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Resumo

Valiati, Fernanda Endler. Desenvolvimento de vacina recombinante contra
leptospirose: caracterizacdo dos antigenos LIC20087 e LIC11207. 2013. Trabalho de
Concluséo de Curso — Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas.

A leptospirose é uma zoonose emergente causada pela infec¢do por espiroquetas do
género Leptospira spp.. Distribuida mundialmente, a leptospirose € mais frequente em
areas tropicais e sub-tropicais, onde as condicbes ambientais e soécio-econémicas
favorecem sua transmissdo. Os seres humanos comumente se infectam através do
contato direto ou indireto com a urina de animais infectados. As vacinas disponiveis
atualmente séo as bacterinas, que apresentam resposta imune de curto prazo, diversos
efeitos colaterais e séo protetoras apenas contra 0s sorovares incluidos na preparacao
da vacina. Embora vacinas recombinantes contra leptospirose virem sendo avaliadas,
ainda representam um grande desafio. Neste estudo, duas novas proteinas
recombinantes de Leptospira foram obtidas. Uma delas foi testada no modelo de
leptospirose aguda em hamster para avaliar vacinas experimentais. A analise in silico do
genoma de L. interrogans sorogrupo Icterohaemorrhagie sorovar Copenhageni cepa
FIOCRUZ L1-130 foi realizada para identificar genes alvo potenciais para o
desenvolvimento de vacinas de subunidade. Dois genes foram selecionados para
expressdo de proteinas recombinantes em sistema de expressdo heteréloga em
Escherichia coli: a lic11207 e a lic20087, que codificam para provaveis lipoproteina e
proteina de membrana externa, respectivamente. Os genes foram amplificados a partir
do DNA gendmico de L. borgpeterseni sorogrupo Ballum cepa 4E. Os procedimentos de
clonagem resultaram nos vetores recombinantes pAE/lic20087 e pAE/lic11207. As
proteinas recombinantes foram expressas em E. coli BL21 (DE3) Star e purificadas por
cromatografia de afinidade. Ambas fora visualizadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio e por western blot com anti-6xHis revelaram
rLIC20087 e rLIC11207 com 34 kDa e 37,6 kDa, respectivamente. Posteriormente, a
proteina rLIC11207 foi utilizada na imunizacdo de hamsters que foram
subsequentemente desafiados com dose letal de L. borgpeterseni 4E. A resposta imune
humoral induzida pela proteina foi avaliada por ensaio imunoenzimatico e demonstrou
gue todos os grupos inoculados com rLIC11207 produziram anticorpos anti-rLIC11207. A
proteina rLIC11207 mostrou-se antigénica e imunogénica, tornando promissora sua
utilizacdo como vacina contra leptospirose.

Palavras-chave: leptospirose; lic11207; lic20087; vacina recombinante.



Abstract

Valiati, Fernanda Endler. Desenvolvimento de vacina recombinante contra
leptospirose: caracterizacdo dos antigenos LIC20087 e LIC11207. 2013. Trabalho de
Concluséo de Curso — Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas.

Leptospirosis is an emerging zoonotic disease caused by spirochetes from the genus
Leptospira spp.. Found worldwide, leptospirosis is more common in tropical and
sub-tropical areas where environmental and socioeconomic conditions favor its
transmission. Humans most commonly become infected through direct or indirect contact
with the urine from infected animals. Vaccines currently available are bacterins, which
provide short-term immune response, several side effects and are protective only against
the serovars included in the vaccine preparation. Thus, recombinant vaccine against
leptospirosis has been assessed, but still represents a major challenge. In this study, two
new recombinant leptospiral proteins were produced for future use as vaccine candidates.
In silico analysis on L. interrogans Icterohaemorrhagie Copenhageni L1-130 genome was
conducted to identify potential gene targets for the development of subunit vaccines and
two genes were selected for recombinant protein expression in Escherichia coli (E. coli)
heterologous expression system: lic11207 and lic20087, encoding a lipoprotein and an
outer membrane protein (OMP), respectively. The cloning procedures resulted in
pAE/lic20087 and pAE/lic11207 recombinant vectors and recombinant proteins were
visualized in sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis and western blot
with anti-6xHis antibody revealed rLIC20087 and rLIC11207 with 34 kDa and 37,6 kDa,
respectively. Subsequently, rLIC11207 protein was used to immunize hamsters to obtain
hyperimmune serum anti-rLIC11207 and the animals were subjected to challenge test,
which were assessed by enzyme immunoassay. The induced antibody responses
demonstrated that all groups inoculated with rLIC11207 antibodies produced rLIC11207.
The rLIC11207 was antigenic and immunogenic, making it a promising vaccine candidate
against leptospirosis.

Keywords: leptospirosis; lic11207; lic20087; recombinant vaccine.
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1. INTRODUCAO

A leptospirose é uma doenca infecciosa negligenciada que tem emergido nos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, apresentando distribuicdo mundial
(HARTSKEERL, COLLARES-PERREIRA & ELLIS, 2011). Tem sido identificada nos
altimos anos como um problema global de saude publica, pois aumenta as taxas de
mortalidade e de morbidade (BHARTI et al., 2003). E uma zoonose cosmopolita causada
por espiroguetas patogénicas do género Leptospira e encontrada mais comumente em
areas tropicais e sub-tropicais, onde as condicbes ambientais e sécio-econémicas
favorecem a sua transmissdo (GANOZA et al., 2010).

Nos paises desenvolvidos a leptospirose € considerada uma patologia
ocupacional, enquanto que nos paises em desenvolvimento esta relacionada com a
caréncia de estrutura sanitaria basica (REIS et al., 2008). A ineficacia ou inexisténcia de
rede de esgoto e drenagem de aguas pluviais e a coleta de lixo inadequada sao
condicBes favoraveis a endemicidade e a ocorréncia de epidemias (REIS et al., 2008;
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2004). Estima-se a ocorréncia de cerca de
500.000 casos de leptospirose por ano em todo o mundo (WHO, 2003).

