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RESUMO

SANCHEZ, G.P. Desenvolvimento de uma vacina de subunidade contra a
leptospirose. 2019. 93 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

A leptospirose € uma zoonose reemergente de grande impacto na saude animal e
publica, que tem como agente etiolégico as espécies patogénicas do género
Leptospira. As vacinas comerciais contra esta doenca sédo preparacdes de culturas
de leptospiras de sorovares patogénicos, inativadas pela acdo do calor ou formol
(bacterinas). Estas vacinas sao sorovar especificas e estimulam predominantemente
a resposta imune humoral, reforcando a necessidade de revacinacdo anual para
manter 0s niveis de anticorpos protetores. Além disso, ha controvérsias sobre este
tipo de vacina em relagéo a inibicdo da colonizacéo renal. Por isso, novos antigenos
tém sido avaliados para compor uma vacina mais eficaz contra a leptospirose, que
confira protecdo contra as diversas espécies patogénicas, previna a colonizacao
bacteriana, gere resposta imune duradoura e apresente minimos efeitos adversos.
Os candidatos vacinais mais promissores sdo as proteinas de superficie LigA e LigB
(Leptospiral immunoglobulin-like proteins), que sédo expressas durante a infecgéo e
participam dos mecanismos de adesdo as células do hospedeiro. Outra proteina
promissora é a LcpA (Leptospiral complement regulator-acquiring protein A), cuja
funcdo é a interacdo com o fator regulador C4BP, sugerindo uma estratégia das
leptospiras de evasdo do sistema complemento. LcpA é conservada entre as
espécies patogénicas e expressa durante o curso da infeccéo, sugerindo um papel
potencial como antigeno vacinal. Assim, o objetivo geral deste trabalho foi
desenvolver uma vacina de subunidade contra a leptospirose utilizando as proteinas
recombinantes LIgAC (porcdo C-terminal da proteina LigA) e a proteina LcpA como
antigenos. Com o intuito de aumentar a imunogenicidade destas proteinas, atraves
do melhoramento da eficiéncia dos mecanismos de captura, processamento e
apresentacdo do antigeno ao sistema imune, foram utilizadas duas estratégias
vacinais. A primeira consistiu na fusdo das proteinas ao dominio ZZ da proteina A de
Staphylococcus aureus, capaz de se ligar a regido Fc das imunoglobulinas; e ao
dominio R da toxina diftérica (DTR), um ligante a heparam sulfato. A segunda
estratégia consistiu na utilizacdo de trés adjuvantes: hidroxido de aluminio (Alum),

CpG-ODN (agonista de TLR-9) e o anticorpo monoclonal anti-MHC Il (clone



14.4.4S). Os resultados obtidos mostraram que a formulacdo vacinal contendo a
proteina LcpA fusionada aos dominios ZZ e DTR mais Alum foi capaz de induzir
100% e 60% de protecdo contra a morte nos desafios homologo e heterélogo,
respectivamente. A proteina LcpA néo fusionada induziu protecdo parcial (60%) na
presenca de Alum. Estes resultados sugerem que os dominios ZZ e DTR sé&o
capazes de apresentar o antigeno de maneira mais eficiente. As formulagcbes
vacinais contendo LIigAC e LcpA fusionadas aos dominios, independente do
adjuvante utilizado, foram capazes de induzir protecdo contra a morte, mas nao
foram capazes de inibir a colonizacéo renal, apesar dos altos titulos de anticorpos,
direcionados principalmente a proteina LigAC. Assim, conclui-se que as proteinas
LIgAC e LcpA fusionadas aos dominios ZZ e DTR sao candidatos vacinais
promissores; e que outras estratégias vacinais utilizando essas proteinas precisam
ser testadas para melhorar a imunogenicidade das mesmas e conseguir imunidade

esterilizante contra a leptospirose.

Palavras-chave: Leptospira, Leptospirose, LigA, LcpA, Vacina de subunidade.



ABSTRACT

SANCHEZ, G.P. Development of a subunit vaccine against leptospirosis. 2019.
93 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2019.

Leptospirosis is a reemerging zoonosis of great impact in animal and public health,
which has the pathogenic species of genus Leptospira as its etiological agent.
Commercial vaccines against this disease consist of leptospiral culture preparations
from pathogenic serovars, inactivated by heat or formaldehyde (bacterins). These
vaccines are serovar specific and stimulate predominantly humoral immune
response, reinforcing the need for annual revaccination to maintain the protective
antibody levels. Moreover, there is controversy about these type of vaccines
regarding inhibition of renal colonization and bacterial dissemination. Thus, new
antigens have been evaluated to compose an effective vaccine against leptospirosis
that confers protection against different pathogenic species, prevents bacterial
colonization, generates long-lasting immune responses, and exhibits minimum
adverse effects. The most promising vaccine candidates are surface proteins LigA
and LigB (Leptospiral immunoglobulin-like), which are expressed during infection
and play a role in the mechanisms of adhesion to the host cells. Another promising
protein is LcpA (Leptospira complement regulator-acquiring protein), which interacts
with the regulator factor C4BP, suggesting leptospires” strategy for evading the
complement system. LcpA is conserved among pathogenic species and expressed
during infection, suggesting a potential role as a vaccine antigen. Therefore, this
work aimed to develop a subunit vaccine against leptospirosis, using recombinant
leptospiral proteins LIgAC (C-terminal region of protein LigA) and LcpA, as antigens.
Two strategies were used for increasing the immunogenicity of these proteins,
through improvement of the efficiency of antigen capture, processing, and
presentation to the immune systems mechanisms. The first consisted of fusion of
proteins to domain ZZ of protein A of Staphylococcus aureus, capable of binding to
the Fc region of immunoglobulins; and to R domain of diphtheria toxin (DTR), which
is a ligand of heparan sulfate. The second strategy consisted of testing three
adjuvants: aluminium hydroxide (Alum), CpG-ODN and monoclonal antibody anti-
MHC 1l (14.4.4S). Results obtained showed that the vaccine formulation containing
LcpA protein fused to domains ZZ and DTR plus Alum was capable of inducing 100%



and 60% of protection against death in both homologous and heterologous
challenge, respectively. Protein LcpA not fused induced partial protection (60%) in
presence of Alum. These results suggest that domains ZZ and DTR are capable of
presenting antigens in a much efficient manner. Vaccine formulations consisting of
LigAC and LcpA fused to domains, independently of the adjuvant used, were able to
induce protection against death caused by leptospirosis in hamsters, but they were
not capable of inhibiting renal colonization, despite the high antibody titers directed to
the LIgAC protein. Thus, it can be concluded that proteins LigAC and LcpA fused to
domains ZZ and DTR are promising vaccine candidates; and that other vaccines
strategies, using these proteins need to be tested to enhance their immunogenicity

and achieve sterilizing immunity agains leptospirosis.

Keywords: Leptospira, leptospirosis, LigA, LcpA, subunit vaccine



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Leptospira sob microscopia eletroniCa............ceeevrieiieeiiiiiiiiee e 22
Figura 2 - Classificacdo das espécies de [eptospiras .........ccccceevrveeeriieeniiieeenieee e 23
Figura 3 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina LcpA em
espécies de leptoSpiras PAtOGENMICAS ......c.uuieiiiiee it e e e 31
Figura 6 - Calendario dos ensaios de imunoprotecdo em modelo animal. ............... 43
Figura 7 - Andlise da purificacdo das proteinas recombinantes apos a dialise contra
TAMPAO PBS. .. a e a et 51
Figura 8 - Analise da purificacdo da proteina recombinante ZZ-DTR-LigAC............. 52

Figura 9 - Representacdo esquematica da predicdo tedrica da estrutura do dominio
ZZ da proteina A de S. aureus e do dominio R da toxina diftérica (DTR).................. 54

Figura 10 - Representacdo esquematica da predicao tedrica da estrutura das cinco
proteinas recombinantes utilizadas N0 eStUdO. ...........cccoeveeiiiiiiie e 54

Figura 11 — Espectros de dicroismo circular das estruturas secundérias proteicas. 55

Figura 12 - Espectros de dicroismo circular obtidos para as proteinas
recombinantes LIgAC (A), ZZ-LIigAC-DTR (B), ZZ-DTR-LigAC (C), LcpA (D) e ZZ-
LCPA-DTR (). «teteueeeiieee ettt ettt e sttt et et e et et e et e et e e eaeeesseeesbeeeanneaaneeesneeeanneeas 56

Figura 13 — Andlise do processo de purificagdo do anticorpo anti-MHC de classe |l
(14.4.4S) a partir do sobrenadante do cultivo do hibridoma HB-32 em coluna IgG-

Y= 0] 4= U0 =P PRRERRR 57
Figura 14 - Ensaio 1: Analise da carga bacteriana dos rins dos animais
sobreviventes ao desafio, pela técnica de PCR quantitativo (QPCR)...........c..ccccu.e. 61
Figura 15 — Ensaio 1: Avaliacdo de IgG total em hamsters imunizados com as
diferentes formulac¢des vacinais, com placas adsorvidas com LigAC e LcpA. .......... 63
Figura 16 — Ensaio 1: Avaliacdo das subclasses de IgG (IgG1, 19G2/3 e 1gG3) em
hamsters imunizados com diferentes formulagdes vacinais. .........cccccccveeeeeeecccnvnnnen, 64
Figura 17 - Ensaio 2: Analise da carga bacteriana dos rins dos animais
sobreviventes ao desafio, pela técnica de PCR quantitativo (QPCR)........c..cceeeeennnn. 66

Figura 18 — Ensaio 2: Avaliacdo de IgG total em hamsters imunizados com as
diferentes formulagBes VACINGUS. ..........uviieiiiiiiee et e e 67

Figura 19 — Ensaio 2: Avaliacdo das subclasses de IgG (IgG1, 19G2/3 e 1gG3) em
hamsters imunizados com as diferentes formulagdes vacinais. ..........ccccccceeeeevvvnnneee. 68

Figura 20 — Ensaio 3: Avaliacdo de IgG total em hamsters imunizados com as
diferentes formulacOes VACINAIS. ..........coviviiiiiiiiiiiieiieeiiiiiiii e 71



Figura 21 — Ensaio 3: Avaliacédo das subclasses de IgG (IgG1, 19G2/3 e 1gG3) em

hamsters imunizados com diferentes formulagdes vacinais. .........ccccccceeeeeeeeveccnvnnnnen. 72
Figura 22 - Ensaio 4: Analise da carga bacteriana dos rins dos animais
sobreviventes ao desafio, pela técnica de PCR quantitativo (QPCR)........cccceeeeriennnes 75

Figura 23 — Ensaio 4: Avaliacdo de IgG total em hamsters imunizados com as
diferentes formulagBes VACINGIS. ..........uviiiiiiiiiiie ettt e e 76

Figura 24 — Ensaio 4: Avaliacdo das subclasses de 1gG (IgG1, 19G2/3 e IgG3) em
hamsters imunizados com diferentes formulagdes vacinais. .........cccccccveeeeeeeeccnvnnnnen, 78



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Conservacdo da proteina LcpA entre as espécies patogénicas de
[T o1 (01 o] = F TP P PSP PPPRPON 30

Quadro 2 — Composicao das formulagdes vacinais utilizadas no primeiro ensaio de
LU T T0] o] o) (=0 Vo NSRS 44

Quadro 3 — Composicéo das formulagdes vacinais utilizadas no segundo ensaio de
LU g To] 0] o) (=T o= Vo Jum SRR SPP 45

Quadro 4 — Composicdo das formulacdes vacinais utilizadas no terceiro e quarto
eNsSaio de IMUNOPIOTEGAD. ......cuveieeeeiiiei e ettt e e e e e e e s r e e e e e e e e aa 46

Quadro 5 — Oligonucleotideos e sonda utilizados para quantificar DNA genémico de
leptospiras presente nos rins dos animais que sobreviveram ao desafio com estirpes
Virulentas de LEPLOSPITAS. ....cc.uuuriiiiiiee e e e e e e cec et e e e e e e e s e e e e e e e e e e s e e e aeeaaeeas 47



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Dados das proteinas recombinantes do estudo. ..........cccccecvvvveeiiiiieeeennns 50
Tabela 2 — Predicao tedrica de estruturas secundarias das proteinas recombinantes
(0 (o =251 18 o [o TR PO PPPRSPPPPRP 53
Tabela 3 — Ensaio 1: Desafio homologo de imunoprotegcdo em hamsters. ............... 60
Tabela 4 — Ensaio 2: Desafio heter6logo de imunoprotecdo em hamsters. .............. 65
Tabela 5 — Ensaio 3: Desafio homologo de imunoprotecdo em hamsters. ............... 70

Tabela 6 — Ensaio 4: Desafio homologo de imunoprotecdo em hamsters. ............... 74



°C
ABTS

Al(OH)3
Alum
APC
ATCC
C4BP
CFR
cm?
CO2
DALY
DC
DNA
DTR
ELISA

EMJH

EqG
HCI
IFN-y
IgG
IgM
IPTG
kDa
LB
LB-Amp
LcpA
Lig
LipL32
LMW

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Grau Celsius
2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
(solucao de revelacédo de ELISA)
Hidroxido de aluminio

Hidroxido de aluminio

Célula apresentadora de antigenos
American type culture collection
C4b-binding protein

Code of Federal Regulations

Centimetro quadrado

Di6xido de carbono

Disability Adjusted Life Years

Dicroismo circular

Acido Desoxirribonucleico

Dominio R da toxina diftérica
Enzyme-linked immunosorbent assay
Ellinghausen McCullough Johnson Harris
(meio de cultura padrao para leptospiras)
Equivalentes gendmicos

Acido cloridrico

Interferon gamma

Imunoglobulina G

Imunoglobulina M

Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
Quilodalton

Meio Luria-Bertani

Meio Luria-Bertani com ampicilina
Leptospiral complement regulator-acquiring protein A
leptospiral immunoglobulin-like
Lipoproteina L32

Low Molecular Weigh



LO4
LPF
LPS

M
MAT
MHC I
mL/min
NacCl
NiSO4
nM
Omp

Y

p/v

pb
PBS
PCR
PGHS
pH

pl

PMSF
gPCR
RPMI

SFB
TLR-9
Tris-HCI
uM

(marcador de massa molecular)
L. interrogans sorovar Canicola
L. interrogans sorovar Kenewicki
Lipopolissacarideo

Molar

Soroaglutinagdo microscopica
Major histocompatibility complex type Il
Mililitros por minuto

Cloreto de sédio

Sulfato de niquel

Nanomolar

Outer Membrane Protein

Valor estatistico p

Partes por volume

Pares de bases
Phosphate-buffered saline
Reacdo em cadeia pela polimerase
Proteoglicano de heparam sulfato
Poder de hidrogénio

Ponto isoelétrico
Fenilmetilsulfonilflaor

(inibidor de protease)

PCR quantitativo

Roswell Park Memorial Institute
(meio de cultura)

Soro fetal bovino

Receptores do tipo Toll-9

Tris Hydrochloride

Micromolar



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt en et en et een s, 22
1.1 LEPTOSPIRA E LEPTOSPIROSE ... 22
1.2 VACINAS CONTRA A LEPTOSPIROSE ... 27
1.2.2. CandidatoS VACINAIS ....cccoiiuiiiiieeiiiiei ettt 28
1.2.3. EStratégias VaCIN@IS ......cceiiuiiiiiiiie ittt 32
1.2.3.1. Proteinas fusionadas a dominioS iMUNOQENICOS ..........ccceveeeiiirireeesiiiieeeeanns 32
1.2.3.2. Uso de adjuvantes nas formulagfes vacinais............ccoccuvveeeiriiiieneenniiieeeenne 34
2. OBUIETIVO . . 36
2.1. OBIETIVO GERAL ... 36
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.......coieeeeeeeeeeeeeeeeeee et 36
3. MATERIAIS E METODOS .......ococeiieeee ettt essaere et s e en st 37
3.1 ESTIRPES BACTERIANAS ... 37
3.2 EXPRESSAO E PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES ........... 37
3.2.1 Proteinas recombinantes com cauda de histidina ...........cccccovveiiiieiiineenns 38
3.2.2 Proteinas recombinantes de fUS80 ..........ccceiiiiiiiiiii i 39
3.3 ANALISE DE ESTRUTURA SECUNDARIA POR DICROISMO CIRCULAR ...... 40
3.4 PRODUCAO DO ANTI-MHC CLASSE Il....ooueiviveeecieeeeeeee e 41
3.5 ENSAIOS DE IMUNOPROTECAO EM MODELO ANIMAL ......coocveveveieeereieeren. 42
3.5.1 Cultura em meio semissolido de Fletcher ... 46
3.5.2 PCR quantitativo dos rins de hamsters vacinados e infectados................ 47
3.5.3 Avaliacdo daresposta imune dos hamsters por ELISA .......cccccevveeeeiiiiinns 48
3.6 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 49
4. RESULTADOS ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaes 50
4.1 ANALISE DA PRESENCA DE ESTRUTURA SECUNDARIA DAS PROTEINAS
RECOMBINANTES PURIFICADAS ...ttt 52
4.2 PRODUGCAQ DE ANTI-MHC et 57
4.3 ENSAIOS DE IMUNOPROTECAO EM MODELO ANIMAL ......c.coevevevereeereeree, 57

