas bactérias saprofiticas, sugerindo uma

importancia para a patogénese da bactéria.

A B

Leptospira biflexa sorovar Patoc
Leptospira wolbachii Codice
Leptospira vanthielii sorovar Holland

Leptospira interrogans sorovar Pyrogenes Leptospira terpstrae Hualin

Leptospira interrogans sorovar Lai Leptospira meyeri sorovar Hardjo

Leptospira interrogans sorovar Grippotyphosa Leptospira alstonii sorovar Sichuan

.. . Leptospira santarosai sorovar Arenal

Leptospira interrogans sorovar Bulgarica

Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis

Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae ; ;
pIosp g : gl Leptospira alexanderi

Leptospira interrogans sorovar Manilae Leptospira weilii sorovar Topaz

Leptospira kirschneri sorovar Grippotyphosa Leptospira kmetyi Malaysia

e Leptospira weilii str. Ecochallenge Leptospira interrogans sorovar

Leptospira noguchii sorovar Autumnalis

s Leplospira noguchii sorovar Panama
Leptospira interrogans sorovar Bulgarica

Leptospira alstoni! sorovar Fingchang Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae

Leptospira borgpetersenii sorovar Mini Leptospira interrogans sorovar Copenhageni

Leptospira santarosai str. 2000027870 Leptospira interrogans sorovar Lai

: Leptospira interrogans sorovar Grippotyphosa
“ Leptospira interrogans sorovar Copenhageni PIoP g PPOTYP
Leptospira interrogans sorovar Pyrogenes

Figura 4. Filogramas obtidos pelo software clustal omega para o alinhamento multiplo das sequéncias de
aminoacidos de diversas espécies e sorovares de Leptospira: A). Resultados obtidos para LIC10821. B)

Resultados obtidos para LIC10064.
4.3 Clonagem dos genes selecionados

As sequéncias de DNA correspondentes aos genes LIC10821 e LIC10064 foram
amplificadas por PCR a partir do DNA gendmico extraido de L. interrogans sorovar
Copenhageni, utilizando-se os oligonucleotideos previamente descritos no quadro 1.

Os produtos obtidos apds a PCR (Figura 5 A e B) foram utilizados para a clonagem em
vetor pGEM-T Easy (Promega). Apo0s as bactérias competentes serem transformadas com a
construcdo gene-pGEM-T Easy, clones positivos pela selecdo azul/branco foram selecionados
para extracdo plasmidial e subsequentemente foram submetidos a ensaio com enzimas de

restricdo para a analise da liberacdo do inserto de tamanho esperado em gel de agarose. Apos a
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digestdo com as enzimas especificas fomos capazes de observar a liberacdo do inserto no
tamanho esperado para cada gene, aproximadamente 1 kb (LIC10821) e 500 pb (LIC10064).

Os insertos removidos do plasmideo pGEM-T easy foram utilizados para ligacdo ao
plasmideo de expressdo pAE, o qual diferentemente do pGEM-T Easy, ndo possui um diferencial
de selecdo em relacdo as coldnias positivas e negativas, logo foi necessaria uma extracdo
plasmidial por fenol-cloroférmio de diversas col6nias para analise dos clones positivos.

Utilizando a extracdao rapida por fenol-cloroférmio, foram selecionados alguns clones,
possivelmente positivos, ou seja, apresentaram um aumento de massa em relacdo ao vetor
selvagem, o que indica a inclusdo do inserto de interesse no vetor. As construgdes para 0 gene
LIC10064 foram submetidas a outro tipo de selecdo, pois por fenol cloroférmio ndo foi possivel
distinguir uma diferenca significativa entre o plasmideo contendo o inserto, do plasmideo sem o
inserto, devido ao pequeno tamanho do gene.

Para selecionar clones positivos contendo o gene LIC10064, utilizamos o PCR de
coldnia. Foi realizado um PCR convencional como descrito anteriormente, porém com o DNA
total das coldnias das bactérias utilizados como molde. Por conter os primers referentes ao gene
LIC10064 podemos observar uma banda do tamanho esperado do gene em gel de agarose.

Apos a selegdo de genes possivelmente positivos, os mesmos foram submetidos a ensaios
com enzimas de restri¢cdo onde foi possivel determinar a presenca do inserto de interesse (figuras
5C e D), e confirmados em seguida por sequenciamento automatico. Ambos os genes foram

clonados com sucesso, ndo apresentaram nenhuma mutacao e apresentaram em fase de leitura.
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500 pb
—

Figura 5. Andlise dos fragmentos de DNA obtidos por amplificacdo em reacdo de PCR; andlise dos
fragmentos de DNA apoés digestdo do plasmideo pAE-LIC em gel de agarose:L1C10821 (A) com
aproximadamente 1 kb e LIC10064 (B) com aproximadamente 500 pb em gel de agarose. C) Digestdo do
plasmideo pAE-LIC10821 utilizando as enzimas de restricdo Xhol e Kpnl e a libera¢do do inserto, 1
marcador 1 kb DNA Plus Ladder, 2 digestdo com apenas 1 enzima (Xhol), 3 Digestdo com 1 enzima
(Kpnl), 4 digestdo com ambas enzimas e liberagdo do inserto na altura esperada de 1 kb. D) Digestéo do
plasmideo pAE-LIC10064. 1 marcador 1 kb DNA Plus Ladder, 2 e 3 digestdo utilizando ambas enzimas
Xhol e Kpnl e liberagéo do inserto na altura esperada de 500 pb.