No Brasil, a doenca apresenta-se de forma endémica, sendo notificados cerca de
10.000 casos de leptospirose humana anualmente, com taxa de mortalidade em torno de
10% (MINISTERIO DA SAUDE, 2012). Além disso, os dados encontrados s&o
subestimados devido a néo identificagdo da forma febril na fase inicial da doenca
(BHARTI et al., 2003). Ela torna-se epidémica em periodos chuvosos, principalmente nas
capitais e areas metropolitanas, devido as enchentes associadas a aglomeracao
populacional de baixa renda, as condi¢cbes inadequadas de saneamento e a alta
infestacdo de roedores infectados (PLANK & DEAN, 2000).

A prevaléncia dos diferentes sorovares dentro de uma populacdo humana
depende dos animais reservatorios presentes e 0s sorovares que eles carregam, bem
como as condi¢cbes ambientais locais, a ocupacao e as praticas agropecuarias (BHARTI
et al., 2003). A transmisséo da leptospirose em humanos e animais domeésticos ocorre
incidentalmente pela exposicdo a agua ou solo contaminados pela urina de animais
infectados ou por contato direto com esses animais (KOIZUMI et al., 2012). Quando

disseminada dentro do hospedeiro a Leptospira patogénica pode causar desde sintomas
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como febre até manifestacfes mais severas, podendo levar a morte (LOURDAULT et al.,
2011).

Devido as perdas econdmicas causadas pela doenca e 0s prejuizos em termos de
salude publica se faz necesséario o uso de vacinas em humanos e animais (FRAGA,
BARBOSA, & ISAAC, 2011). Atualmente, as vacinas disponiveis sao constituidas de
células inteiras inativadas, chamadas bacterinas, ou preparados da membrana de
Leptospiras patogénicas, as quais induzem reacdes adversas, imunidade pouco
duradoura e sorovar especifica, ndo protegendo contra os diferentes sorovares que
podem causar a leptospirose (ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Deste modo,
o desenvolvimento de novas estratégias para a prevencdo da leptospirose €
indispensavel (FRAGA, BARBOSA & ISAAC, 2011).

Diante dessa limitacdo, o desenvolvimento de uma vacina multi-sorovar, que gere
protecdo cruzada contra os diferentes sorovares de Leptospira, ainda representa um
grande desafio (MCBRIDE et al., 2005). Proteinas de membrana externa sdo apontadas
como potenciais alvos vacinais, devido a sua localizacédo na superficie da célula e a sua
participacdo na interacdo com o hospedeiro (HAAKE & MATSUNAGA, 2011).

Nesse estudo realizamos a clonagem dos genes, expressao e purificacdo de duas
novas proteinas de Leptospira patogénica, LIC20087 e LIC11207, com possivel
localizacdo na superficie. A proteina rLIC11027 foi avaliada quanto a sua antigenicidade

e imunogenicidade através de teste no modelo animal hamster.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Agente etiologico

2.1.1 Classificacdo e composi¢cao genémica

As leptospiras sdo bactérias pertencentes a ordem Spirochaetales, a familia
Leptospiraceae e ao género Leptospira (BHARTI et al., 2003). Esse género inclui
espécies patogénicas e saprofitas, totalizando 20 espécies (KO, GOARANT, &
PICARDEAU, 2009). Treze delas sdo consideradas patogénicas e podem ser
classificadas em mais de 260 sorovares, sendo elas L. alexanderi, L. alstonii, L.
borgpetersenii, L. inadai, L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L.
santarosai, L. terpstrae, L. weilii e L. wolffii. Ja as saprofitas contém mais de 60 sorovares
e incluem as espécies L. biflexa, L. meyeri, L. yanagawae, L. kmetyi, L. vanthielii e L.
wolbachii (ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; CERQUEIRA & PICARDEAU,
2009).

Essa classificacdo soroldgica € determinada, principalmente, pela diversidade
estrutural e antigénica dos carboidratos componentes do lipopolissacarideo (LPS)
presente na sua membrana externa (BHARTI et al.,, 2003; LEVETT, 2001). Por
conveniéncia, 0s sorovares relacionados antigenicamente foram organizados em
sorogrupos, sendo que as leptospiras patogénicas estao distribuidas em 23 sorogrupos
(GOMES, 2013).

O genoma das leptospiras € composto de dois cromossomos circulares, Cl e CII.
Este Ultimo contém um gene asd que codifica a enzima aspartato-beta-semi
aldeido-desidrogenase, essencial na biossintese de aminoacidos e parede celular, sendo
gualificado como pequeno cromossomo (GOMES, 2013; NASCIMENTO et al., 2004;
PICARDEAU et al., 2008; MCBRIDE et al., 2005). Duas espécies patogénicas e uma
saprofita, quando comparados 0s seus genomas, identificaram a presenca de 2.052
genes compartilhados, identificando o core do genoma leptospiral. Mais de 50% dos
genes de Leptospira séo de funcdo desconhecida, sugerindo a presenca de fatores de
viruléncia e mecanismos de patogenicidade Unicos (ADLER & DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010).
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2.1.2 Biologia Celular

Leptospiras sdo espiroguetas pertencentes ao género Leptospira, familia
Leptospiraceae, ordem Spirochaetales (PLANK & DEAN, 2000). Elas apresentam
formato helicoidal, geralmente com 6 a 20 um de comprimento e 0,1 a 0,2 um de
diametro. S&o espiraladas, apresentam suas extremidades em forma de gancho, e séao
moveis devido a presenca de dois flagelos periplasméticos, que se encontram um em
cada polo da célula e se estendem no espaco entre a membrana interna e a membrana
externa (BHARTI et al., 2003; EVANGELISTA & COBURN, 2011; KO et al., 2009). Séo
bactérias aerdbicas estritas, quimiorganotroficas, catalase positivas e oxidases
negativas. Possuem como caracteristica serem capazes de utilizar os acidos graxos de
cadeia longa como Unica fonte de carbono e energia, porém sdo incapazes de
metabolizar os acucares e ndo necessitam de aminoacidos para o seu crescimento in
vitro (ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; KO et al., 2009).