4.3.1. Primeiro ensaio de iMUNOPIOTEGED ....ceeeiiiviiiieiiiiiie e et ee et siieee e 58



4.3.1.1 Analise geral da avaliacao contra a morte e colonizagao renal. .................... 58

4.3.1.2 Analise da carga bacteriana nos rins de hamsters por gPCR............cccocueee.. 59
4.3.1.3 Analise da resposta imune humoral para IgG total e as subclasses IgG1,
IgG2/3 € IgG3 POF ELISA. .. et e e e e e e e e eeeaae s 61
4.3.2. Segundo ensaio de iIMUNOPIOTECAD ... ..uuvieeeeeeee it ee e e e e e e e e s e e eeaeens 65
4.3.2.1 Analise geral da avaliagcdo contra a morte e colonizacao renal. .................... 65
4.3.2.2 Analise da carga bacteriana nos rins de hamsters por qPCR.............ccccene. 66
4.3.2.3 Analise da resposta imune humoral para IgG total e as subclasses IgG1,
IgG2/3 € IgG3 POr ELISA. .. e aa e 67
4.3.3. Terceiro ensaio de iMUNOPIOTECAD ......uueieeeeeeeee i e e e e e e ee s e e e 69
4.3.3.1 Analise geral da avaliagcao contra a MOrte ...........c.eevveeeeeeiiiiiiiiiiieeeee e 69
4.3.3.2 Analise da resposta imune humoral para IgG total e as subclasses IgG1,
1gG2/3 € IgG3 POI ELISA: ..o 70
4.3.4. Quarto ensaio de IMUNOPIOTEGAD .....uuvueiriiieeeeeiieiiiiiieieee e e e e e e e e e 73
4.3.4.1 Analise geral da avaliacao contra a morte e colonizagao renal. .................... 73
4.3.4.2 Analise da carga bacteriana nos rins de hamsters por gPCR:...........c...c....... 74
4.3.4.3 Analise da resposta imune humoral para IgG total e as subclasses IgG1,
IG2/3 € IgG3 POI ELISA: ..ot 75
5. DISCUSSAD ..ottt 79
6. CONCLUSOES .....ovuiiiiecieiiieieiei sttt 87

REFERENCIAS ...t e e e e e e e e e e e 89



22

1. INTRODUCAO

1.1 LEPTOSPIRA E LEPTOSPIROSE

A leptospirose € uma zoonose reemergente que tem como agente etioldégico
as espécies patogénicas do género Leptospira (ACHA; SZYFRES, 2003). O
género Leptospira € constituido por espiroquetas finas (10-20 um de comprimento
e 0,15 um de diametro), flexiveis, moveis e de forma espiral (Figura 1)
(EVANGELISTA; COBURN, 2010; PICARDEAU, 2017). Estas bactérias possuem
membrana dupla, sendo que a membrana interna e a parede de peptidoglicano
estdo intimamente associadas e cobertas por uma membrana externa que contém
lipoproteinas de superficie e lipopolissacarideos (LPS) (HAAKE; MATSUNAGA,
2010). Os extremos das leptospiras sdo caracteristicos em forma de ganchos e a
motilidade deve-se a rotacdo dos flagelos axiais inseridos nos extremos opostos
das bactérias, estendendo-se pelo espaco periplasmatico (regido central) (ACHA;
SZYFRES, 2003; PICARDEAU, 2013). Estas bactérias sdo aerdbias obrigatérias e
crescem sob temperatura de 28-30 °C em meios liquidos ou semissolidos, os quais
devem conter nutrientes como vitaminas B1 e B12, acidos graxos, aminoacidos e
sais minerais (FAINE et al, 1999; PICARDEAU, 2013). As leptospiras sao
rapidamente inativadas quando expostas ao calor excessivo, radiagao ultravioleta,
desinfetantes e a temperaturas de congelamento. Porém, quando as condigbes sdo
favoraveis, podem sobreviver na 4gua e no solo umido durante semanas e até
meses (ACHA; SZYFRES, 2003; ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

Figura 1 - Leptospira sob microscopia eletrbnica

Fonte: PICARDEAU, 2013.
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Na classificagdo taxonOmica atual das leptospiras, realizada mediante o uso
da técnica de sequenciamento completo do genoma, séo descritas 64 espécies de
Leptospira spp., divididas por filogenia molecular em duas grandes subclades:
patogénicas (P1 e P2) e saprdfitas (S1 e S2) (VINCENT et al., 2019).

Figura 2 - Classificacdo das espécies de leptospiras
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Fonte: VINCENT et al, 2019.

Além da classificacdo taxonbmica, as leptospiras séo classificadas em

sorovares, através do teste de aglutinacdo microscopica com absorcdo cruzada
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usando antigenos homologos (BHARTI et al., 2003). Sao descritos mais de 300
sorovares agrupados em 25 sorogrupos, sendo que a lista se mantém em
constante atualizagdo (GOARANT, 2016; PICARDEAU, 2017). A correlagéo entre a
classificacdo sorologica e a taxondmica € nula, ja que em um mesmo Sorogrupo
podem ser encontradas mais de uma espécie. Por conseguinte, os sistemas de
classificacdo baseados em semelhancas genéticas devem ser usados em conjunto
com a classificacdo antigénica, principalmente em estudos epidemiolégicos
(CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009).

A leptospirose € uma doenca que estd presente em &reas com climas
tropicais e subtropicais, em zonas urbanas e rurais, apresentando grande impacto
na saude animal e saude publica. Diferentes condicfes climéaticas e sociais
favorecem a incidéncia e a distribuicdo da doenca, como chuvas intensas, alta
densidade populacional em condicbes de pobreza e auséncia de servigos
sanitarios (BHARTI et al., 2003; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003;
PICARDEAU, 2013). A transmissao desta doenga ocorre por contato direto com
urina e/ou outros fluidos corporais de animais infectados, como secrec¢des uterinas
pds-aborto, feto, placenta infectada e sémen (ELLIS, 2015); ou por contato indireto
com solo, pastagem, fontes de 4gua e/ou alimentos contaminados com urina de
hospedeiros de manutencdo (agentes disseminadores das bactérias) ou com
fluidos corporais de hospedeiros acidentais (que desenvolvem a doenca) (LEVETT,
2004; PICARDEAU, 2013). De forma geral, cada sorovar pode estar adaptado a
uma espécie particular de hospedeiro de manutencdo ou reservatério, estes nao
manifestam sinais clinicos da doenca aguda, mas apresentam colonizacdo renal
por leptospiras. Os principais reservatorios urbanos e rurais sdo os roedores
sinantropicos: Rattus norvergicus (ratazana ou rato de esgoto), Rattus rattus (rato
de telhado) e Mus musculus (camundongo) (JOBBINS; ALEXANDER, 2015).

Tem-se estimado a ocorréncia de um milhdo de casos humanos de
leptospirose por ano no mundo, resultando em mais de 58.000 mortes (COSTA et
al., 2015), além de 2,90 milhdes de anos de vida perdidos por morte precoce ou
incapacidade (DALY - Disability Adjusted Life Years) (TORGERSON et al., 2015).
As regides endémicas para leptospirose sdo o Caribe, América do Sul, América
Central, Sudeste Asiatico e Oceania (PAPPAS et al., 2008). Na Europa, a doenca é

considerada reemergente, tendo como incidéncia 0,13 casos a cada 100.000
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habitantes em 2010 (DUPOUEY et al., 2014). No Brasil, a doenca € de notificacédo
compulséria e de carater endémico, podendo ser epidémica nos periodos
chuvosos. Dados oficiais publicados pelo Ministério da Saude relatam 10.456 casos
de leptospirose confirmados no Brasil no periodo 2015-2017, sendo que as regides
mais afetadas (ou com mais casos notificados) foram as regides sul e sudeste, com
3.854 e 2.863 casos, respectivamente (BRASIL, 2019).

A infeccdo comeca com o ingresso das leptospiras no sistema sanguineo, o
gue pode acontecer via membranas mucosas ou através da pele que apresenta
solucdes de continuidade (lesGes macro ou micro) e/ou imersdo em agua (ADLER,
2014). A lesao primaria € o rompimento da integridade das membranas celulares
endoteliais, levando a hemorragias e petéquias vasculares. A partir dai as
leptospiras podem alcancar diversos 0Orgdos por disseminacdo hematogénica
(SAMBASIVA et al., 2003). O periodo de incubacdo é de aproximadamente uma a
duas semanas (alguns relatam até 20 dias). Ap0Os passar pela corrente sanguinea,
as leptospiras colonizam preferencialmente os rins e o figado. Os pulmdes,
pericardio e gbnadas sé@o colonizados em menor proporgdo (SAMBASIVA et al.,
2003; JANWITTHAYANAN et al., 2013). Estas bactérias tém a capacidade de
persistir em 6rgdos imunolégica e anatomicamente privilegiados, tendo como sitio
anatébmico predileto os tubulos proximais renais, onde podem permanecer até
guatro semanas ap0s uma infeccdo aguda em humanos e de maneira intermitente
por anos em animais (LEVETT; HAAKE, 2010). Nestes ultimos, tem sido relatada a
presenca de leptospiras em secregdes como sémen e fluidos vaginais, indicando a
presenca destas bactérias nas génadas (HEINEMANN et al., 2000; LILENBAUM et
al., 2008; HAMOND et al., 2014b).

A apresentacdo clinica da leptospirose animal varia desde uma
apresentacdo subclinica até um comprometimento reprodutivo, hepatico, renal e
pulmonar. Em cées, o caso tipico de leptospirose aguda tem como sinais clinicos
febre, ictericia, vémitos, diarreia, coagulagdo intravascular disseminada, uremia e
hemorragias (ANDRE-FONTAINE, 2006; GOLDSTEIN, 2010). Em animais de
producdo, como bovinos, ovinos, caprinos e suinos, a apresentacdo da doenca
pode ser aguda ou crbnica, sendo que os sinais clinicos incluem falhas
reprodutivas como abortamentos, nascimentos de bezerros fracos e mumificacédo

fetal, causando perdas econémicas ao setor pecuario (ADLER; DE LA PENA
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MOCTEZUMA, 2010). Em cavalos, descreve-se como manifestacéo clinica de
leptospirose a uveite recidivante, que parece ser mediada por mecanismos
autoimunes envolvendo reagfes cruzadas entre tecidos conjuntivais e proteinas
leptospirais (VERMA; STEVENSON; ADLER, 2013; HAMOND et al., 2014a). O
tratamento de referéncia consiste em penicilina durante a fase aguda da doenca e
estreptomicina para curar a colonizacdo renal (MARTINS; LILENBAUM, 2017),
sendo que nos casos mais graves recomendam-se altas doses de penicilina
intravenosa (até quatro vezes por dia) e nos casos menos complicados, antibiéticos
orais como amoxicilina, amplicilina, doxiciclina ou eritromicina podem ser prescritos
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).

A leptospirose humana tem como particularidade a apresentagcéo bifasica,
sendo que a fase aguda € caracterizada por febre alta, cefaleia e mialgia, enquanto
na fase cronica observam-se meningites, miocardites, pneumonia, hepatite e
nefrite. A sindrome de Weil e a sindrome hemorragica pulmonar sdo as
apresentacoes mais graves em humanos, e sdo caracterizadas pelo
comprometimento de mudltiplos 6rgdos, como figado, rins e pulmdes (VINETZ,
2001; GOUVEIA et al.,, 2008). O risco humano de contrair leptospirose é
principalmente ocupacional, por exemplo, coletores de lixo, trabalhadores de
plantacdes de arroz, cana de acucar, de abatedouros, de esgotos, entre outros,
apresentam alto risco de contaminacdo. A doenca também est4d associada a
atividades recreativas como natacdo, rafting e pescaria, além de catastrofes
naturais, como enchentes, ciclones, etc. Em paises desenvolvidos, esta zoonose
tem atingido importancia por estar relacionada ao ecoturismo, ao turismo de
aventura e atividades aquaticas. Por outro lado, em paises em desenvolvimento, as
precarias condicbes de moradia somadas a falta de saneamento basico e de
drenagem de aguas pluviais favorecem o surgimento de epidemias (DREYFUS et
al., 2014; DUPOQUEY et al., 2014).

Para o diagnostico clinico da doenca utilizam-se, principalmente, dois
métodos soroldgicos: a soroaglutinacdo microscopica (MAT), teste padrao ouro; e 0
ELISA IgM, de uso comum em humanos (PICARDEAU, 2013). O MAT tem a
vantagem de ser especifico para sorogrupos de Leptospira spp.; portanto, tem
grande valor nos estudos epidemioldgicos. Dentre as desvantagens destacam-se a

falta de discriminacdo entre anticorpos IgM e IgG, o requerimento de muito
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investimento econdmico para manter a bateria de leptospiras vivas (usadas como
antigeno) e a necessidade de pessoal experiente qualificado para a realizacdo da
leitura dos resultados (AHMAD; SHAH; AHMAD, 2005; OIE, 2014). O teste de
ELISA é usado como primeira linha no diagnéstico da leptospirose humana em
muitos paises. Este teste tem a vantagem de ndo precisar de uma bateria de
leptospiras vivas, porém ndo tem a especificidade do sorogrupo que o MAT
proporciona. Contudo, tem se desenvolvido muitos ELISA’s usando proteinas
recombinantes, como LipL32. (BAJANI et al., 2003; MUSSO; LA SCOLA, 2013).
Outro tipo de diagnostico é o isolamento de leptospiras em meios de culturas
(semissolido de Fletcher ou meio Ellinghausen McCullough Johnson Harris -
EMJH); porém o isolamento ndo constitui um exame de rotina pratico devido ao
periodo de incubacdo prolongado (até trés meses, com exames semanais ou a
cada 15 dias), requerimento de amostras recém-coletadas de animais que néo
tenham sido submetidos ao tratamento e o risco de contaminacdo da cultura
(FAINE et al., 1999; ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Os testes
moleculares podem ser usados para o diagnéstico da fase aguda da doenca, onde
prevalece a leptospiremia; técnicas como a Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR) convencional e/ou PCR quantitativo (QPCR) apresentam-se também como
bons recursos para pesquisa da doenca (PICARDEAU 2013).

1.2 VACINAS CONTRA A LEPTOSPIROSE

As vacinas contra leptospirose vém sendo usadas desde 1920. Sao
constituidas por culturas de leptospiras inativadas por uma variedade de métodos,
como calor, formalina, fenol, irradiacédo, etc. (FAINE et al.,, 1999; ADLER, 2015).
Estas vacinas comerciais sado sorovar especifica com uma resposta imune
predominantemente humoral (do tipo Th2) ao LPS leptospiral, antigeno que gera
um tipo de resposta imune celular timo-independente que ndo é capaz de produzir
células de memoria; consequentemente, estas bacterinas induzem imunidade de
curto prazo. Por estes motivos, se faz necesséaria a revacinacdo, para manter os
titulos de anticorpos protetores (DELLAGOSTIN et al.,, 2017). Por outro lado, a
importante participacdo da imunidade adquirida de tipo celular na resposta

imunoldgica a leptospirose tem sido relatada em bovinos. Uma vacina comercial
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monovalente contra L. borgpetersenni sorovar Hardjo induziu imunidade protetora
associada a resposta Thl, caracterizada por linfocitos T CD4* e altos niveis de
interferon gamma (IFN-y), e preveniu a colonizagdo renal e a leptospirdria
(NAIMAN et al., 2001). Este resultado sugere um importante papel da resposta
celular na imunidade esterilizante nesta espécie. A vacinacdo em humanos é
restrita para certas populacdes de risco de alguns paises como China, Cuba, Japéo
e Franca; sendo que os efeitos colaterais descritos incluem fortes reacdes locais e
sistémicas. A vacinacdo em animais domeésticos e de producdo pecuaria € comum
no mundo todo (OIE, 2014).

A obtencdo de uma vacina ideal contra a leptospirose tem se apresentado
como um grande desafio, pois tanto os fatores de viruléncia quanto os mecanismos
de patogenicidade das leptospiras ainda ndo estdo completamente entendidos
(ADLER, 2014). Esta vacina ideal teria que induzir resposta imune prolongada,
conferir protecdo contra diversos sorovares patogénicos, prevenir a colonizagcao

bacteriana e apresentar minimos efeitos adversos.

1.2.2. Candidatos Vacinais

A producédo de vacinas de subunidade é uma boa alternativa, especialmente
guando se considera a seguranca e a protecado cruzada (DELLAGOSTIN et al.,
2011). Diferentes antigenos tém sido avaliados como candidatos vacinais, entre os
quais se encontram as proteinas OmpL1, OmpL37, LipL41, LipL21, Loa22 (primeira
proteina identificada como essencial para a viruléncia) e LipL32. Entretanto, estas
proteinas foram capazes de induzir apenas protecdo parcial contra leptospirose em
hamsters (RISTOW et al., 2007; HUMPHRYES et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015;
SILVEIRA et al., 2017).

Os resultados mais promissores de protecdo contra leptospirose tém como
protagonistas as proteinas Ligs (Leptospiral immunoglobulin-like): LigA e LigB.
Estas proteinas de membrana sdo codificadas por genes presentes somente em
leptospiras patogénicas, sendo que o gene ligB é encontrado em pelo menos seis
espécies de leptospiras: L. interrogans, L. kirschneri, L. borgpetersenii, L. noguchii,
L. weilii e L. santarosai; enquanto o gene ligA é restrito para as espécies L.
interrogans e L. kirschneri (CERQUEIRA et al., 2009; DELLAGOSTIN et al., 2017).
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Estas proteinas participam dos processos de invasao e adesdo das leptospiras aos
tecidos do hospedeiro, interagindo com componentes da matriz extracelular, como
colageno | e IV, laminina, fibronectina e fibrinogénio. Além disso, recentemente foi
mostrado que estas proteinas se ligam a fatores do hospedeiro que podem ser
importantes para evasao do sistema complemento durante a infeccdo (VERNEL-
PAUILLAC e WERTS, 2018). Ambas as proteinas apresentam dominios N-
terminais semelhantes e altamente conservados, e dominios C-terminais menos
conservados, porém ambas as regides sdo imunogénicas durante a infeccao
(MATSUNAGA et al., 2003), sendo que LigB é significativamente mais variavel que
LigA (MCBRIDE et al., 2009).