4.4 Expressao das proteinas recombinantes

Foi feito um estudo preliminar de inducdo de diferentes cepas de E. coli BL21 SI, BL21
(DE3) e BL21 (DE3) Star pLysS com altas concentracdes dos indutores.

As cepas previamente descritas foram transformadas com as constru¢des LIC10821-pAE
e LIC10064-pAE e induzidas com concentracfes de 0,1 mM de IPTG nas cepas que utilizam este
indutor, e 300 mM de NaCl na cepa BL21 SI. Ap6s a inducdo, as bactérias foram lisadas
utilizando sonicador e as fragbes obtidas apds centrifugacdo (sobrenadante e pellet) foram
submetidas a analise por SDS-PAGE 12% (Figura 6).

Foi feito um ensaio de Western Blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-His, contra
a sequéncia de 6 residuos de histidinas, para confirmar a expressao das proteinas recombinantes
(Figura 4). Foi utilizada a proteina Lsa63 (VIEIRA et al., 2010) como controle positivo. A
proteina Lsa63 foi clonada previamente em vetor pAE (RAMOS et al., 2004) e por isso também
possui a sequéncia de 6 residuos histidinas.

A proteina rLIC10821 foi expressa de modo similar em todas as linhagens testadas; em
todas as cepas, a proteina foi melhor expressa em corpusculo de incluséo, sendo observada em

sua maioria na fracdo insoluvel. Por outro lado, a proteina rLIC10064 foi melhor expressa na
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fracdo soluvel principalmente na cepa BL21 SI. A proteina rLIC10821 possui o tamanho
aproximado de 37 kDa enquanto a proteina rLIC10064 possui aproximadamente 18 kDa.

kDa

1 2 3 4 5

17.8 kDa

Figura 6. Analise da expressdo das proteinas recombinantes em diferentes cepas de E. coli em gel
SDS PAGE 12%: A, B e C) Expressao da proteina rLI1C10821 utilizando as cepas BL21 DE3 C43 (0,1
mM IPTG), BL21 DE3 (0,1 mM IPTG) e BL21 SI (300 mM NaCl) respectivamente. D E e F)
Expresséo da proteina rLI1C10064 utilizando as cepas BL21 DE3 C43 (0,1 mM IPTG), BL21 DE3 (0,1
mM IPTG) e BL21 SI (300 mM NacCl) respectivamente. Em todos os géis 1 é o marcador LMW. 2 é a
cepa transformada com a construcdo pAE-LIC mas ndo induzida. 3 é a fracdo total apds a lise,
englobando tanto a fragdo soldvel quanto insolivel. 4 apenas a fracdo sollvel. 5 apenas a fracdo
insolvel. As proteinas recombinantes estdo indicadas nos géis por uma seta, com aproximadamente sua
massa molecular.
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Figura 7. Deteccdo das proteinas recombinantes por Western Blotting utilizando o anticorpo
monoclonal anti-his. As proteinas foram aplicadas em gel SDS PAGE e transferidas para membrana de
nitrocelulose, a qual foi incubada com anticorpo anti-his conjugado com peroxidase. Em todos os géis 1
corresponde ao controle a proteina Lsa63, que foi clonado em vetor pAE logo é possivel detecta-la com o
anticorpo anti-his. Em 2 so as proteinas recombinantes rL1C10821 (A) e rLIC10064 (B).

4.5 Purificacdo e didlise das proteinas recombinantes

A purificagdo das proteinas recombinantes foi feita por cromatografia de afinidade a
metal, utilizando coluna com resina de sefarose (Chelating Sepharose, GE Healthcare) tratada
com cétions de niquel. As proteinas recombinantes sdo expressas com uma sequéncia de 6
residuos de histidinas em sua por¢cdo N-terminal, devido ao plasmideo utilizado, pAE (RAMOS
et al., 2004). Os anéis imidazolicos presentes nos residuos de histidina possuem uma alta
afinidade ao niquel, e ao passarem pela coluna impregnada com este metal se ligam a eles; além
das proteinas recombinantes, alguns contaminantes da cultura bacteriana se ligam fracamente,
sendo entdo lavados com tampé&o contendo baixa concentracdo de imidazol. O imidazol compete
com as histidinas pela ligacdo ao niquel, portanto podemos eluir as proteinas recombinantes
utilizando alta concentracao deste composto.

Como a proteina rLIC10821 foi obtida na forma insolluvel, foi necessaria sua
solubilizacdo em tampdo de desnaturacdo contendo 8M ureia, a qual foi posteriormente
removida. A renaturacdo da proteina foi feita durante a purificacdo em coluna com gotejamento

lento da mesma em tampao de renaturagéo (Figura 8).
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Figura 8. Anélise do processo de purificacdo das proteinas recombinantes por cromatografia de afinidade ao
metal.A proteina recombinante rLIC10821 (A) foi expressa em corpusculo de inclusdo, desnaturada com uréia 8M e
renaturada por gotejamento em coluna, utilizando método pré-programado no aparelho Akta Prime para proteinas
insolUveis, ja a proteina rLIC10064 (B) foi expressa na porcao soluvel, e foi utilizado o método pré-programado no
aparelho Akta Prime para proteinas sollveis. As proteinas foram obtidas nas concentragdes de 0,1 pg/uL e 0,3 pg/uL
para as proteinas rLIC10821 e rLIC10064, respectivamente.

Apds a dialise em tampdo PBS, a concentracdo das proteinas foi estimada por comparacgédo
com massas pré-estabelecidas de BSA, por meio do software GelQuant (DNR Bio-Imaging
Systems Ltd), que utiliza relagdes de densitometria para estimar as massas das bandas de
interesse. As concentracdes foram de 0,1 pg/pL da proteina rLIC10821 e de 0,3 pg/uL da
proteina rL1C10064.