As leptospiras compartilham caracteristicas tanto de bactérias Gram-negativas
como de Gram-positivas. A estrutura de membrana dupla e a presenga de LPS agregam
caracteristicas de bactérias Gram-negativas, enquanto que a camada de peptideoglicano
ancorada a membrana citoplasmatica interna é reminiscente de bactérias Gram-positivas
(EVANGELISTA & COBURN, 2011). Ancorado na membrana externa, o LPS, constitui o
principal antigeno e o principal componente de superficie (HAAKE, 2000).

2.1.3 Cultivo in vitro

As leptospiras apresentam temperatura otima de crescimento in vitro em torno de
26 a 30 °C e multiplicam-se melhor em pH entre 7,2 e 7,4. O tempo de geragéo para 0s
sorovares patogénicos é de 8 a 12 horas em meio liquido (GOMES, 2013). Crescem em
meio simples enriquecido com vitaminas, acidos graxos de cadeia longa e sais de aménio.
Normalmente, o] meio utilizado, disponivel comercialmente, é 0
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH), baseado em acido oleico, albumina
sérica bovina e polisorbato 80, geralmente suplementado com soro de coelho ou
suplementos comerciais (EVANGELISTA & COBURN, 2011; LEVETT, 2001).

Os meios tornam-se seletivos pela adigdo de varios antimicrobianos, sendo os
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mais comuns 5-fluoruracil e sulfado de neomicina (ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA,
2010). Para avaliar o crescimento e verificar a presenca de contaminantes no cultivo,

utiliza-se o microscépio de campo escuro (GOMES, 2013).

2.2 Reservatorios

Os animais acometidos pela leptospirose podem ser passiveis a duas
modalidades, portadores convalescentes e os portadores assintométicos. Os animais
sinantropicos, domésticos e selvagens sdo 0s reservatorios essenciais para a
persisténcia dos focos da infeccdo, tendo em vista a longa duracdo desta condicao
(meses ou anos) e a ampla facilidade de deslocamento atribuida a estes animais
(OLIVEIRA, LOURDES & SIMOES, 2013).

Roedores séo portadores assintomaticos da doenca e também o0s principais
carreadores da espirogueta, porém, esse carater de portador cronico ja foi reportado em
quase todos os mamiferos. Entretanto, os seres humanos sdo considerados hospedeiros
acidentais dentro da cadeia de transmissao, sendo pouco eficiente na transmissao da
doenca (ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

As principais espécies de roedores sinantrOpicos portadores sdo Rattus
norvegicus (ratazana ou rato de esgoto), Rattus rattus (rato de telhado ou rato preto) e
Mus musculus (camundongo). Ao se infectarem, ndo desenvolvem a doenca e tornam-se
portadores, albergando a Leptospira nos rins, eliminando-a viva no meio ambiente e
contaminando, dessa forma, agua, solo e alimentos (KO et al., 2009; WHO, 2003). O R.
norvegicus € o principal portador do sorovar Icterohaemorraghiae, um dos mais
patogénicos para o homem. Outros reservatorios de importancia sao: caninos, suinos,
bovinos, equinos, ovinos e caprinos, porém, estes podem manifestar a doenca

(MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Pelo fato de todos os mamiferos serem susceptiveis a infecccéo e poderem atuar
como fonte de infeccdo, é importante conhecer os sorovares prevalentes em uma
populacdo e os hospedeiros que permitem a manuten¢ao do ciclo da doenga em cada
regido para um maior entendimento epidemiolégico da doenca. A prevaléncia de

diferentes sorovares de Leptospira dentro de uma populacdo depende dos reservatérios
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animais presentes nessa regido e dos sorovares que eles albergam (MINISTERIO DA
SAUDE, 2012; OLIVEIRA et al., 2013).

2.3 Ciclo de transmissao

A transmissdo da leptospirose ocorre, incidentalmente, de forma indireta, pela
exposi¢do a agua ou solo contaminados pela urina de animais infectados ou por contato
direto com tecidos e Orgdos desses animais (KOIZUMI et al., 2012). O ciclo de
transmissao da leptospirose envolve, portanto, um animal reservatério do patégeno, uma
fonte de infeccdo e um hospedeiro suscetivel (ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA,
2010).

7

A infeccdo € comum em roedores, animais silvestres e animais domesticos,
acometendo mais de 160 mamiferos no mundo (OLIVEIRA et al., 2013) e esta associada
diretamente a fatores ambientais que favorecem o contato destes com as excretas dos
reservatérios (HOTEZ et al., 2008). No caso da infeccdo humana, as taxas de incidéncia
sao subestimadas e dependem de fatores como as condi¢des socioecondmicas, a regiao
e o clima onde as pessoas vivem (BHARTI et al., 2003; VINETZ, 2001).

A entrada do microrganismo no hospedeiro ocorre através da pele com presenca
de microlesdes, da pele integra imersa por longos periodos em agua contaminada ou
atraves de mucosas (orofaringea, nasal, ocular e genital) (HARTSKEERL,
COLLARES-PEREIRA & ELLIS, 2011). O contato com agua ou lama contaminadas
demonstra a importancia do elo hidrico na transmisséo da doenca ao homem (BHARTI et
al., 2003). Outras modalidades de transmissao possiveis, como pelo contato com sangue,
tecidos e 6rgdos de animais contaminados, por ingestdo de agua ou alimentos
contaminados, acidental em laboratério ou por via transplacentaria sdo relatadas, porém,
com muito pouca frequéncia. A transmissdo entre humanos € muito rara e de pouca
relevancia epidemioldgica, podendo ocorrer pelo contato com urina, sangue, secrecoes e
tecidos de pessoas infectadas (WHO, 2003).