Resultados obtidos por diferentes grupos de estudo mostraram que estas
proteinas foram capazes de induzir protecao contra leptospirose em camundongos
C3H/HeJ e hamsters. Entretanto, em todos esses experimentos, varios animais
sobreviventes foram positivos ao isolamento de leptospiras a partir de amostras de
rins. Embora, estudos histopatologicos revelem menor gravidade das lesdes dos
rins, figado e pulmdes nos animais dos grupos experimentais quando comparados
com os animais dos grupos controles (ndo imunizados) (PALANIAPPAN et al.,
2002; KOIZUMI; WATANABE, 2005; SILVA et al., 2007; FAISAL et al., 2008; YAN
et al., 2009; MONARIS et al., 2015; EVANGELISTA et al., 2017). Em um trabalho
anterior, Monaris et al. (2015) avaliaram a imunidade protetora induzida pela
proteina LIgAC, porcdo carboxi-terminal (C-terminal) da proteina LigA, concluindo
gue esta proteina foi capaz de conferir protecdo contra a morte por leptospirose,
mas nao preveniu a colonizacao renal (imunidade esterilizante). Até o momento, sé
um grupo de trabalho atingiu imunidade esterilizante (prevencao de colonizagao
renal de 87,5 a 100%), avaliada por qPCR, utilizando como antigeno a proteina
LigBrep, dominio N-terminal da proteina LigB (CONRAD et al., 2017). Cabe
ressaltar que neste ultimo trabalho os critérios de validacdo dos ensaios de
imunoprotecé@o foram diferentes aos critérios utilizados no trabalho de Monaris (et
al). 2015.

Em trabalhos anteriores foi caracterizada uma proteina de superficie de
Leptospira spp., nomeada LcpA (leptospiral complement regulator-acquiring protein
A), que interage com o fator regulador do sistema complemento C4BP, sugerindo

ser esta uma estratégia de evasdao imune das leptospiras no hospedeiro. Esta
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proteina é conservada entre as espécies patogénicas da bactéria (Quadro 1 e
Figura 3), assim como expressa durante o curso da infec¢éo; sugerindo um papel
potencial como candidato vacinal (BARBOSA et al., 2009, 2010).

Quadro 1 — Conservacao da proteina LcpA entre as espécies patogénicas de leptospiras.

Espécie Sorovar D dasequéncia | gentigade
(NCBI) (%)
L. interrogans (1) Copenhageni estirpe Fiocruz L1-130 AAS70529.1 100
L. interrogans (2) Pomona estirpe Kennewicki LC82-25 EJO77817.1 98,43
L. interrogans (3) Canicola 0OLZ32429.1 98,43
L. kirschneri Grippotyphosa estirpe Moskv EKQ81951.1 96,34
L. noguchii Pomona estirpe CZ214 EQA69994.1 97,30
L. borgpetersenii Hardjo-bovis estirpe L550 ABJ79224.1 80,31
L. mayottensis 200901122 EKS01016.1 80,83
L. santarosai WP_046691624.1 79,27
L. weilii Ranarum estirpe ICFT EMY78210.1 81,77
L. alexanderi WP_078125376.1 81,35
L. alstonii Sichuan estirpe 7960 EMJ96116.1 78,75
L. kmetyi WP_123179118.1 79.90

Fonte: SANCHEZ, 2019.
Legenda: Analise realizada no programa blastP (NCBI).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAS70529.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=BM0CHJDP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EJO77817.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=9&RID=BM0CHJDP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/OLZ32429.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=9&RID=BM0CHJDP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EKQ81951.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=15&RID=BM0CHJDP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQA69994.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=10&RID=BM0CHJDP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ABJ79224.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=52&RID=BM0CHJDP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EKS01016.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=39&RID=BM0CHJDP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_046691624.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=43&RID=BM0CHJDP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EMY78210.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=26&RID=BM0CHJDP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_078125376.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=25&RID=BM0CHJDP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EMJ96116.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=35&RID=BM0CHJDP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_123179118.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=31&RID=BM0CHJDP014
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Figura 3 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina LcpA em espécies de

leptospiras patogénicas
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Legenda: Alinhamento realizado utilizando o programa Clustal W: (*) residuo idéntico, (:) residuo
conservado e (.) residuo parcialmente conservado. A proteina recombinante foi incluida na
comparacéo (Recomb. LcpA).
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1.2.3. Estratégias Vacinais

A proposta para o presente estudo visou ao aumento da imunogenicidade
das proteinas recombinantes LIGAC e LcpA com a finalidade de atingir imunidade
esterilizante, além de protecdo contra a morte por leptospirose. Para tanto, foram

testadas duas estratégias.

1.2.3.1. Proteinas fusionadas a dominios imunogénicos

A primeira delas correspondeu a fusdo dos antigenos vacinais (LIgAC e
LcpA) ao dominio ZZ da proteina A de Staphylococcus aureus (S. aureus) e ao
dominio R da toxina diftérica (DTR) (Figura 4).

Dados da literatura sugerem que o0s antigenos fusionados a proteina A ou
diretamente ao seu dominio ZZ sao substancialmente mais imunogénicos do que
os antigenos sem fusdo (LOWENADLER et al., 1990; LEONETTI et al., 1998;
ZHAO et al., 2005). Tem sido proposto que esse fendbmeno pode estar associado a
afinidade do dominio ZZ pela regido Fc das imunoglobulinas (Ig). Como as células
apresentadoras de antigenos (APCs) possuem imunoglobulinas na superficie, a
maior interacdo do complexo antigeno-ZZ as APCs poderia resultar em um
aumento da capacidade de captura e apresentacdo do antigeno ao sistema imune
(Figura 5) (LOWENADLER et al., 1992; LEONETTI et al., 1998). Outra vantagem
desta estratégia é facilitar o processo de purificacdo de proteinas recombinantes
através do uso de cromatografia de afinidade a proteina A.

A toxina diftérica € uma exotoxina constituida pelo fragmento N-terminal (A)
e o fragmento C-terminal (B) que permanecem ligados através de uma ponte
dissulfeto. A estrutura cristalografica de DTR revela a presenca de trés dominios
funcionais, o dominio catalitico (dominio C) que se situa no fragmento A; o dominio
de translocacéo (dominio T) que esta localizado na parte N-terminal do fragmento
B, e o dominio de ligacdo (dominio R) que esta localizado na regido C-terminal de
fragmento B. A toxina liga-se aos receptores de superficie celular, através do seu
dominio R; em seguida, € internalizada por endocitose e o fragmento A é
translocado para o citosol. Uma vez no citosol, o fragmento A bloqueia a sintese de

proteinas causando a morte celular (CHOE et al., 1992). O receptor da toxina
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diftérica, originalmente identificado em células Vero, é o fator de crescimento
epidérmico de ligacdo a heparina (HB-EGF), presente na superficie de muitas
células eucaridticas (IWAMOTO et al., 1994). Resultados de um estudo anterior
mostraram que DTR recombinante foi capaz de ligar-se a superficie das células
Vero de maneira equivalente do que a toxina diftérica nativa (LOBECK et al., 1998).
Além disso, o dominio DTR também é capaz de se ligar aos proteoglicanos de
heparam sulfato (PGHSs), que séo glicoproteinas onipresentes na superficie das
células e na matriz extracelular, e que participam de muitos processos biologicos e
também podem atuar como receptores para varios microrganismos,
particularmente aqueles que apresentam um tropismo as células do sistema imune
(BUTCHER et al., 1992; PATEL et al., 1993). Léonetti; Gardzinski; Moine (2010)
demostraram que os PGHSs expressos na superficie das APCs podem servir como
receptores de antigenos fusionados a um ligante de heparina ou heparam sulfato
como DTR, resultando em um aumento da internalizacdo e apresentacdo do

antigeno ao sistema imune (Figura 5).

Figura 4 — Representacdo esquemética dos antigenos vacinais fusionados ao dominio ZZ da
proteina A de S. aureus e ao dominio R da toxina diftérica (DTR).
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Fonte: SANCHEZ, 2019.
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Figura 5 — Representacdo esquemdtica das estratégias utilizadas para aumentar a
imunogenicidade das proteinas recombinantes.
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Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: O dominio ZZ tem afinidade pela regi@o Fc das imunoglobulinas, presentes na superficie
das células apresentadoras de antigenos (APC). O dominio DTR liga-se aos proteoglicanos de
heparam sulfato (PGHSs), também presentes na superficie das APCs.

1.2.3.2. Uso de adjuvantes nas formulagdes vacinais

A segunda estratégia testada consistiu em usar diferentes adjuvantes nas
formulacdes vacinais. A imunizagcdo com antigenos de baixa imunogenicidade,
como peptideos e proteinas recombinantes, tipicamente induz uma modesta
resposta imune humoral com pouca ou nhenhuma resposta imune celular. Por isso,
para melhorar o processo de captura e apresentacdo de antigenos as células do
sistema imune, estratégias como o uso de adjuvantes podem ser utilizadas (REED;
ORR; FOX, 2013).

Um dos adjuvantes testados foi o hidréxido de aluminio (Alum). Adjuvantes
contendo sais de aluminios sdo os mais utilizados nas vacinas comerciais na
atualidade. O Alum é composto por nanoparticulas que formam agregados porosos
e irregulares com antigenos solluveis. Estes agregados depositam-se no local da
injecdo, possibilitando a liberacdo lenta e maior interacdo do antigeno com as
células apresentadoras de antigenos, resultando no estimulo da resposta imune

(SHI et al., 2019). Varios estudos tém demonstrado que os adjuvantes contendo



35

sais de aluminio estimulam principalmente a resposta imune do tipo Th2
(O'HAGAN et al., 2017). Entre as vantagens dos adjuvantes que contém sais de
aluminio destaca-se o baixo custo de producdo. Porém, diversos estudos tém
sugerido que a resposta imune gerada pelo Alum nao é suficiente para atingir
protecdo em desafios vacinais experimentais contra a leptospirose (ADLER, 2015).
Por este motivo, outros dois adjuvantes foram testados.

Outro adjuvante testado neste projeto foi o anticorpo anti-MHC Il. Trata-se
de um anticorpo monoclonal comercial produzido por uma cultura de hibridomas de
linfécitos B (ATCC®HB32™, clone 14.4.4S). O objetivo do uso deste adjuvante foi
aumentar a estabilidade de ligacdo entre o antigeno e as células apresentadoras
de antigeno (APCs), através da formacdo de um imunocomplexo entre o MHC 1l e
o antigeno (proteina de fusdo com dominio ZZ), melhorando o processamento
antigénico (OZATO et al., 1980).

Outro adjuvante testado foi o oligonucleotideo de CpG (CpG-ODN), agonista
do receptor Toll-like 9 (TLR-9) (OLIVEIRA et al.,, 2016). Os CpG-ODNs sao
moléculas sintéticas de DNA compostas por um fosforotioato e CpGs néo
metilados. Os motivos CpGs ocorrem com maior frequéncia em DNA viral e
bacteriano do que em vertebrados. A ativagcdo de TLR9 por CpG-ODNs pode
estimular tanto a resposta humoral quanto celular, melhorando o processamento de
antigenos, através do aumento da expressdo de MHC, CD40 e CD86 nas células

apresentadoras de antigenos (SHI et al., 2019).

Assim, a finalidade do uso destas estratégias vacinais foi contribuir para o
aumento da imunogenicidade das proteinas LIQAC e LcpA, através da maior
eficiéncia dos processos de apresentacdo do antigeno ao sistema imune, e
consequentemente induzindo protecdo contra a morte causada pela leptospirose e

contra a colonizacao bacteriana dos 6rgaos.
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2. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma vacina de subunidade contra a leptospirose utilizando as
proteinas recombinantes LcpA (Leptospiral complement regulator-acquiring protein
A) e LigAC, fragmento C-terminal da LigA (LigAC, Leptospiral immunoglobulin-like
protein A) fusionadas ao dominio ZZ da proteina A de Staphylococcus aureus e ao

dominio R da toxina diftérica (DTR).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Fusionar as proteinas ao dominio ZZ da proteina A de Staphylococcus aureus
e ao dominio R da toxina diftérica (DTR).

e Avaliar a acéo protetora contra a morte por leptospirose e colonizagéo renal por
leptospiras das proteinas LIQAC e LcpA fusionadas aos dominios no desafio
homalogo.

e Auvaliar a acdo protetora contra a morte por leptospirose e colonizagéo renal por
leptospiras da proteina LcpA fusionada aos dominios no desafio heterdlogo.

e Avaliar a acdo dos adjuvantes hidroxido de aluminio e CpG-ODN e do
complexo anti MHC Il — antigenos fusionados, na agéo protetora contra a morte

por leptospirose e contra a colonizagéo renal por leptospiras.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ESTIRPES BACTERIANAS

Para a realizacdo dos experimentos deste trabalho foram utilizadas as
culturas das estirpes patogénicas de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni
estirpe Fiocruz L1-130, Leptospira interrogans sorovar Canicola estirpe LO4 e
Leptospira interrogans sorovar Kennewicki estirpe LPF. As mesmas foram
fornecidas pelo Laboratério de Zoonoses Bacterianas da FMVZ-USP.

A viruléncia das estirpes bacterianas foi mantida através de passagens em
hamsters experimentalmente infectados (FAINE et al., 1999). Animais recém-
desmamados foram inoculados pela via intraperitoneal com 200 pL (108 células/mL)
de cultura de leptospiras. Posteriormente, 0s animais foram monitorados
diariamente para acompanhamento de manifestacdes clinicas de leptospirose
como perda de peso, perda de mobilidade e anorexia. Apés a morte dos animais,
entre 5-10 dias apo0s a inoculacdo, as bactérias foram recuperadas a partir do
macerado do figado ou rim e cultivadas em meio EMJH completo (Difco) por uma
passagem in vitro.

As culturas foram mantidas a uma temperatura de 29°C sem agitacéo e
monitoradas em microscépio de campo escuro. A contagem celular foi realizada em
camara de Petroff-Hausser.

A estirpe de Escherichia coli BL21(DE3) foi utilizada para a expressao das
proteinas recombinantes contempladas nesse trabalho. Estas bactérias possuem o
gene da T7 RNA polimerase integrado ao genoma, sob o controle do promotor
LacUV5, induzivel por isopropil B-D-tiogalactosideo (IPTG). O cultivo foi realizado

em meio Luria-Bertani (LB) a 37°C, com agitacao.
3.2 EXPRESSAO E PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES
As sequéncias codificantes das proteinas LigAC e LcpA foram clonadas em

vetor pAE em trabalhos anteriores (BARBOSA et al., 2010; MONARIS et al., 2015).

O vetor de expressao pAE foi escolhido pois adiciona seis residuos de histidinas na
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extremidade amino-terminal da proteina a ser expressa, e assim possibilita a
purificacdo da proteina recombinante através de colunas de afinidade a metal.

As sequéncias codificantes das proteinas LigAC e LcpA foram clonadas em
fusdo ao dominio ZZ da proteina A de Staphylococcus aureus e ao dominio R da
toxina diftérica (DTR) pelo nosso grupo colaborador da Unidade de Farmacologia e
Imunologia, Instituto de Biologia e Tecnologia de Saclay — CEA, Franca (dados néo
mostrados). O vetor de expressao utilizado foi o pCP derivado do pET3a (LOBECK
et al., 1998), com a posterior purificacdo em resina lIgG-Sepharose, devido a
capacidade do dominio ZZ da proteina A de S. aureus em ligar-se a regido Fc das

imunoglobulinas do tipo IgG.

3.2.1 Proteinas recombinantes com cauda de histidina

As proteinas recombinantes expressas e purificadas com cauda de
histidina foram LigAC e LcpA. Para tal finalidade, a linhagem de bactérias E. coli
BL21 (DE3) competentes foram obtidas segundo o protocolo descrito em
Sambrook; Fritsch; Maniatis (1989). Posteriormente, realizou-se a transformacao
dessas bactérias com as construcdes pAE-LIgAC e pAE-LcpA, seguido pela
inoculacdo de colbnias isoladas em 50 mL de meio LB suplementado com
ampicilina (LB-Amp) e incubadas a 37°C sob agitagdo, durante 16 horas.
Posteriormente, os 50 mL de cultura foram transferidos para um litro de meio LB-
Amp até DOsoonm = 0,6 - 0,8, sendo a expressao das proteinas induzida com 1 mM
IPTG e mantendo a incubacgé&o por mais quatro horas a 37°C, sob agitacdo 200
rom. Finalmente, as células foram coletadas por centrifugacdo (2.057 x g por 15
minutos a 4°C) e o sedimento bacteriano foi armazenado a -20°C até o momento
do uso.

Posteriormente, o sedimento bacteriano foi ressuspenso em 30 mL de
tampdo 20 mM Tris-HCI e 0,5 M NaCl, pH 7,4, acrescido de 1 mM de inibibor de
protease fenilmetilsulfonilflior (PMSF) e lisado através da passagem pelo French
Pressure Cell Press (SLM Aminco). A suspensao resultante da lise foi centrifugada
a 12.857 x g por 15 minutos, 4°C. O sobrenadante (fracdo soluvel) foi coletado e
mantido a 4°C, enquanto o sedimento (corpusculos de inclusédo - fragcdo insolavel)

foi armazenado a -20°C até o momento da purificacao.
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As proteinas recombinantes foram purificadas a partir da fracdo insoltvel
utilizando cromatografia de afinidade a metal (Fast Flow Chelating Sepharose™,
GE Healthcare). Para tanto, o sedimento de corpusculos de inclusdo foi
ressuspenso em 10 volumes (p/v) de tampéao de solubilizacdo (20 mM Tris-HCI, 0,5
M NacCl, 5 mM imidazol, 8 M uréia e pH 7,4) e mantido a temperatura ambiente por
16 horas com leve agitacdo. Posteriormente, o solubilizado foi lentamente diluido
100 vezes em tampéo de ligagdo (20 mM Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 5 mM imidazol e
pH 7,4). Esta solucéo foi adsorvida (fluxo 1 mL/min) a coluna de afinidade a metal
previamente carregada Fast Flow Chelating Sepharose com cinco volumes de 100
mM NiSO4 e equilibrada com trés volumes de tampéo de ligagédo, a temperatura
ambiente. ApOs a adsorcdo das proteinas, a coluna foi lavada progressivamente
com tampéao Tris-HCI NaCl pH 7,4 contendo imidazol em concentragcdes crescentes
(cinco, 20, 40, 60 e 100 mM imidazol). As proteinas recombinantes foram eluidas
com tampéao Tris-HCI NaCl contendo 1 M imidazol. Finalmente, as proteinas
recombinantes purificadas, foram dialisadas a 4°C contra tampao PBS pH 7,4,

realizando 4 trocas de tampé&o a cada 4 horas.