ApoOs a obtencdo das proteinas recombinantes purificadas, estas foram submetidas a
espectroscopia circular (CD) para verificar se apds o processo de purificacdo elas apresentavam a
conformacdo esperada. Apo6s a obtencdo do espectro, 0 mesmo foi analisado pelo programa
CAPITO (WIEDEMANN; BELLSTEDT; GORLACH, 2013). Foi possivel verificar que ambas
as proteinas demonstraram um perfil estruturado, apresentando estrutura secundaria
predominantemente de folha beta (41%) e irregular (51%) no caso da proteina rLIC10821; e
folha beta (44%) e irregular (56%) na proteina rLIC10064 (Figura 9 e Quadro 4).
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Quadro 4. Resultados da anélise do espectro obtido por CD pelo software CAPITO

Estrutura secundaria Porcentagem predita Porcentagem

experimental
alfahélice rL1C10821 10% 4%
folhabeta rL1C10821 52% 41%
irregularrL1C10821 38% 51%
alfahélice rL1C10064 24% 2%
folhabeta rL1C10064 49% 44%
irregularrL1C10064 27% 56%

A B
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Figura 9. Espectroscopia Circular (CD): Espectros de dicroismo circular para as proteinas rLIC10821 (A) e

rL1C10064 (B). O espectro foi medido usando uma célula de 1 mm e apresentado como uma média de 5 leituras.

4.6 Avaliacdo Imunoldgica

Ambas as proteinas foram capazes de induzir uma resposta imune em animais inoculados,
sendo que a proteina rLIC10064 apresentou um titulo maior em relacdo a proteina rL1C10821
(Figura 10). A especificidade dos anticorpos foi ensaiada por Western Blotting utilizando os

anticorpos gerados nos camundongos, resultando em uma banda majoritaria na altura esperada da

respectiva proteina, figura 11.
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Figura 10. Resultadosobtidos na titulacdo dos sorosde camundongos BALB/c imunizados com as
proteinas rLIC10821 e rLIC10064: Em placa de ELISA foi imobilizado 1 pg por pogo de proteina
recombinante. A placa foi incubada com o soro obtido apés cada sangria de cada animal, numa diluicéo de
1:100 e entdo foi feita uma diluicdo seriada até 1:204800. Entdo a interacdo entre a proteina e o soro de
camundongo foi sondada utilizando anticorpo contra IgG de camundongo conjugado a peroxidase na
diluicdo de 1:5000. O titulo foi considerado na diluicdo onde a interagcdo entre antigeno e anticorpo
apresentou uma absorbéncia de 0,1. Os dados estdo expressos em logaritmo de base 2.
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Figura 11. Deteccdo das proteinas recombinantes por Western Blotting utilizando o anticorpo
policlonal anti-rLIC. As proteinas foram aplicadas em gel SDS PAGE e transferidas para membrana de
nitrocelulose, a qual foi incubada com os antissoros anti-rLIC10821 e anti-rLIC10064 e incubado com
anticorpo anti IgG de camundongo conjugado com peroxidase. Em todos os géis 1 corresponde ao controle
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a proteina Lsa63, utilizada como controle negativo. Em 2 sdo as proteinas recombinantes rLIC10821 (A) e
rLIC10064 (B).

4.7 Avaliacéo da localizago celular

Existe uma grande importancia no estudo de proteinas de membrana externa, quando se
trata de patogénese e potencial imune de uma proteina. Proteinas de membrana externa sdo o
primeiro contato entre o patdgeno e o hospedeiro, sendo assim, podem gerar uma grande resposta
imune e estdo intimamente ligadas & patogenicidade da bactéria (HAAKE, 2000).

A proteina codificada pelo gene LIC10821 foi predita como uma proteina de membrana
externa pelo algoritmo para bactérias Gram-negativas do programa Cello (YU; LIN; HWANG,
2004), por outro lado, a proteina rLIC10064 foi predita como uma proteina periplasmatica. Para
confirmar experimentalmente tais predi¢6es, foram realizados diversos ensaios para determinar a

localizag&o celular.

4.7.1 Ensaio de acessibilidade por Proteinase K (PK)

No ensaio de acessibilidade por proteinase K, submetemos Leptospiras a degradacéo pela
proteina de amplo espectro PK, por intervalos de tempo de 0, 1, 3 e 5 horas. Com isso podemos
comparar o valor de densidade ética inicial com os valores subsequentes. Visto que as bactérias
estavam intactas, apenas as proteinas de superficie sdo submetidas a interacdo com a enzima
proteinase K. Logo, apenas as proteinas de membrana sdo degradadas, ou seja, se houver uma
diminuicdo do sinal das proteinas testadas, podemos inferir que as mesmas estdo localizadas na
membrana externa. Para este ensaio utilizamos como controle negativo a proteina DnakK,
previamente descrita como uma proteina citoplasmatica (GUERREIRO et al., 2001).