O periodo de transmissibilidade pode durar meses, anos ou a vida toda, de acordo
com a espécie animal e o sorovar envolvido, onde 0s animais infectados eliminam a

Leptospira através da urina (KO et al., 2009). A suscetibilidade no homem é geral e a
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imunidade adquirida pés-infeccdo € sorovar-especifica, podendo um mesmo individuo
apresentar a doenca mais de uma vez se o0 agente causal de cada episodio pertencer a
um sorovar diferente do anterior. O periodo de incubacao varia de 1 a 30 dias, sendo em
média entre 5 e 14 dias (LEVETT, 2001; MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

2.4 Patogénese

Apés a entrada no hospedeiro, as leptospiras patogénicas multiplicam-se e
disseminam-se rapidamente para os 6rgaos-alvo, como rins, pulmdes e figado através da
via hematdgena e da sua capacidade de translocacédo celular (BAROCCHI et al., 2002;
FAINE et al., 1999; KO et al., 2009). O local de preferéncia para colonizagdo das
leptospiras € o lumen dos tabulos renais, local onde a concentracé@o de anticorpos é baixa,
atuando como estratégia para a evasao do sistema imune (HARTSKEERL et al., 2011;
MCBRIDE et al., 2005). Proteinas de membrana externa com afinidade por componentes
da matriz extracelular do hospedeiro também sdo importantes na invasdo e na
disseminacgdo da bactéria no organismo (CULLEN et al., 2005; HAAKE & MATSUNAGA,
2011).

As leptospiras apresentam mais de 80 genes envolvidos em motilidade e
guimiotaxia, mecanismos fundamentais para a patogénese. A quimiotaxia parece ter um
importante papel na patogenicidade devido ao comportamento de motilidade em resposta
a hemoglobina (KO et al., 2009; YURI et al., 1993). Sua capacidade de deslocamento e a
localizac&o interna do flagelo periplasmatico, previnem a imobilizacdo da bactéria por
parte dos anticorpos anti-flagelares, além de permitir protecao contra variacdes extremas
de condi¢cdes externas, como diferentes concentragdes salinas e pH (CHARON &
GOLDSTEIN, 2002; GOLDSTEIN & CHARON, 1988).

Acredita-se que a patogénese da leptospirose esteja relacionada com a resposta
imune do hospedeiro para componentes de membrana, como os lipopolissacarideos, os
peptideoglicanos e as lipoproteinas (CULLEN et al., 2005; FRAGA et al., 2013). Estudos
realizados com leptospiras mutantes apresentando interrupcdo de proteinas
pertencentes a biossintese do LPS, resultaram em atenuacdo da viruléncia, ou seja,

perda da capacidade de causar doenca em modelo animal suscetivel, demonstrando que
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0os LPS tem um papel importante na patogénese dessas bactérias (LAMBERT et al.,
2012; LIAO et al., 2009; MURRAY et al., 2009). Estes atuam ativando os receptores do
tipo Toll (TLR), sendo relatada a ativacdo do TLR2 em células humanas e TLR2 e TLR4
em células de camundongos (WERTS et al., 2001; YANG et al., 2006).

Os peptidoglicanos oferecem firmeza, flexibilidade e forga que s&o indispensaveis
para a divisdo celular e o crescimento bacteriano, além de atuarem na capacidade de
suportar a pressao osmotica interna alta. Eles atuam induzindo a liberacéo de fator alfa
de necrose tumoral (TNF-a) de mondcitos através de um mecanismo independente dos
efeitos endotoxicos (BHATTACHARJEE et al.,, 2013; CINCO et al.,, 1996). J4 as
lipoproteinas sdo componentes fundamentais das membranas de eubactérias, e podem
estar implicadas na lesdo endotelial, com provavel atividade de hemolisinas (HAAKE,
2000; LEE et al., 2000; MERI, MURGIA, STEFANEL, MERI & CINCO, 2005). A hemolise
apresenta vantagens para a bactéria, disponibilizando ferro e &cidos graxos que séo
essenciais para o seu crescimento (LOUVEL et al.,, 2006). Proteinas de membrana
externa (OMP) e glicoproteinas também estéo envolvidas no estimulo da resposta celular
(DIAMENT et al., 2002; H.L. YANG et al., 2006).

Outro mecanismo que pode ser relatado é o de adesdo. Estudos mostram uma
correlacdo entre adesédo e viruléncia, quando comparadas leptospiras atenuadas com
virulentas, estas Ultimas aderem em maior nimero a fibronectina, coldgeno e laminina
(BREINER et al., 2009; DOLHNIKOFF et al., 2007). Algumas proteinas relacionadas a
adesdo ja foram descritas como, por exemplo, as chamadas Ligs (MATSUNAGA et al.,
2003). A expressdo de LigA e LigB é aumentada quando as espécies patogénicas de
leptospiras sdo expostas as concentracdes de cloreto de sédio semelhantes aquelas
encontradas no tecido dos hospedeiros, indicando um importante papel na patogénese
da leptospirose e estando possivelmente envolvidas na colonizacao dos tecidos servindo
como adesinas (CHOY et al., 2007; MATSUNAGA et al., 2005).

2.5 Manifestacdes clinicas

A apresentacao clinica da doenca é bifasica, caracterizada por uma fase aguda ou

septicémica na primeira semana da infec¢do, seguida pela fase imune, caracterizada
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pela disseminacao das bactérias para os 6rgdos-alvo, producéo de anticorpos e excre¢ao
das leptospiras na urina (KO et al., 2009; LEVETT, 2001). Os sintomas podem variar
desde formas subclinicas ou leves até formas mais graves ou fatais com complicacdes
multissistémicas (GANCHEVA, 2013). Essas manifestacées dependem de fatores como

a dose infectante, a imunidade do hospedeiro e o sorovar em questédo (LEVETT, 2001).

Inicialmente, os sintomas sao pouco especificos e apresentam pouca variagdo
clinica, tendo aspecto semelhante na maioria dos pacientes. Estes caracterizam-se por
febre, mialgia, calafrios e cefaleia. A medida que o curso clinico progride, pode evoluir
para um quadro de disfuncdo renal, fenbmenos hemorragicos e alteracdes
hemodinamicas, pulmonares, cardiacas e de consciéncia, com taxas de letalidade entre
10% e 40%, sendo a hemorragia pulmonar a manifestacdo mais grave, e muitas vezes
letal, caracterizada por tosse, dispneia e hemoptise (MCBRIDE et al., 2005; RICALDI &
VINETZ, 2006; VINETZ, 2001; WHO, 2003).