3.2.2 Proteinas recombinantes de fusdo

As trés sequéncias codificantes das proteinas LIgAC e LcpA fusionadas ao
dominio ZZ da proteina A de Staphylococcus aureus, e ao dominio R da toxina
diftérica (DTR) que foram expressas e purificadas foram ZZ-LigAC-DTR, ZZ-DTR-
LIgAC e ZZ-LcpA-DTR. Para tal finalidade, os protocolos de transformagao
bacteriana na linhagem E.coli BL21 (DES3), indugdo de expressao de proteinas
recombinantes e lise por passagem pelo French Pressure Cell Press (SLM Aminco)
foram repetidos conforme protocolo descrito anteriormente, para as proteinas
recombinantes com cauda de histidina (item 3.2.1).

As proteinas recombinantes de fusdo foram purificadas por cromatografia
de afinidade a proteina A, a partir dos corpusculos de inclusédo (fracdo insolavel)
utilizando a resina IgG Sepharose™ 6 Fast Flow (GE Healthcare), conforme
protocolo do fabricante e descrito em Lobeck et al. (1998).

Para tanto, o sedimento de corpusculos de incluséo foi ressuspenso em 25
mL de tampao de solubilizacdo (Tris 0,05 M, NaCl 0,15 M, Tween20 0,05%, 8 M
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uréia, pH 7,6) e mantido a temperatura ambiente por 16 horas com leve agitacao.
Posteriormente, o solubilizado foi lentamente diluido 100 vezes em tampédo de
ligacdo (Tris 0,05 M, NaCl 0,15 M, Tween 20 0,05%, pH 7,6). Esta solucao foi
adsorvida (fluxo 1 mL/min) a coluna de afinidade a IgG Sepharose 6 Fast Flow,
previamente equilibrada com cinco volumes (p/v) de tampdo de ligagdo, a
temperatura ambiente. Apés a adsorcao das proteinas, a coluna foi lavada com trés
volumes (p/v) de tampao de lavagem (Acetato de Aménio 5 mM, pH 5,0). As
proteinas recombinantes foram eluidas com dois a quatro volumes de tampéao de
eluicdo (Acido Acético, 0,5 M, pH 3,4). Por Ultimo, as proteinas recombinantes
purificadas, foram dialisadas a 4 °C contra tampao PBS pH 7,4, realizando 4 trocas
de tampé&o a cada 4 horas.

As concentracfes das proteinas recombinantes purificadas foram medidas
através do aparelho Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen) e seus reagentes Qubit®
Protein Assay Kit (Invitrogen). FracGes das etapas da purificacdo foram coletadas e

analisadas em gel SDS-PAGE com 12% acrilamida.

3.3 ANALISE DE ESTRUTURA SECUNDARIA POR DICROISMO CIRCULAR

A andlise da presenca de estrutura secundaria nas proteinas
recombinantes purificadas foi realizada através de dicroismo circular (DC). Esta é
uma técnica util para o estudo de moléculas que possuem unidades opticamente
ativas, ou seja, que podem exibir sinal na espectroscopia de dicroismo circular,
como as proteinas. Na interagdo entre estas moléculas e a luz circularmente
polarizada, desencadeia-se uma alteracdo na luz incidente, que é detectada
através da medida da diferengca da absor¢do da luz circularmente polarizada em
sentido horério e anti-horario, apds a luz passar pela amostra. Esta técnica pode
ser utilizada para detectar mudancgas na conformagéo estrutural (KELLY; JESS,;
PRICE, 2005), e assim avaliar se as proteinas recombinantes que foram usadas no
estudo mantinham a estrutura secundaria adequada para a manutencdo da sua
fungéo.

Para realizar esta técnica, as proteinas recombinantes purificadas foram
dialisadas com uma solugcédo tampéo fostato de so6dio 20 mM pH 7,4. Os dados

foram coletados em cubetas de quartzo com 1 mm de caminho Optico, em uma
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temperatura de 20°C, a 0,5 nm/seg com um “bandwith” de 1 nm. Dez espectros
foram coletados para se obter uma média, utilizando-se o espectropolarimetro J-
810 (JASCO), conectado ao sistema Peltier Jasco PFD-425S para controle da
temperatura. A mesma solucédo tampao fosfato de sodio foi usada como referéncia
padréo.

Os espectros de DC foram expressos em termos de elipcidade molar ([6]).
Para a normalizacdo dos dados foi utilizada a formula: [0] =
((6/1000)x100xDa)/(CxIxaa-1). Onde [0] € a elipcidade molar, 6 é a elipcidade
(mdeg), KDa é o peso molecular da proteina recombinante em quilodalton, C é a
concentragéo da proteina recombinante (mg/mL), | € o caminho Optico (0,1cm) e aa
corresponde ao nimero de aminoacidos da proteina recombinante.

Com a finalidade de se obter um parametro de comparacao, empregou-se
0 programa de predicdo de estrutura secundaria tedrica Raptor-X, disponivel em

dominio publico (http://raptorx.uchicago.edu/StructurePrediction/predict/).

3.4 PRODUCAO DO ANTI-MHC CLASSE I

O anti-MHC de classe Il é um anticorpo monoclonal comercial produzido
por uma cultura de hibridomas de linfécitos B de camumdongos (ATCC®HB32™,
clone 14.4.4S).

Para a obtencdo deste anticorpo, as células foram descongeladas e
cultivadas em meio de cultura para hibridomas estéril por filtragéo (filtro 0,22 pM).
O meio utilizado foi RPMI (LGC Biotecnologia), suplementado com 10% soro fetal
bovino (SFB), 1% aminoacidos ndo essenciais, 2% piruvato de sodio e 0,2 UM
gentamicina em garrafas para cultura de células de 25 e 75 cm?, em estufa a 37°C,
5% CO2. Apés a formagdo de uma camada confluente de células, o meio de cultura
contendo os anticorpos soluveis, foi coletado assepticamente e armazenado -20°C.
O sobrenadante proveniente das culturas foi filtrado (filtro 0,45 uM) e purificado por
cromatografia de afinidade em colunas HiTrap Protein G Sepharose High
Performance (GE Healthcare). As etapas de purificacdo consistiram em lavar a
coluna com 20 mL de tampé&o de eluicédo (0,1 M Glicina pH 2,7) e equilibrar com 50
mL de tampéao de ligagdo (20 mM Fosfato de sédio pH 7). O volume de 500 mL de
sobrenadante, contendo os anticorpos anti-MHC II, foram passados pela coluna


http://raptorx.uchicago.edu/StructurePrediction/predict/)
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lentamente duas vezes. Em seguida, os anticorpos foram eluidos com 25 mL de
tampéo de eluicdo (em fracbes de 5 mL por tubo) e foi adicionado tampédo de
neutralizacdo (1 M Tris-HCI, pH 9) até as amostras atingirem a faixa de pH 7. As
amostras foram analisadas em gel SDS-PAGE com 12% de acrilamida, dialisadas
em tamp&o PBS pH 7,4 e armazenadas a -20°C. A concentragdo de anticorpos

purificados foi medida através do aparelho Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen).

3.5 ENSAIOS DE IMUNOPROTECAO EM MODELO ANIMAL

Os experimentos de imunizacéo e desafio foram realizados no Biotério do
Laboratdrio de Zoonoses Bacterianas, da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP).

Foram realizados quatro ensaios de imunoprotecdo, nos quais foram
avaliados grupos de 10 hamsters da raca sirio (Mesocricetus auratus) recém-
desmamados e com peso em torno de 80 g. Para cada ensaio foram realizadas
duas imuniza¢cBes com intervalo de 15 dias, conforme calendario de ensaios de
imunoprotecdo (Figura 6). ApGs as imunizacdes, os animais foram desafiados
intraperitonialmente com ~1000 vezes a DL50 (dose letal média capaz de matar a
50% de individuos) das estirpes bacterianas diluidas em PBS, segundo instrucées
do Cddigo Federal de Regulacdes (CFR) 113.101, compendio de regras e
regulamentos sobre assuntos diversos publicado pelo governo americano (U.S.
GOVERNMENT PUBLISHING OFFICE, 2012). No 21° dia ap6s o desafio foi
realizada a avaliacédo visual da apresentacdo de sinais clinicos da doenca, critérios
de endpoint, como perda de apetite, dificuldade de respirar, prostragéo e perda de
peso (COUTINHO et al., 2011). No mesmo dia, foi realizada a eutanasia dos
animais que sobreviveram ao desafio, conforme protocolo vigente 7643121115,

aprovado pela CEUA da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP.
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Figura 4 - Calendario dos ensaios de imunoprotecdo em modelo animal.

12 2@

IMUNIZAGAO IMUNIZAGAO SANGRIA DESAFIO EUTANASIA
1°DIA 15°DIA 29°DIA 30°DIA 51°DIA

Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: Foram realizadas duas imunizagbes com intervalos de quinze dias. No vigésimo nono dia
foi feita uma sangria individual para analise da resposta imune humoral. No trigésimo dia os animais
foram desafiados com uma cultura de leptospiras virulentas e ap6s 21 dias de andlise dos sinais
clinicos os animais sobreviventes foram eutanasiados.

No primeiro ensaio de imunoprotecdo, os hamsters foram imunizados
subcutaneamente com as proteinas recombinantes LIgAC e LcpA com cauda de
histidina (sem dominios fusionados), as proteinas fusionadas aos dominios ZZ e
DTR e as proteinas co-administradas na mesma formulagdo, tanto fusionadas
como nao fusionadas aos dominios (Quadro 2). Baseado em trabalhos anteriores,
onde foram avaliadas diferentes doses da proteina LigAC (MONARIS et al., 2015),
resolveu-se utilizar a dose de 20 ug de proteina recombinante, jA que esta foi a
dose minima necessaria para induzir resposta imune. Os antigenos utilizados
foram diluidos em PBS com os adjuvantes hidroxido de aluminio (10 ug de Al(OHs)
para cada 1 ug de proteina), CpG-ODN (40ug/dose) (5 TGA CTG TGA ACG TTC
GAG ATG A 3’) e o0 anticorpo anti-MHCII (clone 14.4.4S) como adjuvantes. A dose
de CpG-ODN e de anticorpo 14.4.4S utilizada foi baseada em resultados obtidos
previamente pelo grupo do Dr. Michel Leonetti da Unidade de Farmacologia e
Imunologia, Instituto de Biologia e Tecnologia de Saclay — CEA, Franca (dados néo
publicados). O desafio foi do tipo homdlogo, ou seja, os hamsters foram desafiados
com a estirpe bacteriana Leptospira interrogans sorovar Copenhageni estirpe
Fiocruz L1-130. Como controle negativo, os animais foram imunizados somente

com PBS acrescentado de hidroxido de aluminio.
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Quadro 2 — Composicéo das formulagdes vacinais utilizadas no primeiro ensaio de imunoprotecao.

Grupos Antigeno Al (OHs) | CpG-ODN | 14.4.4S
1-PBS - 200 ug 40 ug 32 ug
2- LigAC 20 ug 200 pg 40 pg 32 g
3-ZZ-LigAC-DTR 20 pg 200 ug 40 ug 32 ug
4- ZZ-DTR-LigAC 20 ug 200 ug 40 g 32 ug
5- LcpA 20 ug 200 pg 40 ug 32 ug
6- ZZ-LcpA-DTR 20 ug 200 ug 40 ug 32 ug
7- LigAC + LcpA

’ P de cagg S?otel’na 400 Hg 8019 64 1o
8- ZZ-DTR-LIgAC+ZZ-LcpA-DTR 20 pg

de cada proteina 400 ug 80 g 64 ug

Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: Os adjuvantes utilizados foram o hidréxido de Aluminio [AI(OHz)], CpG ODNs (CpG) e 0
anticorpo anti-MHC 1l (14.4.4S). Cada linha da tabela corresponde a uma dose da formulacéo
vacinal. Cada animal recebeu duas doses com intervalo de quinze dias.

No segundo ensaio de imunoprotecdo, os hamsters foram imunizados
subcutaneamente com 20 ug de proteina recombinante por dose na presenca do
adjuvante hidroxido de aluminio (Quadro 3). Neste desafio, foi testada a acéo
protetora da proteina LcpA, comparando-se o0 potencial protetor da proteina
fusionada aos dominios estudados com a proteina recombinante ndo fusionada.
Este desafio foi do tipo heterdlogo, ou seja, as nossas formulagbes vacinais foram
testadas contra duas estirpes: Leptospira interrogans sorovar Canicola estirpe LO4
(LOA4) e Leptospira interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm (LPF). Como
controle negativo, os animais foram imunizados com PBS e hidréxido de aluminio;
como controle positivo, foi utilizada a bacterina produzida com as estirpes

patogénicas usadas no desafio.
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Quadro 3 — Composicéo das formula¢fes vacinais utilizadas no segundo ensaio de imunoprotecéo.

Grupos Antigeno Al (OHa)
1- PBS 20 g 200 pg
2- LcpA 20 ug 200 ug
3- ZZ-LcpA-DTR 20 g 200 pg
4- Bacterina 10°células 200 ug

Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: Cada linha da tabela corresponde a uma dose da formulagdo vacinal. Cada animal
recebeu duas doses com intervalo de quinze dias. O adjuvante utilizado foi o hidroxido de aluminio

[AI(OHs)].

Nos terceiro e quarto ensaios de imunoprotecdo foram testadas a acao

protetora de uma dose menor (2 ug) de proteina recombinante LigAC, e a acdo das

fusdes ZZ e DTR na auséncia de adjuvante Alum, para analisar a inducdo de

protecdo apenas pelas proteinas recombinantes LIQAC e LcpA (Quadro 4). O

desafio realizado foi do tipo homologo, testando as nossas formulacdes vacinais

contra a estirpe Fiocruz L1-130 de espécie L. interrogans sorovar Copenhageni.

Como controle negativo, os animais foram imunizados somente com PBS

adicionado de Alum.
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Quadro 4 — Composicdo das formula¢cdes vacinais utilizadas no terceiro e quarto ensaio de
imunoprotecad.

Grupos Antigeno Al (OHs)
1- PBS - 200 pg
2- LigAC 2 g 20 ug
3- LigAC 20 ug 200 ug
4- 7Z-LigAC-DTR 20 ug -
5- LcpA 20 ug 200 pg
6- ZZ-LcpA-DTR 20 ug 200 ug
7-ZZ-LcpA-DTR 20 pg -
8-LIgAC + LcpA de cagg g?oteina 400 ug
9- ZZ-LigAC-DTR + ZZ-LcpA-DTR | 2019 400 g

e cada proteina

Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: Cada linha da tabela corresponde a uma dose da formulagdo vacinal. Cada animal
recebeu duas doses com intervalo de quinze dias. O adjuvante utilizado foi o hidroxido de aluminio
[AI(OHa)].

A protecdo contra a morte por leptospirose foi calculada em todos os
desafios pela porcentagem de animais sobreviventes ao desafio letal. Apés a
eutanasia, foram coletados os rins dos hamsters para a avaliacdo do estado de

portador renal.

3.5.1 Cultura em meio semissoélido de Fletcher

Os rins dos hamsters eutanasiados foram coletados assepticamente. Um
rim de cada animal foi macerado em solugéo tamponada de Sdrensen em um
homogeneizador de 6rgaos (Stomacher 80 — Lab System). Aproximadamente 100
microlitros do macerado foram semeados em meio semissolido de Fletcher e o tubo
foi incubado a uma temperatura 28°C — 30°C por 28 dias, com observacdes
semanais para a verificacdo da formacgao do anel de crescimento subsuperficial. O
diagndstico positivo era resultante da visualizacdo de leptospiras em microscopio

de campo escuro, a partir de amostras dos meios de cultura dos rins.
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3.5.2 PCR quantitativo dos rins de hamsters vacinados e infectados

O DNA genbmico do rim coletado na eutanasia foi extraido com o kit
Wizard® SV Genomic DNA Purification System (A2361, Promega - USA), segundo
normas do fabricante. Em seguida, foi medida a concentracdo do DNA gendmico
com o auxilio do aparelho Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen).

As reacdes de gPCR foram realizadas em um volume final de 20 pl. Para
cada reacao foram utilizados: 5 pl (50 ng/pg) de DNA gendémico; 0,5 pl de cada
oligonucleotideo (10 uM) e sonda; 10 pl de tampao fornecido pelo fabricante (iTaq
supermix); e 3,5 ul de agua ultrapura. Os oligonucleotideos utilizados (Quadro 5)
amplificam uma regiéo de 242 pb do gene lipL32 (STODDARD et al., 2009).

Quadro 5 — Oligonucleotideos e sonda utilizados para quantificar DNA genémico de leptospiras
presente nos rins dos animais que sobreviveram ao desafio com estirpes virulentas de Leptospiras.

Oligonucleotideo /
sonda

LipL32-45F (forward) AAG CAT TAC CGC TTG TGG TG
LipL32-286R (reverse) GAACTCCCATTITCAGCGATT
LipL32-189P (sonda) AA AGC CAG GAC AAG CGC CG

Sequéncia (5°- 3’)

Fonte: STODDARD, 2009.

A PCR foi realizada no termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied
Biosystems), sob as seguintes condi¢des: 1 ciclo de desnaturacéo inicial de 95°C
durante 3 minutos; seguido por 40 ciclos de amplificacdo a 95°C durante 15
segundos e 60°C durante 1 minuto; e 1 ciclo de resfriamento a 40°C durante 10
segundos. Os produtos da amplificacdo foram analisados em gel de agarose 1%.