Apds 5 horas, podemos observar que houve uma diminui¢cdo no valor de absorbancia de
ambas as proteinas, sugerindo a presenca das mesmas na membrana externa. Corroborando com
este resultado, podemos observar que a proteina citoplasmatica DnaK, que ndo se encontra
acessivel para a proteinase K, ndo houve uma alteracéo significativa em sua absorbancia, mesmo

apos 5 horas de interagdo (Figura 12).
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Figura 12. Ensaio de acessibilidade das proteinas recombinantes por Proteinase K (PK). Em uma
placa de ELISA foram imobilizadas Leptospiras previamente tratadas com proteinase K em diferentes
intervalos de tempo, 0, 1, 3 e 5h. Apoés a incubacéo as amostras foram incubadas com os respectivos
antissoros que por sua vez foram sondados pelo anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado com
peroxidase. Para andlise estatistica, foi feita comparacao das médias dos grupos por ANOVA, seguido
de pos teste de Tukey (*p<0,1, **p<0,01, ***p<0,001).

4.7.2 Ensaio de bactéria intacta

Para dar continuidade aos ensaios onde avaliamos a localizacdo celular das proteinas,
utilizamos L.interrogans sorovar Copenhageni cepa M20, imobilizadas em placa ELISA, e
incubamos as mesmas com antissoro das proteinas testadas. Como controle, excluimos um dos
componentes do sistema (Figura 13).

Foi possivel identificar as proteinas nativas das bactérias utilizando o antissoro produzido
em camundongo e previamente titulado contra Leptospira.

Os resultados sugerem a presenca de ambas as proteinas na membrana externa, visto que
0 antissoro produzido em camundongos foi capaz de reconhecer as mesmas em Leptospiras
intactas. O maior sinal da proteina rLIC10064 pode estar relacionado ao seu maior nimero de
copias na bactéria (MALMSTROM et al., 2009).
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Figura 13. Avaliacdo da localizacdo celular das proteinas codificadas pelos genes LIC10821 e
L1C10064 em bactéria intacta. Em placa de ELISA foram imobilizadas Leptospiras na concentracdo de
10%/mL em tampdo PBS Is. Em seguida 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-rLIC) e S para o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase. Para
andlise estatistica, foi feita comparagdo das médias dos grupos por ANOVA, seguido de pds teste de
Tukey (**p<0,01).

4.7.3 Ensaio de imunofluorescéncia

Neste ensaio, as bactérias foram incubadas com 0s respectivos antissoros produzidos em
camundongos, que por sua vez foram sondados por anticorpos anti-lgG de camundogos
conjugados com fluoréforos. Asleptospiras foram coradas com iodeto de propidio, que marca o
DNA da bactéria, e assim podemos localiza-las no campo do microscépio (Figura 13).

Como dito anteriormente, a proteina codificada pelo gene LIC10064 teve seu nimero de
copias determinada no trabalho de protedbmica quantitativa (MALMSTROM et al., 2009) e
apresenta cerca de mil cdpias por bactéria. J& a proteina LIC10821 apesar de ser sido identificada,
ndo foi quantificada por estar abaixo do limite de deteccdo da metodologia utilizada. Fomos

capazes de observar ambas as proteinas na membrana externa das bactérias (Figura 14). Assim
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como nos ensaios anteriores, foi utilizada, como controle negativo, a proteina DnaK sabidamente

uma proteina citoplasmaética.

P1 FITC Sobreposigio
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Figura 14. Ensaio de localizagéo celular por imunofluorescéncia: As bactérias foram incubadas com
lodeto de propidio (vermelho), com o anticorpo contra a respectiva proteina e com anticorpo anti-1gG de
camundongo conjugado com o fluor6foro FITC (verde). A primeira coluna PI, apenas o filtro da cor
vermelha esta ligado, com isso podemos ver a presenca de células no campo de visdo. Na segunda coluna
FITC, apenas o filtro verde esta ligado, com isso localizamos os pontos onte houve interacdo do anticorpo
anti-lgG de camundongo com o anticorpo contra as proteinas estudadas. Ja na terceira coluna, foi feita
sobreposicdo de ambas imagens, e com isso podemos observar que os pontos verdes, respectivos a
proteina, estdo coincidentes a localizagdo das bactérias, indicando a presenca destas proteinas em sua
membrana. Além disso, nos controles negativos utilizados (Ndo imune e DnaK), podemos observar a
auséncia de pontos verdes.



56

4.8 Reatividade com soro de pacientes

Realizamos este ensaio com o intuito de avaliar a presenca das proteinas estudadas
durante a infeccdo, e em qual fase da doenca (MAT+ ou MAT-) seria observada maior
reatividade. Com este resultado, seria possivel analisar o potencial destas proteinas como
marcadores de diagnostico para leptospirose. O cutoff, calculado a partir da reagdo com 0s soros
de humanos saudaveis, para o ensaio com rLIC10821 foi de 0,14 e de 0,16 para rLIC10064. A
reatividade obtida para a proteina rLIC10821 foi de 55% para MAT- e 56% para MAT+, j& para a
proteina rL1C10064 foi de 13 % para MAT- e 6% para MAT+ (Figura 15). A proteina rLIC10821
possui um potencial para compor um Kit diagndstico, ja que conseguiu ser detectada por
aproximadamente metade dos pacientes testados, na fase inicial da doenca (MAT -) indicando
sua expressao precoce durante a infecc¢do. Por outro lado, a proteina rLIC10064 apresentou uma
baixa reatividade, tanto na fase inicial (MAT -) quanto na fase convalescente (MAT +) com 0s

pacientes testados.
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Figura 15. Avaliacdo da reatividade dos pacientes diagnosticados com leptospirose com as proteinas rL1C10821 e
rL1C10064. As proteinas rLIC10821 (A) e rLIC10064 (B) foram imobilizadas em placa de ELISA (1 pg/pogo) e
inoculados com soros pareados de pacientes diagnosticados com leptospirose, na fase convalecente (MAT +) e na fase
inicial (MAT -), na diluicdo de 1:100. A deteccdo da reatividade foi feita por incubagdo com anti-lgG humano conjugado
com peroxidase (1:3000). Os respondedores sdo considerados aqueles acima do valor do cutoff (linha pontilhada
horizontal), definida como a média dos pacientes saudaveis somada trés vezes o desvio padrao.
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Quadro 5. Reatividade do soro de pacientes infectados contra as proteinas recombinantes
estudadas.