Em animais de producao, a leptospirose pode resultar em disturbios reprodutivos
como a retencdo da placenta, os abortos e os natimortos; em alteracfes congénitas; ou
em infec¢cbes inaparentes capazes de leva-los a subfertilidade, causando perdas
produtivas e reprodutivas no animal, resultando em significativas perdas no setor
agropecuéario (ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; FAINE, 1999; LILENBAUM
& DOS SANTOS, 1995).

2.6 Imunidade e vacinas

O sistema imune inato constitui a primeira linha de defesa do hospedeiro,
desempenhando um papel crucial no reconhecimento precoce e na eliminacado de
bactérias do organismo. A ativacdo da via alternativa do sistema complemento é um dos
mecanismos mais importantes efetores durante as primeiras horas depois da infec¢éo
(BARBOSA et al., 2009; MERI et al., 2005). Uma ilustracéo clara deste fato € a observado
quando saprofitas L. biflexa sdo mortas dentro de alguns minutos na presencga de soro
humano normal in vitro. No entanto, as espécies patogénicas de Leptospira sdo capazes
de sobreviver e sdo mais resistentes a acéo do sistema de complemento, principalmente,
quando sao virulentas (FRAGA et al., 2011; MERI et al., 2005).
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O termo patogénicas refere-se a propriedades genotipicas dessas leptospiras que
podem ser expressos ou nao, enquanto que, 0 termo virulentas refere-se a
caracteristicas fenotipicas que caracterizam alteracdes patologicas que podem afetar o
hospedeiro (FRAGA et al., 2011). Por exemplo, as L. interrogans causam a doenca em
humanos quando expressam seus mecanismos de viruléncia, o que pode ser perdido em
uma extensdo varidvel em cultura, tornando-se assim relativamente nao virulentas,
entretanto, continuam classificadas como patogénicas. Por outro lado, as L. biflexa n&o
causam a doenca em nenhum hospedeiro conhecido, recebendo assim a classificacao
de saprdfitas. A propriedade de viruléncia pode ser restabelecida por meio de passagem
através de um sistema hospedeiro adequado (FAINE et al., 1999).

Como as leptospiras sdo patdgenos extracelulares, a resposta imune adquirida
depende da producdo de anticorpos e da ativacdo da via classica do sistema do
complemento (FRAGA et al., 2013). As leptospiras séo inicialmente detectadas pelo
sistema imune do hospedeiro através dos padrbes moleculares associados aos
patogenos (PAMPSs) e a maioria dos anticorpos especificos produzidos sdo contra os LPS
(FRAGA et al., 2011; MOGENSEN, 2009). Como consequéncia, a imunizacao passiva
com anticorpos anti-LPS monoclonais ou policlonais é capaz de conferir protecao contra
a doenca (JOST et al., 1986). Em muitos modelos experimentais, tornou-se evidente que
a fagocitose da Leptospira por neutréfilos e macrofagos so € eficaz se este patégeno é
opsonizado por IgG especifico. Além da opsonizacao, estes anticorpos podem aglutinar a
Leptospira e ativar a via classica do sistema do complemento. Opsoninas como iC3b
gerados apos a ativagcao do complemento também podem ser importantes para aumentar
a fagocitose (BANFI et al., 1982; CINCO et al., 2002; WANG, SULLIVAN, & MANDELL,
1984).

A imunidade humoral mediada ainda permanece pouco compreendida, mas €é de
extrema importancia para conferir protecdo contra a leptospirose em humanos, caes,
suinos, cobaias e hamsters (ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; FAINE et al.,
1999). Atualmente, as vacinas disponiveis sdo constituidas de células inteiras inativadas
ou preparados da membrana de leptospiras patogénicas, as quais induzem imunidade

sorovar especifica, ndo proporcionando protecao cruzada contra os diferentes sorovares
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que podem causar a doenca. Além disso, ndo geram resposta dependente de células T,
sendo necessérios refor¢cos anuais (DELLAGOSTIN et al., 2011; FAINE et al., 1999).
Essas vacinas também apresentam outras limitagdes como imunidade baixa e pouco
duradoura (6 a 12 meses) e reacOes adversas (DELLAGOSTIN et al., 2011; ZUERNER et
al., 2011)

Diante dessas limitagbes, o desenvolvimento de uma vacina multi-sorovar, que
gere protecao cruzada contra os diferentes sorovares de Leptospira ainda representa um
grande desafio (DELLAGOSTIN, 2011). Por isso diversos estudos tem focado no
desenvolvimento de vacinas recombinantes contra leptospirose e proteinas de
membrana externa sdo apontadas como potenciais alvos vacinais, devido a sua
localizac&o na superficie da célula e a sua participacdo na interacdo com o hospedeiro
(DELLAGOSTIN et al., 2011; HAAKE & MATSUNAGA, 2011).

A lipoproteina de membrana externa LipL32, a proteina mais abundante na
bactéria, ja foi apresentada ao sistema imune via diferentes tipos de vacinas, porém
todas as estratégias apresentaram baixa eficacia. As proteinas LipL41l e OmplLl
demonstraram protecdo parcial quando co-administradas em hamsters (HAAKE, et al.,
2000; GRASSMANN et al., 2012). O potencial imunoprotetor de formulacdes vacinais
com as proteinas Ligs combinadas a diferentes adjuvantes também ja foi avaliado,
apresentando os resultados mais promissores encontrados até entdo, e formulacdes
recombinantes de duas OMPs, LIC10494 e LIC12730, protegeram parcialmente
hamsters contra o desafio e melhoraram significativamente a sobrevivéncia nestes
animais quando imunizados. A maioria dos animais sobreviventes (80-100%) foram

positivos para a presenca de leptospira (DELLAGOSTIN, et al., 2011).