O termociclador e o software utilizados neste ensaio foi o LightCycler 480
(Roche), oferecidos pelo Laboratério Viroses de Bovideos do Instituto Bioldgico.
Todos os padrdes e amostras foram executados em um Unico experimento. Para
estabelecer o limite de deteccdo do ensaio foram utilizados rins de hamsters néo
imunizados e né&o infectados, denominados “controle normal” ou “controle
negativo”. Uma curva padréo foi gerada a partir do DNA gendémico de uma cultura
de leptospiras in vitro e 0 niamero de equivalentes genémicos (EgG) foi extrapolado
a partir dos valores do ciclo limiar (Ct). O resultado negativo foi atribuido onde néo

ocorreu amplificacdo ou quando o valor C: foi maior do que 35. Os dados foram
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apresentados como numero de equivalentes genémicos por grama de tecido (EqG /

g de tecido renal).

3.5.3 Avaliacdo da resposta imune dos hamsters por ELISA

A analise da resposta imune humoral foi realizada pelo acompanhamento do
titulo de anticorpos anti-lgG total e dos isotipos IgG1, 1gG2/3 e IgG3 contra as
proteinas recombinantes, por ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay). Para
estes ensaios, 0s animais foram sangrados via plexo retro orbital um dia antes do
desafio. Os antigenos (5 ug/mL de proteina recombinante purificada — LigAC ou
LcpA) foram adsorvidos em placas de micro-diluicdo de 96 pocos de poliestireno
(Costar 3590, Corning), em tampé&o Carbonato 0,1 M pH 9,6 por 16 horas a 4°C. Os
sitios inespecificos foram bloqueados com solugdo 5% leite em PBS-T (tampéao
PBS, acrescido de 0,05% de Tween 20).

Para a andlise da resposta imune das imunoglobulinas IgG totais foram
realizadas diluicdbes de 1:1000 dos anticorpos primarios (soros dos hamsters
vacinados) para andlise de LigAC, e diluicbes 1:100 para andalise de LcpA. As
placas foram incubadas por 16 horas a 4°C. Apos trés lavagens com tampao wash
buffer, as placas foram incubadas com o anticorpo secundério (anti-hamster 19G
conjugado com peroxidase) na diluicdo 1:5000, e incubadas por 1 hora a 37°C.
Apés trés lavagens com tampdo wash buffer, foi realizada a revelagdo com o
substrato ABTS (2,2'-Azinobis [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]-diammonium
salt 1 mM, tampéo citrato-fosfato 70 mM, pH 4,2 e 0,03% H202), durante 30
minutos a temperatura ambiente; a parada da reacao foi realizada com a adicao de
uma solucdo SDS 5%; e a intensidade da reacdo colorimétrica resultante foi
determinada pela leitura da densidade 6ptica em 405 nm.

Para a analise da resposta imune dos isotipos 1gG1, 1gG2/3 e IgG3 as placas
foram igualmente sensibilizadas com os antigenos e bloqueadas com 5% leite.
Foram realizadas diluicdes de 1:100 e 1:25 dos anticorpos primarios para analise
de LIigAC e LcpA, respectivamente; com posterior incubagéo durante 1 hora a
37°C. Apé6s trés lavagens, as placas foram incubadas com os anticorpos
secundarios anti-hamster IgG1, 1gG2/3 ou IgG3 conjugados com peroxidase,

produzido em camundongo (SouthernBiotech), na diluicdo 1:4000 por 1 hora a 37
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°C. Apoés trés lavagens com tampao wash buffer, a revelagdo foi realizada com o
substrato ABTS por 30 min, a parada da reacdao foi realizada com a adicdo de uma

solucao SDS 5%, e finalmente a leitura da densidade 6ptica medida em 405 nm.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para a avaliacdo da protecdo contra a morte por leptospirose utilizou-se o
teste exato de Fisher. Para a avaliacdo do Log de equivalentes genémicos (EqG)
por grama de tecido renal foi utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis,
seguido pelo pés-teste de comparacées multiplas de Dunn. Para a avaliacdo das
diferencas entre as respostas imunes dos grupos avaliados, utilizou-se o teste
paramétrico de analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido de comparacdes
multiplas de Tukey. A diferenca estatisticamente significativa entre os grupos foi
considerada com o valor de p<0,05. As andlises foram realizadas usando
GraphPad Prism 6.
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4. RESULTADOS

As proteinas recombinantes LigAC, ZZ-LigAC-DTR, ZZ-DTR-LIigAC, LcpA e
ZZ-LcpA-DTR foram expressas majoritariamente na fracdo de corpusculos de
inclusdo (dados ndo mostrados), apdés a transformacdo na linhagem de E. coli
BL21(DE3) competente. Posteriormente, as proteinas recombinantes foram
purificadas a partir de 1 L de cultura e induzida com 1 mM IPTG em meio LB-
ampicilina. Para tanto, os sedimentos de corpusculos de inclusdo foram
ressuspensos em tampédo de solubilizacdo contendo 8 M uréia, como agente
desnaturante e posteriormente, os solubilizados foram diluidos (100X) lentamente
com o objetivo de diminuir a quantidade de uréia (de 8 M até préximo de zero) e
recuperar a conformacdao estrutural da proteina. O processo de purificacéo foi feito
por cromatografia de afinidade a metal para as proteinas com cauda de histidina
LigAC e LcpA,; e por afinidade a resina IgG Sepharose para as proteinas de fuséo.
Apés a purificacdo, as proteinas foram dialisadas contra tampdo PBS e mantidas a
-20°C, até o momento do uso.

A analise da purificacdo das proteinas recombinantes dialisadas apresenta-
se na Figura 7, onde as proteinas aparecem como bandas de tamanho de acordo
com as respectivas massas moleculares. As massas moleculares e 0s pontos
isoelétricos (pl) foram calculados a partir da composicdo de aminoacidos das
proteinas recombinantes (Tabela 1). O servidor utilizado para obter estes dados foi

ProtParam, disponivel em http://web.expasy.org/protparam.

Tabela 1 - Dados das proteinas recombinantes do estudo.

Massa Ponto ]
Proteinas Numero de ) o Rendimento
) o molecular isoelétrico

recombinantes aminoéacidos . (mg/L)

(kDa) (p!) tedrico
LigAC 607 63,81 7.28 69
ZZ-LigAC-DTR 888 94,77 7.08 39
ZZ-DTR-LigAC 887 94,71 7.08 37
LcpA 175 20,77 6.60 67
ZZ-LcpA-DTR 458 51,88 6.64 91

Fonte: SANCHEZ, 2019.
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Figura 5 - Andlise da purificagdo das proteinas recombinantes apés a didlise contra tampé&o PBS.

1 2 3 4 6 7 8
94 kDa ——— —
67 kDa - —— -
43 kpa W -~ -
30 kDa W -
—
20.1 kDa

Fonte: SANCHEZ, 2019.
Legenda: Gel SDS-PAGE (12%) corado com Comassie Blue. 1 e 6) Marcador de massa molecular
LMW; 2) LigAC; 3) ZZ-LigAC-DTR; 4) ZZ-DTR-LIgAC; 7) LcpA; 8) ZZ-LcpA-DTR.

A obtencado da proteina recombinante ZZ-DTR-LIQAC né&o estava prevista
no projeto inicial. Os procedimentos de clonagem e purificacdo desta proteina
foram realizados em razdo da instabilidade e degradacédo da proteina ZZ-LigAC-
DTR nas condigbes de armazenamento e congelamento. Foi observado pelo nosso
grupo colaborador da Unidade de Farmacologia e Imunologia do Instituto de
Biologia e Tecnologia de Saclay — CEA, Franca, que a mudanca do dominio DTR
para uma posicao interna da fusdo poderia favorecer a estabilidade de proteinas de
tamanho maiores (dados ndo publicados). Dessa forma, uma nova clonagem para
a expressdo do dominio DTR entre o dominio ZZ e a proteina LigAC foi realizada
em vetor pCP, resultando na constru¢cdo ZZ-DTR-LIQAC. Esta nova proteina
recombinante foi expressa e purificada utilizando-se os mesmos procedimentos
descritos anteriormente para as proteinas de fusdo. A comparacdo entre as duas
proteinas purificadas e dialisadas apresenta-se na figura 8. E possivel observar a
proteina ZZ-DTR-LIgAC como uma banda predominante e a diminuicdo de
degradacao proteica, além disso, a proteina ZZ-DTR-LIgAC apresentou-se mais

estavel durante o armazenamento (Figura 8, poco 3).
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Figura 6 - Analise da purificacdo da proteina recombinante ZZ-DTR-LigAC.

94 kDa W s e

67 kDa W

43 kDa W

30 kDa s

20.1 kDa g

Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: Gel SDS-PAGE (12%) corado com Comassie Blue. 1) Marcador de massa molecular
LMW; 2) ZZ-LigAC-DTR apds armazenamento; 3) ZZ-DTR-LIQAC apo0s purificacdo e didlise em
PBS.

4.1 ANALISE DA PRESENCA DE ESTRUTURA SECUNDARIA DAS PROTEINAS
RECOMBINANTES PURIFICADAS

Coutinho et al. (2011) demonstraram que a manutencao da integridade
estrutural da proteina LigA € essencial para a inducdo da protecdo contra a
leptospirose em modelo animal. Por isso, resolveu-se avaliar da integridade
estrutural das proteinas recombinantes purificadas em duas andlises: uma analise
in silico, para predigcéo tedrica da estrutura secundaria das proteinas recombinantes
do estudo, realizada no programa Raptor-X (disponivel em dominio publico
http://raptorx.uchicago.edu/StructurePrediction/predict/); e uma andlise in vitro, para
determinacdo da presenca de estrutura secundaria ordenada nhas proteinas
recombinantes do estudo, realizada pela técnica de dicroismo circular (DC).

Os resultados da analise in silico estdo apresentados na Tabela 2 e nas
Figuras 9 e 10. Observa-se que existe uma predominancia de folhas-beta e

estruturas randémicas na proteina LIQAC; e presenca de folhas-beta e sequéncias


http://raptorx.uchicago.edu/StructurePrediction/predict/
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randdmicas seguidas por uma menor quantidade de alfa-hélice, nas fusdes de
LigAC. Nas proteinas LcpA e ZZ-LcpA-DTR ha maior presenca de estruturas
randémicas, seguidas por sequéncias folhas-beta e alfa-hélices.

Dados da literatura relatam que a estrutura do dominio ZZ da proteina A de
S.aureus, resolvida por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN),
possui estruturas alfa-hélices arranjadas de maneira antiparalela (TASHIRO et al.,
1997). A respeito do dominio R da toxina diftérica (DTR), um estudo relatou a
presenca de estruturas folhas-beta antiparalelas formando um barril com topologia
jelly roll, determinado por estrutura cristalografica (CHOE et al., 1992). Estes dados
sugerem que a presenca de folhas-beta e alfa-hélices nas proteinas de fusdo esta
de acordo com o esperado. Dados completos da estrutura tridimensional das
proteinas LIgA e LcpA ainda nao estdo disponiveis. Apenas o dominio 12 da
proteina LigB foi determinado por RMN, demonstrando um arranjo similar ao
encontrado na familia de proteinas bacterianas com dominios Ig-like, caracterizado
pela presenca, principalmente, de folhas-beta formando uma estrutura do tipo
greek-key (PTAK et al., 2014). O que pode sugerir a presenca majoritaria de folhas-
beta na proteina LIQAC e suas fusBes, como previsto pelo programa Raptor-X
(Tabela 2).

Tabela 2 — Predicao tedrica de estruturas secundarias das proteinas recombinantes do estudo.

Proteinas

recombinantes Alfa-hélice Folha-beta Randbmicas
LigAC - 59% 40%
ZZ-LigAC-DTR 2% 55% 42%
ZZ-DTR-LigAC 7% 48% 43%
LcpA 13% 36% 50%
ZZ-LcpA-DTR 21% 29% 48%

Fonte: SANCHEZ, 2019.
Legenda: Predicéo realizada com o programa Raptor-X.
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Figura 7 - Representacdo esquematica da predicéo tedrica da estrutura do dominio ZZ da proteina
A de S. aureus e do dominio R da toxina diftérica (DTR).
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}d Randémica

Fonte: SANCHEZ, 2019.
Legenda: 1) Dominio ZZ (58% alfa-hélice, 0% folha-beta e 41% randémico); 2) Dominio R (DTR)
(0% alfa-hélice, 49% folha-beta e 50% rand6émica). Predicao realizada com o programa Raptor-X.

Figura 8 - Representacdo esqueméatica da predicdo tedrica da estrutura das cinco proteinas
recombinantes utilizadas no estudo.
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Fonte: SANCHEZ, 2019.
Legenda: 1) LigAC, 2) ZZ-LigAC-DTR, 3) ZZ-DTR-LIigAC, 4) LcpA e 5) ZZ-LcpA-DTR. Predicdo
realizada com o programa Raptor-X.

J& que no protocolo de purificacdo utilizado, a renaturagdo das proteinas
recombinantes foi obtida através da diluicdo lenta da ureia (agente desnaturante)
em tampao Tris, considerou-se importante avaliar a presenca de estrutura

secundaria ordenada das proteinas recombinantes purificadas. Dessa forma, foram
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colhidos dez espectros para cada proteina recombinante e as médias resultantes
foram apresentadas e interpretadas em curvas de elipcidade molar ([0]).

Na figura 11 estdo apresentadas as curvas de espectros tipicos de cada
estrutura secundaria proteica: alfa-hélice, folha-beta e randémica. Na figura 12,

apresentam-se os resultados da analise in vitro, realizada pela técnica de DC.

Figura 9 — Espectros de dicroismo circular das estruturas secundarias proteicas.

80
s Alfa-hélice
e~ =il Folhas-beta
'E 80 - wedgp== Randémica
°
Q
-
-
o
F
-
p—
o=
—
180 200 210 220 230 240 230
A (nm)

Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: Representacéo gréafica tedrica de espectros tipicos de estrutura secundaria.
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Figura 10 — Espectros de dicroismo circular obtidos para as proteinas recombinantes LIigAC (A), ZZ-

LIgAC-DTR (B), ZZ-DTR-LigAC (C), LcpA (D) e ZZ-LcpA-DTR (E).
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Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: Foram utilizadas amostras das proteinas purificadas e dialisadas contra tampéo fosfato

pH 7.4

Pela comparacdo entre os espectros tipicos das estruturas secundarias

proteicas e 0s espectros obtidos com as proteinas deste estudo, concluiu-se que as

proteinas recombinantes apresentaram espectros tipicos de estrutura secundaria

ordenada e indicam, portanto, que possuem integridade estrutural e que o processo

de purificacéo e renaturacéo foram eficientes.
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4.2 PRODUCAO DE ANTI-MHC II

O anticorpo anti- MHC 1l foi purificado a partir do sobrenadante de uma
cultura de hibridoma (clone 14.4.4S), utilizando cromatografia de afinidade a IgG
Sepharose. Na Figura 13 podemos observar o resultado da purificacdo do
anticorpo anti-MHC Il 14.4.4S. Os pocos 2 e 3 correspondem as lavagens da
coluna (apdés a passagem do sobrenadante). Os pocos 4 a 8 sdo as amostras
eluidas, com a presenca das bandas das cadeias leve e pesada do anticorpo. O
poco 10 corresponde ao flow-through obtido apds a passagem do sobrenadante e
gue contém principalmente a albumina do meio de cultura, demonstrando que o
processo de purificagdo do anticorpo foi eficiente.

Figura 11 — Analise do processo de purificacdo do anticorpo anti-MHC de classe Il (14.4.4S) a partir
do sobrenadante do cultivo do hibridoma HB-32 em coluna IgG-Sepharose.
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Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: Gel SDS-PAGE 12% corado com Comassie Blue. 1) Marcador de massa molecular LMW;
2 e 3) Lavagem da coluna com 20mM de fosfato de sédio pH 7.; 4 a 8) Fracgbes eluidas com 0,1M
de glicina-HCI, pH 2,7, presenca da cadeia pesada (***) e da cadeia leve (**) do anticorpo; 10) Flow-
through contendo albumina (66kDa) proveniente do meio de cultura (*).

4.3 ENSAIOS DE IMUNOPROTECAO EM MODELO ANIMAL

Foram realizados quatro ensaios de imunoprotecdo animal contra

leptospirose, utilizando grupos de 10 hamsters (Mesocricetus auratus) machos,
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recém-desmamados e com peso em torno de 80 g. Os critérios designados para
avaliar a eficiéncia das nossas vacinas foram: a) total de animais sobreviventes
(apbés 21 dias do desafio com leptospiras virulentas); b) total de animais que
atenderam ao endpoint (perda de peso, perda de apetite, dificuldade em respirar,
prostracdo, pelo arrepiado e/ou irregular) na avaliacdo visual; c) total de animais
positivos a cultura (rins coletados na eutanasia dos animais sobreviventes); e d)
total de animais positivos na qPCR (utilizando o DNA obtido de amostras de rins

dos animais sobreviventes ao desafio).

4.3.1. Primeiro ensaio de imunoprotecéao

4.3.1.1 Analise geral da avaliacao contra a morte e colonizacao renal.

Na Tabela 3 s&do apresentados, em resumo, o0s resultados obtidos do
primeiro experimento de imunoprote¢do, denominado desafio 1. No grupo controle
negativo (PBS + adjuvantes), oito animais morreram ap0s o desafio letal com
leptospiras patogénicas, e todos apresentaram sinais clinicos de leptospirose. Os
dois animais sobreviventes deste grupo foram positivos na qPCR e no cultivo de
leptospiras a partir dos rins, indicando a ocorréncia de infeccédo (Tabela 3 e Figura
14). Os animais imunizados com a proteina LIQAC e suas respectivas fusdes
(controles positivos) foram protegidos contra a morte e ndo apresentaram sinais
clinicos de leptospirose, mas foram positivos na cultura e na gPCR. Estes
resultados confirmam aqueles obtidos anteriormente por nosso grupo (MONARIS
et al., 2015), demonstrando que as formulagBes vacinais testadas com a proteina
LigAC (grupos 2 a 4, 7 e 8), como antigeno, ndo sdo eficazes para inibir a
colonizagdo renal, embora sejam eficientes na protecdo contra a morte por
leptospirose. Além disso, ndo observamos diferencas na protecdo contra a
leptospirose nas duas constru¢des contendo a proteina LigAC fusionada com o
dominio DTR na posi¢éo intermediaria (grupo 4) ou C-terminal (grupo 3).