Proteina MAT- MAT+
rLIC10821 55% 56%
rLIC10064 13% 6%

4.9 Presenca da proteina em diferentes espécies e sorovares de Leptospira spp.

A presenca da proteina LIC10064 em extratos de Leptospira foi avaliada por Western
Blotting (Figura 16). Os extratos proteicos foram separados em SDS-PAGE e transferidos para
uma membrana de nitrocelulose, a qual foi incubada com antissoro anti-rLIC10064 e
subsequentemente anti-lgG de camundongo.Foi possivel observar a presenca da proteina
rLIC10064 em praticamente todos os extratos utilizados neste ensaio. Apenas a proteina da L.

biflexa sorovar Patoc ndo foi reconhecida pelo antissoro anti-rLIC10064.
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Figura 16. Anélise da presenca da proteina rLIC10064 em diferentes espécies e cepas de Leptospira
spp.por Western Blotting. Diversos extratos de Leptospira foram carregados em gel SDS PAGE 12%
etrasnferidos para membrana de nitrocelulose. A membrana foi incubada com anticorpo contra rLIC10064
e com anticorpo contra 1gG de camundongo conjugado com peroxidase. 1) L. interrogans sorovar
Copenhageni cepa M-20, 2) L. kirshneri sorovar Grippothyphosa, 3) L. kirshneri sorovar Cynoptery, 4) L.
borgpetersenii, 5) L. interrogans sorovar Canicola, 6) L. interrogans sorovar Hardjo, 7) L. santarosai
sorovar Shermani, 8) L. biflexa sorovar Patoc, 9) L. interrogans sorovar Copenhageni cepa L1-130, 10) L.
interrogans sorovar Kennewicki cepa Pommona Fromm, 11) rL1C10064 purificada (controle positivo)

A proteina referente ao gene LIC10821 ndo foi detectada nos extratos de Leptospira
spp..Isso pode ser explicado pelo provavel baixo nimero de copias destas proteinas na bactéria,
uma vez que a proteina foi identificada no proteoma quantitativo em L. Interrogans sorovar
Copenhageni cepa FIOCRUZ L1-130 (cepa virulenta), porém néo foi quantificada, pois o0 nimero
de copias ficou abaixo do limite de deteccdo (MALMSTROM et al., 2009).
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4.10 Adesdo das proteinas recombinantes a componentes da matriz extracelular e plasma

Entender as estratégias utilizadas pela Leptospira para adesdo as células do hospedeiro é
essencial para compreensdo da patogénese da mesma, j& que a adesdo as celulas e matriz
extracelular é crucial para a infeccdo e patogénese da bactéria. A partir da adesdo as células do
hospedeiro a bactéria pode penetrar, disseminar-se e persistir nos tecidos
(EVANGELISTA;COBURN, 2010). Nosso grupo ja descreveu proteinas recombinantes com a
capacidade de interagir in vitro com componentes da matriz extracelular, Lsa24 (BARBOSA et
al., 2006), Lsa21 (ATZINGEN et al., 2008), LipL53 (OLIVEIRA et al., 2010), Lsa63 (VIEIRA et
al., 2010), Lsa66 (OLIVEIRA et al., 2011), Lsa33 (DOMINGOS et al., 2012), Lsa30 (SOUZA et
al.,, 2012), OmpL1 (FERNANDES et al., 2012), Lsa44 e Lsad5 (FERNANDES et al., 2014),
Lsa46 e Lsa77 (TEIXEIRA et al., 2015).

Com isso, neste trabalho avaliamos a capacidade de adesdo das proteinas estudadas com
componentes da matriz extracelular. Utilizamos como controle do experimento a proteina BSA,
gue ndo apresenta interacdo com a proteina recombinante, evidenciado pelo baixo valor de
absorbancia observado nas figuras a seguir.

A proteina rLIC10821 apresentou uma interacdo estatisticamente significativa com
laminina (Figura 17). Por outro lado, a proteina rLIC10064 ndo apresentou interacdo com
nenhum dos componentes testados. A interacdo da proteina rLIC10821 com a laminina foi
confirmada por ensaio de ELISA utilizando o anticorpo monoclonal anti-His na dilui¢éo
previamente titulada contra a proteina recombinante onde a absorbancia foi igual a 1,0 (Figura
18).
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Figura 17. Avaliacdo da adesdo das proteinas rLIC10821 e rLIC10064 com os componentes da
matriz extracelular utilizando anticorpo policlonal. Foram imobilizados em placa de ELISA 1 ug de
colégeno tipo I, coldgeno tipo 1V, Elastina, Laminina, Fibronectina celular e BSA como controle negativo.
Foram adicionados 1 pg das proteinas rLIC10821 e rLIC10064 em cada poco e incubadas por 2h a 37 °C.
A deteccdo da ligacdo foi feita por anticorpo anti-rL1C10821 (1:5000), e anti-rL1C10064 (1:10000) seguido
por anticorpo contra IgG de camundongo (1:5000). Os dados representam o valor da média + desvio
padrdo da triplicata. Para andlise estatistica, a ligago da proteina a cada componente foi comparada com o
controle negativo BSA por teste t-Student (**p<0,01)
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Figura 18. Avaliagdo da adesdo da proteina rLIC10821 a laminina utilizando anticorpo monoclonal
anti-his. Em placa de ELISA, foram imobilizados 1 pg de Laminina e BSA (controle negativo). Foi
adicionado 1 pg de proteina rLIC10821 em cada poco e incubada por 2h a 37 °C. Para determinar se
ligacdo era especifica da proteina recombinante com o componente laminina, utilizamos o anticorpo
monoclonal contra a repeticdo de 6 histidinas (anti-his) presente da proteina recombinante na diluigdo de
1:5000. Os resultados representam o valor da média + o desvio padréo da triplicata. Para analise estatistica,
a ligacdo da proteina a laminina foi comparada com a ligacdo com o controle negativo BSA pelo teste t-