Vacinas de subunidade s&o um tipo de vacina recombinante que serve como uma
possivel alternativa para o controle da leptospirose, pois séo licenciadas pelos 6rgaos de
regulamentacdo competentes e tem o potencial de conferir protecdo sem o risco de
causar a doenca. Diversos antigenos leptospirais, até entdo considerados os mais
promissores para compor uma vacina como a LipL32, a LipL41, a LigA, a LigB e a Loa22,
ja foram testados através de diferentes estratégias e combinados com diferentes

adjuvantes, entretanto, nenhum destes antigenos conferiu protecdo total,
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estatisticamente significativa e esterilizante (DELLAGOSTIN et al., 2011; WANG et al.,
2007). Assim, novas estratégias para a obten¢do e producdo de antigenos, bem como
diferentes formas de apresentacdo desses antigenos ao sistema imune tem sido

exploradas.

2.7 Controle, diagnéstico e tratamento

O controle da doenca consiste basicamente na implementacédo de medidas como
investimentos no setor de saneamento basico com melhoria das condi¢cdes higiénico
sanitarias da populacao; controle de animais reservatérios com consequente interrupcao
da sua transmissédo; e educacdo ambiental (WHO, 2003). Além disso, estratégias que
utilizam vacinas compostas da célula inteira morta de leptospiras, chamadas de
bacterinas, sdo usadas na tentativa de reduzir a prevaléncia de animais soropositivos e
servem como uma importante medida preventiva (DELLAGOSTIN et al., 2011; FAINE et
al., 1999).

O diagndstico € baseado no histérico, contexto epidemiologico e exame fisico do
paciente e confirmado por exames laboratoriais complementares, através de testes
sorologicos, moleculares e bacteriolégicos devido as variadas e inespecificas formas de
apresentacao dos sintomas e a inexisténcia de lesdes patognomonicas (FAINE et al.,
1999; WHO, 2003). Os testes de diagnéstico podem ser diretos ou indiretos e destinados
a detectar anticorpos, DNA ou microrganismo em tecidos e fluidos corporais (GROOMS &
BOLIN, 2005). O teste sorolégico mais utilizado na rotina clinica e indicado como teste de
referéncia pela Organizacdo Mundial de Saude é o de reacao de soroaglutinacédo
microscopica (MAT) (WHO, 2003). A base diagnostica do MAT € formada pela reacao de
aglutinacéo entre os anticorpos presentes no soro dos pacientes e o antigeno-O dos LPS
de membrana de varios sorovares de Leptospira (MCBRIDE et al., 2005; OOTEMAN,
VAGO & KOURY, 2006;).

Outras técnicas mais comumente utilizadas no diagndéstico laboratorial podem ser
citadas: (I) o ELISA, que € baseado na interagdo antigeno/anticorpo geralmente utilizado
para detectar anticorpos da classe IgM; (Il) a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que

baseia-se na deteccdo e amplificacdo do DNA de Leptospira de diversos tecidos ou
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fluidos corpéreos; e (l1l) o isolamento da bactéria, que consiste no cultivo das leptospiras
em meios de cultura (BOMFIM, BARBOSA-STANCIOLI & KOURY, 2008; MCBRIDE et
al., 2007; OOTEMAN et al., 2006).

O tratamento preconizado da leptospirose € baseado na administracdo de
antibiéticos e outros medicamentos quando necessario diante de possiveis complicacdes
do quadro clinico (WHO, 2003). Os antibidticos utilizados s&o a penicilina, ampicilina,
amoxicilina, oxitetraciclina, doxiciclina e diidroestreptomicina, sendo este Ultimo o mais
recomendado por sua comprovada eficacia na protecdo de individuos expostos e pela
eliminacdo do estado portador (LEVETT, 2001). Leptospiras sdo sensiveis a um grande
espectro de antimicrobianos in vitro, porém, pouco se tem sido avaliado em triagens
clinicas in vivo (BHARTI et al., 2003; WHO, 2003).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Obter e caracterizar os antigenos vacinais, 1ic11207 e 1ic20087, para o

desenvolvimento de uma vacina recombinante.

3.2 Objetivos especificos

Selecionar sequéncias codificadoras para proteinas hipotéticas de Leptospira, a

partir da sequéncia depositada em banco de dados (GenBank);

Amplificar e clonar estes genes que codificam proteinas hipotéticas de Leptospira
patogénica;

Expressar no sistema de expresséo heteréloga em E. coli e purificar as proteinas

selecionadas;
Avaliar a imunogenicidade da preparacao vacinal em hamsters;

Testar a eficiéncia da preparacao vacinal selecionada em hamsters, através de
teste de desafio com cepa homdloga;
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4. METODOLOGIA

4.1 Cepas, condi¢cOes de cultivo e extracao de DNA

As cepas de Leptospira que foram utilizadas neste estudo foram L. interrogans
sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 e L. borgpetersenii sorovar Ballum cepa 4E.
As leptospiras foram crescidas em meio EMJH (Difco) enriquecido com 10% de
suplemento comercial (Difco) e mantidas a 29 °C. Foram realizados repiques semanais
de cada cultura, acompanhados de contagem de células bacterianas em camara de
PetroffHausser, sendo que 10® células de cada cepa foram centrifugadas e utilizadas
para extracdo de DNA gendmico utilizando o kit comercial illustraTM bacteria
genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare). A cepa E. coli utilizada para clonagem foi E.
coli TOP10 (Invitrogen) e expresséo foi E. coli BL21 Star DE3 (Invitrogen). Estas cepas
foram cultivadas a 37 °C em meio Luria-Bertani (LB) sob agitacdo de 200 rpm ou
acrescido de 1,5% de agar e, quando necessario, suplementado com 100 ug.mL-1 de