No grupo imunizado com a proteina LcpA (grupo 5), 60% dos animais
foram protegidos da morte causada pela infeccdo com leptospiras e todos os
animais apresentaram colonizacao renal (Tabela 3 e Figura 14). Estes resultados

também estdo de acordo com os dados obtidos por nosso grupo em experimentos
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anteriores (dados nao publicados). Na presenca dos dominios ZZ e DTR (grupo 6),
0 antigeno LcpA foi capaz de induzir protecdo em 100% dos animais contra a
morte. Da mesma maneira, as proteinas LcpA e ZZ-LcpA-DTR co-administradas
com a proteina LIQAC sem dominios ou fusionada com os dominios ZZ e DTR
(grupos 7 e 8) foram capazes de induzir protecdo em 100% dos animais. Por outro

lado, em nenhum destes grupos foi observado inibicdo da colonizac&o renal.

4.3.1.2 Analise da carga bacteriana nos rins de hamsters por qPCR.

A Figura 14 mostra os resultados da técnica de PCR quantitativo (QPCR),
realizada com o intuito de avaliar as formulacbes vacinais na prevencdo da
colonizacao renal. Observa-se uma diminuicdo do Log de equivalentes genémicos
(EqG) por grama de tecido renal nos grupos vacinais, em compara¢cdo com grupo
controle PBS. Porém, néo foi observada diferenca estatistica significativa (p<0,05)
na comparagdo entre 0S grupos vacinados e o0 grupo controle, e nem na
comparacao entre 0s grupos vacinados. Importante observar que no grupo
vacinado com LcpA, 4 dos 6 animais que sobreviveram tiveram uma diminuicdo da

colonizacgdo renal menor do que o log 102 leptospiras por grama de tecido.
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Tabela 3 — Ensaio 1: Desafio homdlogo de imunoprotecdo em hamsters.

Animais que Animais que Animais positivos na Animais positivos na

N.° Grupos sobreviveram ao atingiram o culturarenal / qPCR/sobreviventes
desafio / total (%) endpoint/total (%)* sobreviventes(%) (%)

1 PBS* 2/10 (20%) 10/10 (100%) 2/2 (100%) 2/2 (100%)

2  LigAC* 10/10 (100%)° 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/10 (100%)

3  ZZ-LigAC-DTR * 10/10 (100%) ® 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/10 (100%)

4  ZZ-DTR-LigAC* 10/10 (100%) ® 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/10 (100%)

5 LcpA* 6/10 (60%) " 4/10 (40%) 6/6 (100%) 6/6 (100%)

6  ZZ-LcpA-DTR* 10/10 (100%) 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/10 (100%)

7  LIgAC +LcpA* 10/10 (100%) 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/10 (100%)

8  ZZ-DTR-LigAC + ZZ-LcpA-DTR * 10/10 (100%) 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/10 (100%)

Fonte: SANCHEZ, 2019.
Legenda: Resultados de sobrevivéncia e colonizacao renal apds desafio com Leptospira interrogans sorovar Copenhageni estirpe Fiocruz L1-130.

a Critérios de endpoint: perda de apetite, dificuldade de respirar, prostracdo e perda de peso.

* FormulagBes compostas pelos adjuvantes: anticorpo anti-MHCII (14.4.4S) + CpG-ODN + hidréxido de aluminio.
s " Indica se houve ou ndo diferenca estatisticamente significativa estabelecida pelo valor de p < 0,05 no teste exato de Fisher, quando comparando o grupo
experimental com o grupo controle (PBS*).
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Figura 12 — Ensaio 1: Andlise da carga bacteriana dos rins dos animais sobreviventes ao desafio,
pela técnica de PCR quantitativo (QPCR).
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Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: Ensaio realizado em duplicata com oligonucleotideos e sonda baseados na sequéncia do
gene lipL32. A quantidade de leptospiras foi expressa como equivalentes gendmicos (EqG) por
grama de tecido. As linhas pretas mostram a média da carga bacteriana com as barras de erros-
padrées. (*) Adjuvantes (hidroxido de aluminio, CPG-ODN e anti-MHC II).

4.3.1.3 Andlise da resposta imune humoral para IgG total e as subclasses IgG1,
lgG2/3 e IgG3 por ELISA.

A avaliacdo da imunogenicidade dos soros dos animais foi realizada por
ELISA, utilizando os anticorpos anti-hamster IgG total e os isotipos IgG1, IgG2-3 e
lgG3. Os graficos foram construidos com a média dos valores de absorbéancia
obtidos com os soros individuais (n=10) (leitura a 405 nm). Para a avaliacao de IgG
total, os soros dos hamsters imunizados foram diluidos 1:100 e 1:1000 para as
placas adsorvidas com LcpA e LIgAC, respectivamente. Diferentes marcas de
subclasses de IgGs anti-hamster comerciais em diferentes diluicbes foram testadas
(dados ndo mostrados). Somente os anticorpos anti-hamster (IgG1, 1gG2/3 e 1gG3)

produzidos em camundongo da marca SouthernBiotech apresentaram reatividade
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com os soros dos animais imunizados nas diluicdes 1:25 e 1:100 para LcpA e
LigAC, respectivamente.

Na Figura 15, sdo apresentados os graficos dos experimentos realizados
com a adsorcao das placas com LigAC ou LcpA. Observa-se que 0s soros dos
animais imunizados com PBS + adjuvantes (hidroxido de aluminio, CpG e anti-
MHC II) apresentaram pouca reatividade inespecifica. A proteina LIigAC mostrou-se
mais imunogénica que a proteina LcpA, uma vez que todos os soros dos animais
imunizados com as preparagdes vacinais contendo a proteina LIgAC fusionada ou
nao apresentaram niveis de anticorpos IgG total maiores do que aqueles obtidos
com os soros dos animais imunizados com a proteina LcpA fusionada ou nao.
Considerando o antigeno LIgAC, todas as formulagbes vacinais testadas
apresentaram altos niveis de anticorpos, sugerindo que a posi¢cdo do dominio DTR
ndo interfere na imunogenicidade e que a presenc¢a dos dominios ZZ e DTR nas
composi¢Bes vacinais ndo conseguiu induzir um aumento dos niveis de anticorpos
lgG total, conforme desejado. Na analise estatistica realizada, todas as
formulacbes vacinais apresentaram diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05), quando comparados com o grupo controle PBS. Os grupos LigAC, ZZ-
LigAC-DTR e ZZ-DTR-LIgAC ndo apresentaram diferenca estatistica entre si
(p>0,05). Por outro lado, na presenca da proteina LcpA com ou sem dominios (ZZ
e DTR), foi observada uma diminuicdo da antigenicidade da proteina LigAC. Nestes
casos, os valores apresentaram diferenca significativamente estatistica quando
comparados com os valores dos outros grupos experimentais (p<0,05).

As formulacdes vacinais aparentemente mais antigénicas, considerando so
0 antigeno LcpA, foram a combinacdo desta proteina com LIQAC e LcpA sem
fusdes e o grupo imunizado com somente LcpA. Porém, segundo o teste estatistico
realizado, todas as formulagcbes vacinais exceto o0 grupo ZZ-LcpA-DTR
apresentaram diferenca significativa (p<0,05), quando comparados com 0 grupo

controle PBS.
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Figura 13 — Ensaio 1: Avaliacdo de IgG total em hamsters imunizados com as diferentes
formulagdes vacinais, com placas adsorvidas com LigAC e LcpA.
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Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: Os soros foram diluidos em 1:1.000 e 1:100 nas placas adsorvidas com LigAC e LcpA,
respectivamente. A avaliacao foi feita por ELISA. No diagrama de barras, as mesmas representam a
média dos valores de absorbancia obtidos os soros dos 10 animais do grupo e as linhas acima das
barras correspondem aos erros padrdo das amostras. (*) representa diferenca estatisticamente
significativa (p< 0,05) quando comparando 0s grupos experimentais ao respectivo grupo controle.
As letras mindsculas iguais representam diferenga estatisticamente significativa (p< 0,05) entre os
grupos experimentais indicados.

Na Figura 16 apresentam-se os resultados dos isotipos 1gG1, 19G2/3 e
lgG3. Apesar da baixa diluicAo do soro utilizado ndo foi observada reatividade
inespecifica das subclasses com os soros dos animais imunizados com PBS +
adjuvantes (hidroxido de aluminio, CpG e anti-MHC 1l). Os resultados para a
proteina LIgAC indicam que os hamsters apresentaram altos niveis de anticorpos
lgG1l e IgG2/3 e nao induziram IgG3. Na anadlise estatistica realizada, todas as
formulagbes vacinais com LIgAC apresentaram diferenga significativa nos valores
de OD obtidos para os isotipos IgG1 e IgG2/3 (p<0,05), guando comparados com o

grupo controle PBS. J& os resultados para a proteina LcpA mostram indugéo de
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producdo de anticorpos quase exclusivamente para o tipo 19G2/3; com diferenca
estatistica para os grupos LcpA e LIgAC + LcpA, quando comparados com o grupo
controle PBS. As subclasses IgGl e 1gG3 nao foram induzidas por estas

formulacdes vacinais.

Figura 14 — Ensaio 1: Avaliacdo das subclasses de IgG (IgG1, 1gG2/3 e 1gG3) em hamsters
imunizados com diferentes formula¢des vacinais.
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Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: (A) placas adsorvidas com LigAC (B) placas adsorvidas com LcpA. Os soros do
experimento foram diluidos em 1:100 e 1:25 nas placas adsorvidas com LigAC e LcpA,
respectivamente. A avaliacéo foi feita por ELISA. As colunas dos gréficos representam a média dos
valores de absorbancia obtidos com os soros dos 10 animais do grupo. As linhas acima das barras
correspondem aos erros padréo das amostras. (*) representa diferenca estatisticamente significativa
(p< 0,05) quando comparando 0S grupos experimentais ao respectivo grupo controle. As letras
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mindsculas iguais representam diferenga estatisticamente significativa (p< 0,05) entre 0s grupos
experimentais indicados.

4.3.2. Segundo ensaio de imunoprotecao

O proposito deste ensaio foi testar a eficacia das formula¢des vacinais com
LcpA no desafio heterdlogo, utilizando as estirpes patogénicas Leptospira
interrogans sorovar Canicola (LO4) e Leptospira interrogans sorovar Kennewicki
(LPF).

4.3.2.1 Analise geral da avaliacao contra a morte e colonizacao renal.

A Tabela 4 mostra os resultados de sobrevivéncia de animais e
colonizacdo renal. Nove animais de cada grupo controle negativo PBS morreram
apos o desafio com as estirpes patogénicas LPF e LO4. Os animais vacinados com
as bacterinas, compostas pelas suspensbes de Ileptospiras das estirpes

patogénicas, sobreviveram, validando o experimento de desafio heterdlogo.

Tabela 4 — Ensaio 2: Desafio heterélogo de imunoprote¢cédo em hamsters.

L Animais que Animais Animais
Animais que - " "
X atingiram os positivos na positivos na
- sobreviveram AP
N. Grupos . critérios culturarenal / gPCR/
ao desafio / dpoint / | brevi brevi
total (%) endpoint /total sobreviventes sobreviventes
(%)a (%) (%)
Desafiados com estirpe LPF
1 PBS* 1/10 (10%) 10/10 (100%) 0/1 (0%) 1/1 (100%)
2 LcpA* 1/10 (10%) "s 9/10 (90%) 1/1 (100%) 1/1 (100%)
3 ZZ-LcpA-DTR*  6/10 (60%) "¢ 4/10 (40%) 5/6 (83%) 6/6 (100%)
4 Bacterina* 4/4 (100%) 0/4 (0%) 0/4 (0%) 4/4 (100%)
Desafiados com estirpe LO4
1 PBS* 1/10 (10%) 10/10 (100%) 0/1 (0%) 1/1 (100%)
2 LcpA* 0/10 (0%) "s 10/10 (100%) 0/0 (0%) 0/0 (0%)
3 ZZ-LcpA-DTR*  2/10 (20%) " 8/10 (80%) 1/2 (50%) 2/2 (100%)
4 Bacterina* 4/4 (100%) 0/4 (0%) 0/4 (0%) 4/4 (100%)

Fonte: SANCHEZ, 2019.
Legenda: Resultados de sobrevivéncia e colonizacéo renal apés desafio com Leptospira interrogans
sorovar Canicola estirpe LO4 e Leptospira interrogans sorovar Kennewicki estirpe LPF.

a Critérios de endpoint: perda de apetite, dificuldade de respirar, prostracédo e perda de peso.
* Formulagdes compostas pelo adjuvante hidréxido de aluminio
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" Indica que ndo houve diferenca estatisticamente significativa estabelecida pelo valor de p < 0,05
no teste exato de Fisher, quando comparando o grupo experimental com o grupo controle (PBS*)

A maioria dos animais imunizados com a proteina recombinante LcpA
morreu apresentando sinais clinicos de leptospirose. Os grupos vacinados com a
proteina recombinante ZZ-LcpA-DTR foram parcialmente protegidos contra a
morte, entretanto sem diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). Todos os
sobreviventes foram positivos para a cultura renal e para a qPCR de tecido renal.
Estes resultados mostraram que as vacinas formuladas com a proteina LcpA néo

foram capazes de prover imunidade esterilizante.

4.3.2.2 Analise da carga bacteriana nos rins de hamsters por gPCR.

Na Figura 17 apresentam-se os resultados da técnica qPCR. N&o se
observou diminuicdo do Log de equivalentes genémicas (EqG) por grama de tecido

renal nos grupos vacinados, em comparagdo com grupo controle PBS.

Figura 15 — Ensaio 2: Andlise da carga bacteriana dos rins dos animais sobreviventes ao desafio,
pela técnica de PCR quantitativo (qPCR).
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Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: Ensaio realizado em duplicata com oligonucleotideos e sonda baseados na sequéncia do
gene lipL32. A quantidade de leptospiras foi expressa como equivalentes gendmicos (EqG) por
grama de tecido. As linhas pretas mostram a média da carga bacteriana com as barras de erros-
padrdes. (*) Adjuvante hidroxido de Aluminio.
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4.3.2.3 Andlise da resposta imune humoral para IgG total e as subclasses IgG1,
lgG2/3 e IgG3 por ELISA.

A Figura 18 apresenta os resultados da resposta humoral de IgG total
avaliada por ELISA, utilizando placas adsorvidas com a proteina recombinante
LcpA, para os grupos desafiados com as estirpes LPF e LO4. Os soros dos animais
imunizados com PBS e hidréxido de aluminio apresentaram baixa reatividade
inespecifica. As composi¢cdes vacinais com as proteinas LcpA e ZZ-LcpA-DTR
induziram niveis semelhantes de anticorpos IgG. Na analise estatistica ndo foi
observada diferenca significativa em nenhuma comparacdo entre 0S grupos

experimentais nem quando comparando 0s mesmos ao grupo controle.

Figura 16 — Ensaio 2: Avaliacdo de IgG total em hamsters imunizados com as diferentes
formulacdes vacinais.
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Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: Os soros foram diluidos 1:100 e avaliados por ELISA. O antigeno LcpA foi adsorvido em
placas de microdiluicdo para realizacdo deste experimento. No diagrama de barras, as mesmas
representam a média dos valores de absorbancia obtidos com os soros dos 10 animais do grupo e
as linhas acima das barras correspondem aos erros padrao das amostras.
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Na Figura 19 sdo mostrados os resultados do ELISA para as subclasses
lgG1, IgG2/3 e IgG3. Observa-se que foram induzidas as trés subclasses, sendo
gue a predominancia de resposta humoral foi direcionada a subclasse 1gG2/3. O
grupo que pareceu-se ser mais imunogénico foi o ZZ-LcpA-DTR, quando desafiado
pela estirpe LO4, grupo que apresentou 80% de mortalidade. Entretanto, pela
analise estatistica ndo ha diferenca significativa dos valores obtidos entre os

grupos experimentais e o grupo controle PBS.

Figura 17 — Ensaio 2: Avaliacdo das subclasses de IgG (lgG1, 1gG2/3 e 1gG3) em hamsters
imunizados com as diferentes formulagfes vacinais.
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Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: Os soros foram diluidos 1:25 e avaliados por ELISA. O antigeno LcpA foi adsorvido em
placas de microdiluicdo para realizacdo deste experimento. As colunas representam a média dos
valores de absorbancia obtidos com os soros dos 10 animais do grupo. As linhas acima das barras
correspondem aos erros padrdo das amostras.
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4.3.3. Terceiro ensaio de imunoprotecao

Os objetivos deste desafio foram testar a acdo do adjuvante hidroxido de
aluminio na composicdo vacinal, e comprovar a eficiéncia da formulagdo vacinal
composta pelos antigenos ZZ-LIgAC-DTR e ZZ-LcpA-DTR, na inducéo da protecao
contra a morte no desafio homoOlogo com Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni estirpe Fiocruz L1-130.

Para tal fim, a quantidade de antigeno, no grupo 2, foi diminuida para 2 ug.
A intencéo foi comprovar a importancia da quantidade de antigeno por dose na
formulacdo vacinal; e no grupo 4, testamos a acao das fusdes ZZ e DTR na

inducéo da protecéo pela proteina LcpA na auséncia de adjuvante.

4.3.3.1 Analise geral da avaliacdo contra a morte

Na Tabela 5 estdo resumidos os resultados obtidos no terceiro experimento
de imunoprotecdo. No grupo controle negativo (PBS), apenas dois animais
morreram apos o desafio (80% de sobrevivéncia).