Student (***p<0,001)
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Além da interacdo com os componentes da matriz extracelular, avaliamos a interacdo das
proteinas com componentes do plasma. J& foram descritos para outros patdgenos e inclusive na
Leptospira, sua capacidade de capturar o plasminogénio do soro do hospedeiro, e converté-lo em
plasmina utilizando os ativadores também do hospedeiro (VIEIRA et al., 2009). Com isso a
leptospira dispde de um grande poder de invaséo, degradando componentes de matriz extracelular
e efetores imunes (VIEIRA et al., 2011).

A proteina rL1C10821 foi capaz de interagir com o plasminogénio e com o fibrinogénio
de forma estatisticamente significativa (Figura 19). Assim como para a laminina, confirmamos a
interacdo da proteina recombinante rL1C10821 com os componentes do plasma PLG e Fg por

ELISA, utilizando o anticorpo monoclonal anti-His (Figura 20).
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Figura 19. Avaliacdo da interacdo das proteinas rLI1C10821 e rLIC10064 com componentes do plasma
empregando o soro policlonal anti-rLL1C10821. Em placa de ELISA foram imbolizados 1 pg de plasminogénio,
fibronectina plasmatica, fator H, C4bp, Fibrinogénio e BSA, utilizado como controle negativo, por pogo. Entdo, foi
adicionado 1 pg da proteina rLIC10821 e da proteina rLIC10064 e incubados por 2h a 37 °C. A deteccdo da
interacdo foi realizada utilizando anticorpo policlonal anti-rLIC10821 (1:5000) anti-rLIC10064 (1:10000)
produzidos em camundongo, e anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase. Os resultados
representam o valor da média + o desvio padrdo da triplicata. Para andlise estatistica, a ligacdo da proteina aos
componentes foi comparada com a ligacdo com o controle negativo BSA pelo teste t-Student (*p<0,1, **p<0,01).
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Figura 20. Avaliacdo da interacdo da proteina rLIC10821 os componentes do plasma utilizando anticorpo
monoclonal anti-his.Em placa de ELISA, foram imobilizados 1 pg de fibrinogénio, plasminogénio e BSA (controle
negativo) por poco. Foi adicionado 1 pg de proteina rLIC10821 em cada pogo e incubada por 2h a 37 °C. Para
determinar se ligacéo era especifica da proteina recombinante com os componentes fibrinogénio e plasminogénio,
utilizamos o anticorpo monoclonal contra a repeti¢do de 6 histidinas (anti-his) presente da proteina recombinante na
diluicdo de 1:5000. Os resultados representam o valor da média + o desvio padrdo da triplicata. Para analise
estatistica, a ligacdo da proteina a laminina foi comparada com a ligagdo com o controle negativo BSA pelo teste t-
Student (*p<0,1)

Além disso, foi feito um ensaio onde podemos observar se houve uma inibicéo da ligacdo
da proteina recombinante com o componente, ap0s a incubacdo da proteina recombinante com
seu respectivo antissoro. O anticorpo apresentou uma capacidade de inibi¢do estatisticamente
significativa, em torno de 20% quando comparado com a proteina que ndo teve incubacédo prévia
para a laminina, cerca de 50% para o plasminogémio e 80% para o fibrinogénio. Como controle,
as proteinas também foram incubadas com soro pré-imune, nas mesmas concentracdes

empregadas para o soro anti-proteina, Figuras 21 e 22.
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Figura 21. Avaliacdo da interferéncia do antisoro na interagéo da proteina recombinante com laminina. Em
placa de ELISA foram imobilizados 1 pg de laminina por poco. Entdo foram adicionados 1 pg de proteina
rL1C10821, previamente incubado com o antissoro (anti rLIC10821), ou (anti-PBS) ou sem adic&o de anticorpo (sem
soro), em seus respectivos pocgos. Apds a incubacdo, o antissoro foi sondado utilizando o anticorpo anti IgG de
camundongo conjugado com peroxidase. Para andlise estatistica, foi feita comparacdo das médias dos grupos por
ANOVA, seguido de pos teste de Tukey (*p<0,1, **p<0,01).
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Figura 22. Avaliagdo da interferéncia do antissoro na interacéo da proteina recombinante com plasminogénio
e fibrinogénio.Em placa de ELISA foram imobilizados 1 g de cada componente por pogo. Entdo foram adicionados
1 ug de proteina rLIC10821, previamente incubado com o antissoro (anti-rL1C10821), ou (anti-PBS) ou sem adi¢do
de anticorpo (sem soro), em seus respectivos pocos. Apds a incubacéo, o antissoro foi sondado utilizando o anticorpo
ant-lgG de camundongo conjugado com peroxidase. Para andlise estatistica, foi feita comparagdo das médias dos
grupos por ANOVA, seguido de pos teste de Tukey (*p<0,1, **p<0,01).
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4.11 Curva de dose resposta

Os ensaios de dose-resposta foram utilizados para definir a afinidade da ligacdo das
proteinas recombinantes aos componentes, nos quais 0s componentes de matriz extracelular ou
plasma foram incubados com concentragfes crescentes da proteina recombinante.