ampicilina.
4.2 Escolha das LICs e desenho dos primers

A partir da sequéncia gendmica de L. interrogans Copenhageni L1-130, disponivel
no banco de dados GenBank (NCBI) foram selecionadas 2 sequéncias codificadoras. As
sequéncias foram escolhidas a partir de informacdes sobre as proteinas correspondentes,
obtidas em analises no banco de dados UniProt Knowledge Base (UniProtKB), buscando
por requisitos desejaveis como hipotéticas proteinas de membrana externa expostas na
superficie ou provaveis lipoproteinas. Uma vez escolhidas as sequéncias, foram
desenhados primers com o auxilio do software Vector NTI 11 (Invitrogen). Cada primer
adicionou a uma extremidade da sequéncia alvo um sitio para enzima de restricdo que
permitiu a clonagem no vetor pAE de expressao em E. coli. Para isso foram utilizados os

seguintes primers para 0SS genes 1ic20087 e licl1207 Foward 5

CGGGATCCGAAAATCCTTCGTTCAGTT 3 e Reverse 5
GGGAAGCTTTTACTTAGAAGAAGTTTCCGAAAA 3 e Forward 5
CGGGATCCAATGAAGGAGGAAATGAAAAT 3 e Reverse 5

GGGAAGCTTTTAGTTACAAGCTCCCGAAGC 3’, respectivamente. Ambos os primers

possuem sitio para as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll.
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4.3 Andlise da presenca dos genes lic110207 e lic20087 em Leptospira spp.

A presenca dos genes lic11207 e 1ic20087 entre Leptospira foi analisada através
de PCR usando como molde o DNA genémico dos 18 sorovares seguintes: L. interrogans
sorovares Pomona, Canicola, Icterohaemorrhagiae, Autumnalis, Bataviae, Bratislava,
Djasiman, Hebdomadis e Muenchen; L. borgpetersenii sorovares Ballum, Castellonis,
Mini, Poi, Sejroe e Javanica; L. kirshneri sorovares Grippotyphosa e Cynopteri e L.
santarosai sorogrupo Pomona. Os primers e parametros utilizados foram os mesmos
descritos anteriormente para amplificacao inicial dos genes selecionados. A integridade
do DNA gendmico foi avaliada através da amplificacdo do gene 16S rDNA. Os produtos

de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%.

4.4 Amplificacdo e clonagem de lic11207 e lic20087 em vetor pAE

A amplificacdo das sequéncias alvos selecionadas foi realizada através da técnica
de PCR utilizando a enzima Taq DNA Polimerase (GoTaq Coloress Master Mix -
ProMega), num volume final de 25 ul de reacdo. As reagdes de PCR foram realizadas
usando 30 ciclos de desnaturacao (95 °C), anelamento (55 °C) e extenséo (72 °C). Os
produtos da reacao de PCR foram purificados com kit comercial illustraTM GFXTM PCR
DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), analisados e visualizados por
eletroforese em gel de agarose 1%. Em seguida o vetor de expressao em E. coli e 0
inserto resultante do produto do PCR foram digeridos com as enzimas de restricao
BamHI e Hindlll, a 37 °C durante 2 h. O produto de cada digestao foi purificado com o
mesmo kit comercial citado acima. A reacao de ligacdo do inserto ao vetor pAE foi
realizada com a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) a 4 °C, overnight. A eficiéncia dessas

reacOes foi visualizada através de eletroforese em gel de agarose 1%.

4.5 Transformacéo de E. coli por eletroporacao e extracao dos vetores recombinantes

Em 80 uL de células eletrocompetentes de E. coli TOP10 foram colocados 1 uL
dos produtos das reacOes de ligacdo para o processo de eletroporagao (25 uF de
capacitancia, 200 ohms de resisténcia e 2.5 kV). Apoés a transformacao, as células foram

cultivadas em placa de LB solido suplementado com 100 ug.mL-1 de ampicilina.
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Os clones recombinantes para o plasmideo pAE/lic11027 e pAE/lic20087 foram
cultivados e expandidas em meio LB suplementado com 100 pg.mL-1 de ampicilina. A
partir deste cultivo, foi realizada uma extragcdo de DNA plasmideal com o kit comercial
GFX Micro Plasmid Prep Kit (GE Healthcare) e o plasmideo foi purificado com o kit
illustraTM plasmidPrep Mini Spin kit (GE Healthcare). Em seguida foram submetidos a
confirmacédo da presenca de inserto por PCR com os mesmos primers utilizados na
primeira amplificacéo e digestdo com enzimas de restricdo. O resultado das extracdes foi
visualizado por eletroforese em gel de agarose 1%. Os plasmideos extraidos foram
quantificados por espectrofotometria utilizando absorbancia no comprimento de onda de
260 nm, e a pureza avaliada pela razao entre as absorbancias obtidas em 260 nm e 280

nm.

4.6 Expressao heterdloga dos genes lic11207 e lic20087

Os vetores recombinantes pAE/lic110207 e pAE/lic20087 foram utilizados para
transformar a cepa de expressédo E. coli BL21 Star (DE3) por choque térmico. ApGs
transformadas, as células foram crescidas em 25 mL de LB liquido contendo 100 pg.mL-1
de ampicilina e cultivadas overnight. Estas culturas foram utilizadas como inéculo em 500
mL do mesmo meio com 100 ug.mL-1 de ampicilina, que foi incubado a 37 °C até a fase
log de crescimento (densidade 6ptica a 600 nm entre 0,6 e 0,8), quando entdo a
expressdo dos genes 1ic110207 e 1ic20087 foram induzidas com 1 mM de IPTG
(isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo). Apds 3 h, as culturas foram fracionadas em tubos
de 250 mL, centrifugadas a 6.000 x g por 15 min a 4° C, e os pellets foram armazenados
a—20-°C.