No titulo 9 sobre animais e produtos animais do Cdédigo Federal de
Regulacdes (CFR) 113.101, compendio de regras e regulamentos sobre assuntos
diversos publicado pelo governo americano (U.S. GOVERNMENT PUBLISHING
OFFICE, 2012), estipula-se que para provar a eficacia de uma vacina, o grupo
controle deve apresentar mortalidade de no minimo 80% apds o desafio com
estirpes virulentas. Dessa forma, ja que a mortalidade no grupo controle foi de
apenas 20%, este ensaio de imunoprotecdo ficou invalidado. Portanto, os
resultados de sobrevivéncia deste ensaio ndo foram considerados para avaliar a
protecdo conferida pelas preparagdes vacinais testadas e um novo experimento foi
realizado (ensaio de imunoprotecdo 4). Mesmo assim, 0s soros obtidos pela
sangria realizada antes do desafio foram utilizados para avaliagdo da resposta

humoral por ELISA, como mostrado a seguir.
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Tabela 5 — Ensaio 3: Desafio homdélogo de imunoprotecdo em hamsters.

Animais que Animais que
N.° Grupos sobreviveram ao atingiram o endpoint
desafio / total (%) / total (%)?
1 PBS* 8/10 (80%) 10/10 (100%)
2 LigAC (2 ug)* 10/10 (100%) " 0/10 (0%)
3 LigAC (20 ug)* 10/10 (100%) " 0/10 (0%)
4 ZZ-LigAC-DTR 10/10 (100%) " 0/10 (0%)
5 LcpA* 10/10 (100%) " 4/10 (40%)
6 ZZ-LcpA-DTR* 10/10 (100%) " 0/10 (0%)
7 ZZ-LcpA-DTR 10/10 (100%) " 0/10 (0%)
8 LigAC + LcpA* 10/10 (100%) " 0/10 (0%)
9 ZZ-DTR-LigAC + ZZ-LcpA-DTR* 9/10 (90%) " 1/10 (10%)

Fonte: SANCHEZ, 2019.
Legenda: Resultados de sobrevivéncia e colonizacéo renal apés desafio com Leptospira interrogans
sorovar Copenhageni estirpe Fiocruz L1-130.

a Critérios de endpoint: perda de apetite, dificuldade de respirar, prostracédo e perda de peso.

* Formulagdes compostas pelo adjuvante hidroxido de aluminio.

"s Indica que ndo houve diferenca estatisticamente significativa estabelecida pelo valor de p<0,05 no
teste exato de Fisher, quando comparando o grupo experimental com o grupo controle (PBS¥*).

4.3.3.2 Andlise da resposta imune humoral para IgG total e as subclasses IgG1,
IgG2/3 e 1IgG3 por ELISA:

A Figura 20 apresenta os resultados das analises dos ELISA para IgG total
com placas sensibilizadas com proteina LIgAC e LcpA. Na avaliacdo da proteina
LigAC, observa-se um aumento significativo dos niveis de anticorpo IgG em todas
as formulag¢des vacinais, em comparacdo com o grupo controle PBS, confirmado
pelo teste estatistico utilizado (p<0,05). Pbde-se observar que o0s niveis de
anticorpos IgG totais foram maiores nos grupos imunizados com maior quantidade
da proteina LIgAC (20 ug) fusionada ou nédo fusionada e em combinagdo com
LcpA, em comparacao ao grupo imunizado com menor quantidade de antigeno (2
Hg), na presenca do hidréxido de aluminio como adjuvante; diferenca confirmada
pelo teste estatistico (p<0,05). Ja na avaliacdo da proteina LcpA, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa quando comparando os grupos vacinados

ao grupo controle PBS, e nem quando comparado 0S grupos experimentais entre
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eles. Como verificado nos experimentos anteriores, ndo houve reconhecimento

inespecifico dos soros dos animais do grupo controle negativo e as proteinas.

Figura 18 — Ensaio 3: Avaliacdo de IgG total em hamsters imunizados com as diferentes
formulac¢des vacinais.

40 - coatina LiﬁAC coating LcpA
J a b ¢ d

35 * * * *

30 abcd

2,5
2,0

D.O. 405 nm

1,5
1,0

0,5

0,0

Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: Os soros foram diluidos 1:1000 e 1:100 nas placas adsorvidas com LigAC e LcpA,
respectivamente. A avaliacédo foi feita por ELISA. No diagrama de barras, as mesmas representam a
média dos valores de absorbéncia obtidos com os soros dos 10 animais do grupo e as linhas acima
das barras correspondem aos erros padrao das amostras. (*) representa diferenga estatisticamente
significativa (p< 0,05) quando comparando 0s grupos experimentais ao respectivo grupo controle.
As letras mindsculas iguais representam diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05) entre os
grupos experimentais indicados.

A Figura 21 apresenta os resultados das anélises dos ELISA para os isotipos
lgG1, 19G2/3 e IgG3, com placas sensibilizadas com proteina LIQAC e LcpA. Na
avaliacdo da proteina LIgAC, observa-se um aumento dos niveis de anticorpo IgG1
e 1gG2/3 em todas as formulac¢des vacinais, em comparagdo com 0 grupo controle
PBS, aumento estatisticamente significativo confirmado pelo teste estatistico
utilizado (p<0,05). No grupo vacinado com a proteina LIQAC em menor
concentragcdo (2 ug), a resposta IgGl e 1gG2/3 teve uma diminuicdo
estatisticamente significativa, em comparacdo com 0S outros grupos vacinais.
Aparentemente, a inducdo de IgGl depende da quantidade de antigeno utilizada
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porgue a imunizagdo de 2ug de LigAC induziu menores niveis de anticorpos. Nao

houve resposta humoral anti-IlgG3.

Figura 19 — Ensaio 3: Avaliacdo das subclasses de IgG (IgG1, 1gG2/3 e 1gG3) em hamsters
imunizados com diferentes formulagdes vacinais.
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Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: (A) placas adsorvidas com LigAC (B) placas adsorvidas com LcpA. Os soros do
experimento foram diluidos em 1:100 e 1:25 nas placas adsorvidas com LIigAC e LcpA,
respectivamente. A avaliacéo foi feita por ELISA. As colunas dos graficos representam a média dos
valores de absorbancia obtidos com os soros dos 10 animais do grupo. As linhas acima das barras
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correspondem aos erros padrdo das amostras. (*) representa diferenca estatisticamente significativa
(p< 0,05) quando comparando 0s grupos experimentais ao respectivo grupo controle. As letras
mindsculas iguais representam diferenga estatisticamente significativa (p< 0,05) entre os grupos
experimentais indicados.

Os resultados foram diferentes na avaliacdo da proteina LcpA, a qual
mostrou-se imunogénica com o isotipo 1gG2/3. O Unico grupo vacinado que
apresentou um aumento estastisticamente significativo na resposta imune humoral
ao isotipo 1gG2/3 foi o grupo vacinado com a proteina ZZ-LcpA-DTR, sem Alum. As
subclasses IgG1 e IgG3 nao foram induzidas pelas formula¢des vacinais.

Os soros dos animais imunizados com PBS + hidréxido de aluminio (grupo

controle negativo) apresentaram baixa reatividade inespecifica.

4.3.4. Quarto ensaio de imunoprotecao

O desafio 4 foi a repeticdo do desafio 3. Foi repetido o desenho

experimental utilizado no terceiro desafio, mantendo assim o mesmo obijetivo.

4.3.4.1 Analise geral da avaliacdo contra a morte e colonizacao renal:

Os resultados do quarto ensaio de imunoprotecdo apresentam-se na
Tabela 6. Como pode ser observado, todos os animais do grupo controle
apresentaram sinais clinicos de leptospirose, determinado pelos critérios de
endpoint; porém, somente quatro animais (40%) deste grupo morreram apds o
desafio, portanto 0 mesmo também né&o conseguiu ser validado, segundo o
regulamento do titulo 9 da CFR 113.101 (U.S. GOVERNMENT PUBLISHING
OFFICE, 2012). A totalidade dos animais sobreviventes (6/6) foi positiva na cultura

renal e no gPCR, indicando colonizagdo bacteriana renal.



Tabela 6 - Ensaio 4: Desafio homologo de imunoprotecdo em hamsters.
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L Lo Animais Animais
Animais que Animais que " "
X A positivos na positivos na
= sobreviveram atingiram o
N. Grupos ! . culturarenal / gPCR/
ao desafio / endpoint / brevi brevi
total (%) total (%) sobreviventes  sobreviventes
(%) (%)
1 PBS* 6/10 (60%) 10/10 (100%) 6/6 (100%) 6/6 (100%)
2 LigAC (2 ug)* 10/10 (100%) " 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/10 (100%)
3  LigAC (20 ug)* 10/10 (100%) " 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/10 (100%)
4  ZZ-LigAC-DTR 10/10 (100%) " 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/10 (100%)
5  LcpA* 10/10 (100%) " 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/10 (100%)
6  ZZ-LcpA-DTR* 10/10 (100%) " 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/10 (100%)
7  ZZ-LcpA-DTR 10/10 (100%) " 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/10 (100%)
8 LigAC + LcpA* 10/10 (100%) " 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/10 (100%)
9 ZZ-DTR-LIGAC + 10/10 (100%) " 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/10 (100%)

ZZ-LcpA-DTR*

Fonte: SANCHEZ, 2019.
Legenda: Resultados de sobrevivéncia e colonizacéo renal apds desafio com Leptospira interrogans
sorovar Copenhageni estirpe Fiocruz L1-130.

a Critérios de endpoint: perda de apetite, dificuldade de respirar, prostragéo e perda de peso.

* Formulagdes compostas pelo adjuvante hidréxido de aluminio

"s Indica que nao houve diferenca estatisticamente significativa estabelecida pelo valor de p < 0,05
no teste exato de Fisher, quando comparando esse grupo experimental com o grupo controle
(PBS*)

4.3.4.2 Analise da carga bacteriana nos rins de hamsters por qPCR:

Na Figura 22, apresentam-se os resultados da gPCR. Apesar do resultado
positivo para a colonizagdo renal por esta técnica, observa-se uma diminuicdo da
guantidade de leptospiras por grama de tecido renal em alguns animais dos grupos
vacinados com LcpA, ZZ-LcpA-DTR sem aluminio e ZZ-LigAC-DTR + ZZ-LcpA-
DTR. Na andlise estatistica, s6 o0 grupo vacinado com ZZ-LcpA-DTR mostrou
diminuicdo significativa, comparado ao grupo controle PBS. Além disso, as
comparacdes mostraram diferenca estatisticamente significativa na carga
bacteriana nos rins entre 0s grupos vacinados sé com LigAC e o grupo vacinado
com ZZ-LcpA-DTR sem Alum. Esta ultima informacé&o sugere que a proteina LcpA
pode ser mais eficiente na prevencdo da colonizacdo renal do que a proteina

LigAC, independente da quantidade aplicada desta ultima.



75

Figura 20 — Ensaio 4: Andlise da carga bacteriana dos rins dos animais sobreviventes ao desafio,
pela técnica de PCR quantitativo (QPCR).

1010
-8 10° b
o a
3 10 % v% abc
D 408
a .. t %k
> 105 = aa 0 T -I-
W 104
g 100 T
g’ 102
- 10
100 1 1 1 1 1 I 1 | 1
r R ARy Ry L
P O o"qb N & S
VN @ OV e F VO
V‘o O~ S R W' O ,\QV'
) .Qv' N '\’Of .gv' V
VTP g W
Q.
Y“o«
\IOQ

Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: Ensaio realizado em duplicata com oligonucleotideos e sonda baseados na sequéncia do
gene lipL32. A quantidade de leptospiras foi expressa como equivalentes gendmicos (EqG) por
grama de tecido. As linhas pretas mostram a média da carga bacteriana com as barras de erros-
padrbes. (*) Adjuvante hidréxido de Aluminio. (**) Representa diferenca estatisticamente significativa
(p< 0,05) quando comparando 0S grupos experimentais ao respectivo grupo controle. As letras
mindsculas iguais representam diferenga estatisticamente significativa (p< 0,05) entre os grupos
experimentais indicados.

4.3.4.3 Andlise da resposta imune humoral para IgG total e as subclasses IgG1,
lgG2/3 e IgG3 por ELISA:

Na Figura 23, mostram-se o0s graficos dos resultados da resposta humoral
anti-IlgG total determinada por ELISA. Na avaliacdo da proteina LigAC, observou-se
aumento estatisticamente significativo (p<0,05) dos niveis de anticorpos em todos
0S grupos experimentais, quando comparado ao grupo controle PBS. Da mesma
maneira que no terceiro ensaio, valores menores de absorbéancia foram obtidos no

grupo imunizado com a menor dose de LIgAC (2ug) quando comparados com 0s
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grupos imunizados com 20 pg. J4 na avaliagdo da proteina LcpA, observou-se que
nenhum dos grupos vacinados com esta proteina teve um aumento

estatisticamente significativo na resposta imune humoral anti-lgG.

Figura 21 - Ensaio 4: Avaliacdo de IgG total em hamsters imunizados com as diferentes
formulac¢des vacinais.
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Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: Os soros foram diluidos 1:1000 e 1:100 nas placas adsorvidas com LIigAC e LcpA,
respectivamente. A avaliacéo foi feita por ELISA. No diagrama de barras, as mesmas representam a
média dos valores de absorbéncia obtidos com os soros dos 10 animais do grupo e as linhas acima
das barras correspondem aos erros padrdo das amostras. (*) Representa diferenca estatisticamente
significativa (p< 0,05) quando comparando 0sS grupos experimentais ao respectivo grupo controle.
As letras mindsculas iguais representam diferenga estatisticamente significativa (p< 0,05) entre os
grupos experimentais indicados.

Na Figura 24, apresentam-se o0s resultados da avaliagdo dos isotipos 1gG1,
lgG2/3 e IgG3. Na andlise realizada com a proteina LIgAC, observou-se aumento
dos niveis de anticorpos IgGl e 1gG2/3 em todos o0s grupos vacinados, com
predominancia da subclasse IgG2/3. O aumento foi estatisticamente significativo
em todos os grupos (p<0.05), com excec¢ao do grupo vacinado com 2 ug de LigAC
para IgG 1. A resposta humoral ao isotipo IgG3 nédo foi estimulada com esta

proteina.
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Na avaliacdo da proteina recombinante LcpA pode ser observado aumento
dos niveis de anticorpo unicamente contra a subclasse 1gG2/3, sendo que o0s
grupos que apresentaram maiores niveis de anticorpo foram os grupos vacinados
com ZZ-LcpA-DTR mais Alum e o grupo ZZ-LcpA-DTR + ZZ-LigAC-DTR. A andlise
estatistica ndo determinou diferenca significativa (p<0.05), quando comparando os
grupos experimentais ao controle PBS, nem na comparacdo entre 0S grupos

experimentais.
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Figura 22 — Ensaio 4: Avaliacdo das subclasses de IgG (IgG1, 1gG2/3 e 1gG3) em hamsters
imunizados com diferentes formulagdes vacinais.
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Fonte: SANCHEZ, 2019.

Legenda: (A) placas adsorvidas com LigAC (B) placas adsorvidas com LcpA. Os soros do
experimento foram diluidos em 1:100 e 1:25 nas placas adsorvidas com LigAC e LcpA,
respectivamente. A avaliacdo foi feita por ELISA. As colunas dos gréaficos representam a média dos
valores de absorbancia obtidos com os soros dos 10 animais do grupo. As linhas acima das barras
correspondem aos erros padrdo das amostras. (*) Representa diferenca estatisticamente
significativa (p< 0,05) quando comparando 0S grupos experimentais ao respectivo grupo controle.
As letras mindsculas iguais representam diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05) entre os
grupos experimentais indicados.
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5. DISCUSSAO

A leptospirose como zoonose cosmopolita apresenta uma grande
importancia na saude tanto dos animais quanto dos humanos. Sendo assim,
medidas de profilaxia sdo necessarias para ajudar a combater esta grave zoonose.

As vacinas comerciais atuais contra esta doenca s&o bacterinas
geralmente sorovar especificas sem a capacidade de indugcdo de memoria
imunoldgica, apresentando muita variabilidade na resposta imune induzida, e
consequentemente certas limitagdes para o uso. Diversos estudos tém avaliado a
acao das bacterinas na prevencdo cruzada contra a leptospirose, assim como
contra a colonizacao renal produzida por esta doenca. Recentemente, Favero et al.
(2018) avaliou a acdo de uma vacina comercial em bovinos que contém seis
sorovares patogénicos, concluindo que a mesma nao foi capaz de induzir
anticorpos especificos contra nenhum dos sorovares presentes nela. Outros
estudos que avaliaram bacterinas produzidas com sorovares ndo presentes em
vacinas comerciais, como 0s sorovares Manilae e Kennewicki, encontraram que as
mesmas conseguiam prevenir contra a morte por leptospirose, provendo certo grau
de protecdo cruzada entre sorovares do mesmo sorogrupo, mas sem inibicdo da
colonizacdo renal (DIB et al., 2014; MURRAY et al., 2018).

Outro problema relacionado as bacterinas é a pouca durabilidade da
resposta imune humoral que estas geram, tornando necessaria a revacinacao
anual. Um estudo mostrou que duas vacinais comerciais compostas por seis e 0ito
sorovares patogénicos, respectivamente, promoveram um aumento da
imunogenicidade 60 dias apds a vacinacdo, sendo que a resposta no dia 120 pos
vacinacao alcancou niveis de anticorpos baixos, semelhantes aos da pré-vacinacéo
(MARTINS; OLIVEIRA; LILENBAUM, 2018).