Foi possivel observar que a proteina rLIC10821 possui uma ligacdo dose-dependente e
saturavel com o plasminogénio (Figura 23), e uma ligacdo dose-dependente ndo saturavel, nas

concentragdes testadas, com os componentes laminina (Figura 24) e fibrinogénio (Figura 25).
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Figura 23.Ensaio de dose dependéncia da reacédo da rLI1C10821 com o plasminogénio. Em placa de ELISA foi
imobilizado 1 pg de plasminogénio por poco. Entdo, foram adicionadas concentragbes crescentes da proteina
rL1C10821 e realizamos uma diluicdo seriada. Apos a incubacéo da proteina com o componente por 2h a 37 °C , foi
adicionado o antissoro contra a proteina recombinante rLIC10821 e o anticorpo contra a IgG de camundongo
conjugado com peroxidase. O Kp calculado entre os dois componentes foi de110,2 £+ 22,4 nM.
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Figura 24. Ensaio de dose dependénciada reacdo da rLIC10821 com a laminina. Em placa de ELISA foi
imobilizado 1 pg de laminina por pog¢o. Entdo, foram adicionadas concentrac8es crescentes da proteina rL1C10821 e
realizamos uma diluigdo seriada. Apés a incubacdo da proteina com o componente por 2h a 37 °C, foi adicionado o
antissoro contra a proteina recombinante rLIC10821 e o anticorpo contra a 1gG de camundongo conjugado com
peroxidase.
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Figura 25.Ensaio de dose dependéncia da reagdo da rLIC10821 com ofibrinogénio. Em placa de ELISA foi
imobilizado 1 pg de fibrinogénio por poco. Entdo, foram adicionadas concentragfes crescentes da proteina
rL1C10821 e realizamos uma diluigdo seriada. Apds a incubagédo da proteina com o componente por 2h a 37 °C, foi
adicionado o antissoro contra a proteina recombinante rLIC10821 e o anticorpo contra a 1gG de camundongo
conjugado com peroxidase.

A proteina rLIC10821 possui uma alta afinidade ao PLG, evidenciada pelo baixo valor da

constante de dissocia¢do (Kp) de 110,2 £ 22,4 nM, na mesma ordem de magnitude de outras
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proteinas ja descritas na literatura (CARVALHO et al., 2009; FERNANDES et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2011; STEVENSON et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2015). N&o foi possivel
calcular a constante de dissociacdo da proteina rLIC10821 em relacdo ao fibrinogénio e a

laminina pois a saturacdo da interacdo nao foi atingida.

4.14 Caracterizacao da ligacdo da rL1C10821 com plasminogénio

Ja é descrito na literatura que os dominios kringle presentes no plasminogénio interagem
com os residuos de lisinas em receptores de uma ampla gama de bactérias (LAHTEENMAKI;
KUKKONEN; KORHONEN, 2001; LAHTEENMAKI; KUUSELA; KORHONEN, 2001).
Assim como estas bactérias, as leptospiras também possuem a caracteristica de interagir com o
plasminogénio via dominios kringle, visto que utilizando-se de um analogo de lisina, acido
aminocaproico (ACA), foi possivel observar a inibicdo da ligacdo entre a bactéria e o
plasminogénio. A partir destes dados, fomos avaliar a participagdo dos residuos de lisina na
ligacdo entre a proteina recombinante e o plasminogénio.

Ao adicionar concentracdes crescentes de ACA foi possivel observar a diminui¢do da
interacdo da proteina recombinante com o plasminogénio, sugerindo que a ligacdo entre estes se
d4 via dominios kringle e os residuos de lisina presentes na proteina. Analisamos
estatisticamente, com teste t-Student, a ligacdo na auséncia de ACA, com 0s outros tratamentos

com acréscimo gradual da concentracdo do competidor (Figura 26).
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Figura 26. Caracterizacdo da ligacdo da proteina rL1C10821 com o plasminogénio. Em placa de ELISA foi
imobilizado 1 pg de plasminogénio por pogo. Entdo foi adicionada proteina rLIC10821 para interagdo com 0
componente, esta interagdo foi sondada utilizando o antissoro anti-rLIC10821, que por sua vez foi detectado
utilizando-se o anticorpo contra 1IgG de camundongo conjugado com peroxidase.

4.12 Converséao de plasminogénio a plasmina

Como descrito anteriormente, a Leptospira é capaz de capturar o plasminogénio presente
no soro do hospedeiro, utilizando diversas proteinas descritas, ligantes de plasminogénio entre
outros componentes, e transforma-lo em sua forma ativa plasmina, utilizando-se do ativador do
hospedeiro, uroquinase (VIEIRA et al., 2009). A plasmina é uma serino protease de amplo
espectro capaz de degradar diversos componentes da matriz extracelular, como laminina e
colageno tipo 1V, e também é capaz de degradar imunoglobulinas (VIEIRA et al., 2011). Tal
capacidade promove uma grande invasividade e evasdo imune para esta bactéria.

Com isso, nés realizamos um ensaio onde avaliamos se a proteina recombinante apds
incubacdo com o plasminogénio, € capaz de transforma-lo em plasmina, na presenca do ativador
UPA e assim degradar um substrato cromogénico especifico. Utilizamos como controle a proteina
BSA, e diversos tratamentos onde ocultamos um dos componentes que engloba o sistema.

Foi possivel observar que o plasminogénio que estava ligado a proteina rLIC10821 foi
capaz de ser convertido em plasmina e degradar o substrato cromogénico, apenas na presenga do
ativador uPA, figura 27. A proteina rL1IC10064 foi utilizada nesse experimento como controle
negativo, reforcando sua falta de interagdo com o componente do plasma PLG.
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Figura 27. Ensaio de conversdo de plasminogénio em plasmina. Em placa de ELISA foi imobilizado 1 pg de
cada proteina recombinante por pogo. As proteinas foram incubadas com 1 pg por pogo de plasminogénio (PLG)
durante 2h a 37 °C. Apds a interagdo da proteina com o componente, foram adicionados o ativador plasminogénio
(uPA) e um subrastrato cromogénico especifico para plasmina (S). Exceto no primeiro tratamento (PLG+uPA +S),
retiramos um dos componentes para ser feito o controle negativo do experimento. Para analise estatistica, a ligagao
da proteina aos componentes foi comparada com a ligagdo com o controle negativo pelo teste t-Student
(***p<0,001).

4.13 Inibicao do coagulo de fibrina

A leptospirose apresenta diversos sintomas, muitos sdo facilmente confundidos com uma
gripe comum, porém nos casos mais severos podemos observar quadros hemorragicos que podem
levar o paciente ao 6bito (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Uma possivel
explicacdo seria que as leptospiras se ligariam ao fibrinogénio, dificultando ou impedindo a
formacdo do coagulo de fibrina. J& foram descritas algumas proteinas capazes de se ligar ao
fibrinogénio (CHOY et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2013; PINNE; CHOY; HAAKE, 2010) e
algumas proteinas de superficie sdo capazes diminuir a formacdo do coagulo de fibrina (LIN et
al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013). A reducdo da formacdo do coagulo de fibrina também esta

relacionada com o processo de disseminacdo de patdgenos (HOUSTON et al., 2012).
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Como nos observamos que a proteina rLIC10821 é capaz de se ligar ao fibrinogénio,
realizamos um ensaio para observar a capacidade desta proteina em interferir na formagdo do
coagulo de fibrina.

A proteina rLIC10821 foi capaz de reduzir a formacdo do coagulo de fibrina de forma
significativa quando comparada com o controle positivo, onde ndo houve nenhuma interferéncia
na formacdo do coagulo. A interferéncia foi dose-dependente sendo possivel observar uma

diminuicdo de até 60% na concentragdo maxima testada (Figura 28).
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Figura 28. Ensaio de Inibicdo do coagulo de fibrina. Em uma placa de 96 pocos, foi colocado 10 pLde uma
solucdo 10 U/mL de fibrina, e completada com 90 pL de uma solucéo contendo fibrinogénio (1 pg/pL) previamente
incubado com a proteina rLIC10821 a 37 °C por 2 horas. Controle positivo, contém apenas a fibrina com o
fibrinogénio, ou seja, ausente da interferéncia da proteina recombinante, e foi considerado como a maxima formacéo
de coagulo neste experimento, com isso os valores de absorbancia foram convertidos em porcentagem. Para analise
estatistica, a ligacdo da proteina aos componentes foi comparada com a ligagdo com o controle positivo pelo teste t-
Student (*p<0,1 e **p<0,01).
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5 CONCLUSAO

Podemos observar que as proteinasrLIC10821 e rLIC10064 sdo conservadas em diversas
espécies de Leptospira spp. Os genes foram clonados, e suas respectivas proteinas recombinantes
foram expressas em E. coli BL21 (DE3) Star pLysS (rLIC10821) na forma insollivel em
corpusculo de inclusdo e BL21 Sl (rLIC10064) na forma soltvel.

Confirmando a predicdo obtida in silico, podemos sugerir a presenca da proteina
rL1C10821 na membrana externa da bactéria, utilizando-se de 3 metodologias distintas. Apesar
da predicdo da proteina rLIC10064 indica-la como uma proteina periplasmatica, também
podemos observar sua presenga na membrana externa.

As proteinas foram capazes de induzir uma resposta humoral em modelo animal. A
proteina rL1C10821 foi capaz de interagir com o componente de matriz extracelular laminina e
com o0s componentes plasminogénio e fibrinogénio do plasma e tais interagdes foram
caracterizadas. Com isso, sugerimos que esta proteina pode estar envolvida no processo de
colonizacdo e invasao de diversas espécies de Leptospira spp. O fato da proteina rLIC10821 ser
capaz de interagir com o fibrinogénio e inibir a formac&o do codgulo, sugere o envolvimento
desta proteina em casos hemorréagicos de leptospirose, favorecendo a disseminacdo da bactéria
nas fases iniciais.

A proteina rLIC10064 apesar de possuir mais copias por célula, foi menos reativa a soros
de pacientes humanos quando comparada com a proteina rLIC10821.

A Leptospira possui um vasto repertério de proteinas com a capacidade de adesdo que
provavelmente estdo envolvidas na patogénese da bactéria. Apesar da proteina rL1IC10064 ndo ter
funcdo de adesina, a proteina foi encontrada na membrana externa da bactéria, e além de ser bem
conservada em diversas cepas e espécies, ela foi encontrada na cepa virulenta, sugerindo sua

presenca durante a infeccéo.
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