Em vista das incertezas da vacinacdo com bacterinas, novas vacinas e
estratégias vacinais sdo requeridas para a prevencdo da leptospirose. Foi nessa
tentativa que surgiu o trabalho de Felix et al. (2009), que utilizou a vacinologia
reversa para identificar sete novos candidatos vacinais de Leptospira interrogans,
porém quando estes candidatos foram testados em ensaios de imunoprotecdo em
hamsters, ndo foram capazes de conferir imunidade protetora nem de prevenir

colonizacgéao renal.
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Outras proteinas tém sido avaliadas na busca de novos candidatos
vacinais eficazes contra esta doenca, como por exemplo, a proteina LipL32
(proteina mais abundante das leptospiras patogénicas e intermediarias) e outras
proteinas de membrana externa (HUMPHRYES et al.,, 2014; ADLER, 2015). Os
candidatos vacinais mais destacados e promissores até 0 momento tém sido as
lipoproteinas Ligs: LigA e LigB.

No Quadro 6, encontram-se resumidos os desenhos experimentais e
resultados dos trabalhos mais relevantes testando estas proteinas. Podem ser
observadas a variedade de formulacfes, as estratégias e os tipos de vacinas que
tém sido testadas tendo as proteinas Ligs como antigeno principal, assim como a
variedade de resultados obtidos. Como pontos em comum dentre estes trabalhos
podem ser ressaltadas as técnicas de avaliagdo utilizadas muito similares. A
grande maioria dos trabalhos fez uso do ELISA para avaliar resposta imunoldgica,
cultura e/ou gPCR para avaliar a colonizacdo renal. Cabe destacar que os
trabalhos de Conrad et al. (2017) e Oliveira et al. (2019) foram os Unicos que até o
momento conseguiram mostrar auséncia de leptospiras nos rins, por gPCR, de

animais vacinados com as proteinas LigB e LigA, respectivamente.
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Quadro 6 — Estudos mais relevantes utilizando as proteinas Ligs de leptospiras patogénicas como
candidatos vacinais, ordenados cronologicamente.

An_t_|gen0 Do;e do Adjuvante Tecmc_as para Conclusdes Referéncia
utilizado antigeno avaliacéo
LigANI Adjuvante 1) ELISA Iig(ff’/tl Ip(;gtrgggg c607r-1tra a
. ’ 10-80 2) Cultura L . (SILVA et al.,
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. ug 3)Andlise ~ . ~ 2007)
LigBNI. Freund : - ndo conferiram protecdo
histopatologica
contra a morte.
1) ELISA Dominios 11 e 12 de
2) MAT : ~ .
LigA _ 3)Andlise LigA séo necessarios
- Adjuvante ’ - para conferir 100% (COUTINHO
(diferentes 100 ug histopatoldgica ~
g de Freund . protegdo contra a morte. | etal., 2011)
dominios) 4) Perfil renal = : )
bioguimi N&o houve imunidade
1oquimico. esterilzante
5) gPCR '
ri]ré)rfkljl::rfade 20 ug de Formula¢des com LigAC
externa ca dag Hidroxido conferiram 100% de
. .. | de Aluminio | 1) ELISA protecéo; (MONARIS et
(OMP) mais proteina; . .
; e 2) Cultura Adjuvante flagelina al., 2015)
LigAC 50 ug de , . AN
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(nucleotideos | LigAC renal em 72%
1891-3675) '
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Fonte: SANCHEZ, 2019.
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Ensaios prévios mostraram que a proteina LigAC foi eficaz na prevencéo
da morte por leptospirose (MONARIS et al., 2015), por isso resolveu-se usar esta
proteina nas formulacbes vacinais testadas neste trabalho. A segunda proteina
incluida neste estudo foi a proteina LcpA, caracterizada por BARBOSA et al.
(2010), proteina presente e conservada nas espécies patogénicas de leptospiras;
diferente de LIgAC gque s6 se encontra em duas espécies patogénicas. Além de
testar estas proteinas e com a finalidade de torna-las mais imunogénicas, as
mesmas foram fusionadas ao dominio ZZ da proteina A de S. aureus e ao dominio
R da toxina diftérica (DTR), dominios que aumentariam a capacidade de captura e
apresentacao antigénica, melhorando assim a resposta imune as vacinas por parte
do hospedeiro. Além disso, as proteinas fusionadas foram testadas nos desafios na
presenca de trés adjuvantes, também para aumentar a imunogenicidade.

Foram realizados quatro ensaios de imunoprote¢cdo. O primeiro ensaio
visou a avaliar a acao das proteinas LIgAC e LcpA, fusionadas e nao fusionadas
aos dominios, tanto separadas (uma proteina por vacina) ou juntas (as duas
proteinas na mesma vacina). O segundo ensaio focou na ac¢do da proteina LcpA
fusionada e seu possivel potencial na protecdo heteréloga contra a leptospirose. O
terceiro ensaio focou em trés pontos, o primeiro foi a dose do antigeno da proteina
LigAC, o segundo foi na acdo da proteina LcpA fusionada sem adjuvantes, e o
terceiro foi na acdo da combinacdo das proteinas fusionadas — ZZ-LigAC-DTR +
ZZ-LcpA-DTR. O quarto ensaio foi a repeticdo do terceiro, ja que este Gltimo néo
conseguiu ser validado por ter apresentado baixa mortalidade no grupo controle.

Os resultados de sobrevivéncia mostraram-se incongruentes entre os
desafios realizados. Segundo a CFR 113.101 (U.S. GOVERNMENT PUBLISHING
OFFICE, 2012), uma vacina € considerada aprovada se a taxa de mortalidade no
grupo controle, apés o desafio com estirpes virulentas contendo 10 a 10.000 X
DL50, for igual ou maior que 80%. No primeiro e segundo ensaio essa norma
cumpriu-se, uma vez que de 80-90% dos animais pertencentes aos grupos
controles morreram apds o desafio com ~1000 X DL50 das estirpes bacterianas
virulentas. No terceiro e quarto ensaio o efeito foi outro, visto que de 60-80% dos
animais do grupo controle sobreviveram ap6s o desafio com a estirpe virulenta L1-
130, estirpe previamente testada no primeiro ensaio. Inicialmente, atribuiu-se o
fracasso da mortalidade do grupo controle PBS do terceiro desafio ao fato de ter

desafiado os animais com uma cultura de leptospiras diluidas 1:2. Esta diluicdo
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ocorreu em funcdo do calculo da DL50 e da concentracdo de leptospiras das
culturas (dados ndo mostrados). Ja que os valores de DL50 das culturas utilizadas
nos ensaios foram muito proximos, foi utilizado o mesmo numero de leptospiras
dos experimentos anteriores (2x10° leptospiras/dose). Assim, houve a necessidade
de diluir a cultura utilizada que estava mais concentrada, o que pode ter resultado
em menor viruléncia. No quarto ensaio, o desafio foi feito com a cultura néao diluida,
porém o grupo controle PBS tampouco conseguiu atingir a taxa de mortalidade de
80%. Por consequéncia, podemos concluir que outros fatores, além da viruléncia
das estirpes de leptospira, estdo influenciando a apresentacédo da doenca no
modelo animal hamster.

As hipoteses levantadas incluem as condicdes ambientais particulares
deste trabalho, ja que além de n&o contar com um biotério climatizado para garantir
uma temperatura padrao em todos os desafios, a partir do terceiro desafio utilizou-
se um biotério diferente do utilizado nos desafios anteriores. Outra hipotese
levantada é a perda da susceptibilidade da linhagem de hamsters trabalhada como
modelo animal de leptospirose; sugerindo que mesmo que 0s animais adoecam
ap6s o desafio (critérios endpoint apresentados), eles ndo morrem devido ao
desenvolvimento de algum tipo de resisténcia a mortalidade. Estudos futuros com
outras linhagens de hamsters ou outro modelo animal, como gerbils ou cobaias,
ajudaréo a esclarecer melhor esta questao.

A respeito dos resultados obtidos nos dois primeiros ensaios, concluiu-se
gue as formulagcbes vacinais que continham a proteina LIgAC fusionada ou ndo
fusionada conferiram protecdo contra a morte por leptospirose em 100% dos
animais. Este resultado esta de acordo com outros trabalhos que avaliaram a
porcdo C-terminal da proteina LigA como candidato vacinal (Quadro 6). Por outro
lado, na avaliacdo da colonizagcdo renal observou-se que nenhuma das
construcbes vacinais foi capaz de conferir imunidade esterilizante; dado
discordante com o de Oliveira et al. (2019), cuja quimera com LigA (dominio 11-13),
LipL32 e LemA preveniu a colonizagéo renal. Cabe destacar que a diferenca entre
as composi¢cdes dessas vacinas nao permite uma comparacgao objetiva entre o0s
dados gerados por elas.

Na avaliacdo da proteina LcpA os resultados foram diferentes dos obtidos
com a proteina LigAC. No primeiro ensaio, houve uma diferenca significativa entre

a protecao por LcpA e por LcpA fusionada, sendo que a primeira conferiu protecéo
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contra a morte em apenas 60% dos animais, e a segunda conferiu 100% de
protecdo. No desafio heterélogo (segundo desafio), a proteina LcpA fusionada
conferiu protecdo heterdloga parcial. Esta ultima informacgéo é bastante importante,
dado que até o momento ndo existe relato de protecdo heterdloga contra a
leptospirose, conferida por uma vacina recombinante. Na avaliacdo do estado de
portador renal nos grupos imunizados com LcpA, todos 0s animais vacinados foram
positivos para colonizacao renal. Cabe ressaltar que no primeiro desafio a carga
bacteriana nos rins dos animais vacinados com LcpA e fusdo foi menor do que 103
equivalentes genbmicos por grama de tecido, muito menor do que no grupo
controle (108 EqG/ grama de tecido).

No primeiro ensaio foi determinada a acdo conjunta de trés adjuvantes: o
anti-MHC 1l, CpG-ODN e hidréxido de aluminio. O objetivo do uso dos adjuvantes
foi avaliar o aprimoramento da resposta imune por parte do hospedeiro no combate
contra a leptospirose, estimulando resposta imune (REED; ORR; FOX, 2013). Os
resultados do primeiro ensaio ndo foram encorajadores para prosseguir com 0 uso
do anti-MHC Il ou do CpG-ODN, ja que realizando uma comparacao com trabalhos
anteriores com a proteina LIgAC (dados ndo mostrados), ndo houve diferenca nem
na protegéo conferida pela vacina nem na colonizagéo renal apresentada. Contudo,
trabalhos recentes sugerem uma participacao potencial inversamente proporcional
da interleucina IL-10 e do IFN- y na colonizacdo renal. Por isso, novos adjuvantes
gue direcionem uma resposta Thl com producéo apropriada de IFN-y poderiam ser
testados em trabalhos futuros (VERNEL-PAUILLAC; WERTS, 2018).

Em muitos casos, um critério racional para a modulacao da resposta imune
contra leptospirose é dificil de ser alcancado, visto que ainda € pouco conhecido o
tipo de resposta protetora associada a doenca. Até o momento nao existe
informacéo publicada que defina correlatos de protecdo entre titulos de anticorpos
e protecdo contra a morte induzida por vacinas de subunidade. E conhecido que o
hamster, modelo animal da infec¢do, produz anticorpos IgM e IgG, com producéo
dos isotipos IgG1, IgG2 e IgG3, apesar de que nem todas as linhagens produzem
lgG3 (COE; SCHELL; ROSS, 1995). Tendo ciéncia destas informacdes, resolveu-
se avaliar a resposta imune humoral do tipo IgG e seus isotipos, induzida por
nossas formulac¢des vacinais.

A resposta imune aos isotipos IgGs esta associada com o tipo de antigeno

utilizado. Na literatura, relata-se que em humanos e em camundongos IgGl é
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induzido por proteinas solluveis e proteinas de membrana; enquanto que IgG2 é
induzido quase exclusivamente por polissacarideos capsulares; e IgG3 é
estimulado por infecgbes virais, sendo efetivos na indugcédo de funcdes efetoras,
apesentando-se como um potente anticorpo proé-inflamatério. Adicionalmente,
titulos altos de anticorpos IgG1 normalmente sdo acompanhados de niveis baixos
de 1gG3 (VIDARSSON; DEKKERS; RISPENS, 2014). No presente trabalho, o
objetivo de avaliar a resposta dos isotipos de IgG de caracterizar o tipo de resposta
Th induzida por nossas formulacbes vacinais, para tal a avaliacdo do IgG1l
corresponderia a uma resposta tipo Th2, a avaliagcao do IgG2/3 a uma resposta Thl
e de protecdo contra organismos intracelulares, e a avaliagdo de IgG3 a uma
resposta quase exclusiva Thl.

Os resultados dos ensaios de imunoprotecéo realizados sugeriram que néo
houve uma correlacdo clara entre niveis de anticorpos produzidos e protecdo
contra a morte e colonizagéo renal nos grupos vacinados. Esta falta de correlagéo
€ uma constante nos trabalhos que avaliam antigenos vacinais para a leptospirose
(Quadro 6). No primeiro ensaio os niveis de anticorpos IgG total tiveram um
aumento significativo para as proteinas LIgAC e LcpA, com excecdo do grupo
vacinado com ZZ-LcpA-DTR, grupo teve a carga bacteriana reduzida de 102 para
10° equivalentes gendmicos por grama de tecido renal. Na avaliacdo dos isotipos,
observou-se para LIgAC uma resposta predominante de IgG1 e IgG2, sem resposta
humoral por parte do isotipo IgG3; enquanto para LcpA sé foi estimulado o isotipo
lgG2/3, visto que o isotipo IgG3 néo foi estimulado concluiu-se que a resposta ao
isotipo 1gG2/3 dependia exclusivamente de anticorpos do tipo IgG2.

No segundo ensaio, os niveis de IgG total tiveram um aumento significativo
e constante em todos os grupos vacinados. Quando avaliando os isotipos,
determinou-se que os trés foram estimulados, quase na mesma medida, sem
mostrar uma diferenca significativa entre a proteina LcpA fusionada e sem fusdes.
Estes resultados sdo inesperados, pois a presenca dos dominios ZZ e DTR néo
estimulou um aumento no nivel de anticorpos nos animais imunizados. Dos
resultados apresentados pode ser sugerido que uma resposta humoral do tipo IgG1
para LcpA pode ser necessaria para evitar a colonizacao renal, sendo que nossas
formulacbes ndo foram capazes de induzir este tipo de resposta. Porém, os
resultados imunologicos sao dificeis de interpretar no modelo animal hamster, ja

que os mecanismos de resposta imune nestes animais sdo pouco conhecidos.
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Por outro lado, o terceiro e quarto ensaio ndao foram validados, mas foi
possivel a avaliacdo da resposta imune humoral para as formulacdes vacinais e 0
estado de portador renal nos animais sobreviventes apos o desafio. Os resultados
da resposta humoral para LIgAC nos ensaios nao foram tdo diferentes dos ensaios
validados, confirmando a imunogenicidade j& relatada desta proteina (Quadro 6).
Da mesma forma, a resposta aos isotipos para IgG1l e IgG2 foi semelhante a dos
outros ensaios. Os resultados da resposta humoral da LcpA no quarto ensaio
mostraram que entre a proteina ZZ-LcpA-DTR com e sem aluminio ndo houve
diferenca nos niveis de anticorpos IgG, resultado que € compativel com o trabalho
de Léonetti et al. (1998), onde a presenca ou auséncia do adjuvante na formulagéo
vacinal n&o interferiu na imunogenicidade da construcdo vacinal. A resposta aos
isotipos foi predominantemente contra IgG2, sugerindo mais uma vez uma resposta
imune do tipo Thl, a mesma que mostrou um aumento significativo para a proteina
ZZ-LcpA-DTR com aluminio e para o grupo vacinal ZZ-LigAC-DTR + ZZ-LcpA-DTR
guando comparado ao grupo controle PBS. Nas analises de colonizacao renal, os
unicos grupos que tiveram uma reducao significativa da colonizagdo renal foram os
grupos vacinados com ZZ-LcpA-DTR sem aluminio e com ZZ-LigAC-DTR + ZZ-
LcpA-DTR.
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6. CONCLUSOES

e As proteinas recombinantes LigAC, ZZ-LigAC-DTR, ZZ-DTR-LIigAC, LcpA e
ZZ-LcpA-DTR foram expressas e purificadas com eficiéncia, mantendo a

estrutura secundaria ordenada ap0s o processo de purificacao.

e Nao houve diferenca entre as formulacdes vacinais contendo os adjuvantes
Alum, CpG-ODN e o anticorpo monoclonal anti-MHC |l (clone 14.4.4S) e as

formulacdes vacinais contendo apenas o adjuvante Alum.

e As formulacbes vacinais contendo a proteina LigAC fusionada ou néo
fusionada aos dominios conferiram protecdo total contra morte por
leptospirose, porém ndo conferiram imunidade esterilizante (prevencédo da
colonizacdo renal), apesar dos altos titulos de anticorpos IgGl e IgG2

direcionados a esta proteina.

e As formulagBes vacinais contendo a proteina LcpA fusionada aos dominios
conferiram protecdo total dos animais no desafio homologo e protecéo
parcial no desafio heter6logo, com estimulo de producdo de anticorpos
guase exclusiva para o isotipo IgG2. Dado preliminar de protecao heteréloga
ressalta um potencial papel da LcpA como antigeno para uma vacina

universal.

e As formulacdes vacinais contendo a proteina LcpA fusionada aos dominios
nao preveniram a colonizacdo renal pelas leptospiras, mas a formulacéo
vacinal ZZ-LcpA-DTR mais Alum diminuiu significativamente a carga

bacteriana de leptospiras nos rins dos animais infectados.

e Sugere-se testar como composi¢ao vacinal uma formulacdo contendo as
proteinas LIgQAC (mais antigénica e presente em apenas duas espécies
patogénicas) e LcpA (menos antigénica, porém presente em pelo menos 10

espécies patogénicas), fusionadas aos dominios ZZ e DTR, mais a presenca
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de um “novo” adjuvante; tendo como objetivo atingir imunidade esterilizante

nos animais avaliados.

Estudos mais aprofundados precisam ser realizados com o propdsito de
entender o papel da resposta imune humoral IgG e isotipos, na protecéo

contra a morte por leptospirose e na prevencéao da colonizacao renal.
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