4.7 Purificacdo de rLIC11207 e rLIC20087

Os pellets foram solubilizados em tampé&o contendo 100 mM de Tris-base, 300 mM
de Nacl, 8 M de ureia e 5 mM de Imidazol (pH 8,0) e as células rompidas por sonicacao.
Apés centrifugacdo a 10.000 x g por 30 min, 4 °C, o sobrenadante foi filtrado e as
proteinas foram purificadas através de cromatografia de afinidade em coluna de sefarose
carregada com niquel. As aliquotas de rLIC11207 e rLIC20087 foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% para visualiza¢do da pureza das
mesmas e, posteriormente, dialisadas a 4 °C contra tampao contendo 100 mM de
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Tris-base e 300 mM de Nacl em concentracdes decrescentes de ureia. Por fim, a proteina
foi dialisada contra tampéo fosfato-salino (PBS) (pH 7,2) overnight a 4 °C e armazenada
a — 20 °C. A proteina foi quantificada pelo kit BCA Protein Assay (Thermo Scientific

Pierce), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrao.

4.8 Antigenicidade e caracterizagdo das proteinas recombinantes LIC11207 e LIC20087

As proteinas purificadas foram submetidas a técnica de Western blot para
caracterizar a antigenicidade das proteinas obtidas. Primeiramente foi realizado o
SDS-PAGE 12% seguido de Western blot com anticorpo monoclonal (MAb) anti-6xHis
(Sigma), utilizando como controle positivo da reacao a proteina recombinante rLipL32 e
como controle negativo albumina sérica bovina (BSA). As proteinas foram
eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose Hybond ECL (Amersham
Biosciences) durante 1,5 h a 150 V. As membranas foram bloqueadas com leite em po6
5%, overnight a 4 °C, seguido de 3 lavagens com PBS + 0,05% de Tween 20 (PBS-T).
Posteriormente, as membranas foram incubadas durante 1 h a temperatura ambiente
com MAb anti-6xHis numa diluicdo de 1:6000. Apés 3 lavagens com PBS-T, foram
adicionados o anticorpo secundario anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase
(Sigma) na diluicdo de 1:6000 (contra MAb anti-6xHis). Apos 3 lavagens com PBS-T, as
reagOes foram reveladas com diaminobenzidina (DAB) e H202.

4.9 Animais e coleta de amostras

Hamsters fémeas (Mesocricetus auratus) foram utilizadas como modelo animal
para os experimentos de desafio e avaliacdo da resposta imune. Todos os animais foram
mantidos em microisoladores com as dimensdes de 49 x 34 x 16 cm, e alojados em
estantes ventiladas climatizadas durante todos os experimentos, para a manutencao dos
parametros fisiolégicos dos animais. O fornecimento de agua e racao foi ad libitum e as
trocas das caixas com as camas de maravalha foram realizadas trés vezes por semana.
O experimento contou com o numero total de 36 animais, divididos em seis grupos, que
durante todo o experimento de desafio tiveram seu peso corporal monitorado diariamente
apo6s o mesmo. Amostras de sangue de cerca de 500 uL foram coletadas através de
puncdo do plexo venoso retro-ocular nos dias 0, 14 e 28, sendo o soro processado e
congelado a 20°C. Todos os procedimentos foram realizados conforme as
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recomendacdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) para o bem
estar dos animais de laboratorio e projeto foi aprovado Conselho Coordenador do Ensino,
da Pesquisa e da Extensao (COCEPE).

4.10 Imunizacdes e teste de desafio

Foi realizado um experimento de desafio homdlogo apenas para a proteina
rLIC11207, contando com 6 animais por grupo divididos em: (I) grupo controle PBS; (1)
grupo controle PBS + adjuvante aluminio; (Ill) grupo controle PBS + adjuvante oleoso; (V)
grupo proteina + adjuvante aluminio; (V) grupo proteina + adjuvante oleoso; e (VI) grupo
bacterina. As vacinas foram administradas em duas doses com volume total de 300 uL
cada, a serem administradas no musculo quadriceps nos dias 0 e 14. As vacinas foram
administradas em duas doses de 100 ug de proteina recombinante, em um volume de
300 pL com intervalo de 14 dias entre as inoculacfes. Os adjuvantes oleoso e hidroxido
de aluminio foram utlizados para este estudo, sendo o aluminio aplicado via
intramuscular e o oleoso via subcutanea. No 28° dia de experimento os animais foram
desafiados com 10° da cepa homéloga L. borgpeterseni 4E. A eficacia da vacina foi
determinada pelo nimero de animais sobreviventes ao desafio, quando comparado ao
grupo controle (apenas adjuvante), seguindo parametros e metodologias ja estabelecidas
(SILVA et al., 2007).

4.11 Avaliacéo da resposta imune humoral

O titulo de anticorpos sistémicos foi determinado através de ELISA indireto com o
soro dos hamsters de cada grupo, utilizando como antigeno a proteina recombinante
purificada rLIC11207. As placas foram sensibilizadas com 50 ng de proteina por poco a
4°C over night. Posteriormente, as placas foram bloqueadas com leite em pd 5% a 37°C
por 1h. Apds, foram utilizados soros diluidos com PBS-T nas concentracdes de 1:100 nos
animais inoculados pela proteina combinada com o adjuvante oleoso e 1:1000 para o
grupo da proteina combinada com o adjuvante aluminio. O anticorpo secundario
anti-hamster foi utilizado na concentracéo de 1:6000 e incubado a 37°C por 1h. Todas as
etapas foram intercaladas por 3 lavagens com PBS-T. A revelagdo foi feita com

orto-fenilenoldiamina por 15 minutos. A reacao foi interrompida com a solucéo de parada
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contendo &cido sulfdrico 4N e a leitura dos resultados foi feita com leitor de ELISA a
492nm. Por fim, as analises dos dados foram realizadas via Excel.
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5. RESULTADOS

5.1 Andlise in silico, amplificacdo dos genes e clonagem no vetor pAE

Dois genes foram identificados e selecionados para expressdo de proteinas
recombinantes em sistema de expresséao heterdloga em E. coli, as lic11207 e lic20087. O
primeiro codifica para uma lipoproteina e o segundo codifica para uma proteina de
membrana externa. Ambos os genes foram eficientemente amplificados por PCR,
gerando fragmentos de aproximadamente 1015 pb para a lic11207 e 918 pb para a
lic20087 (Fig. 1).
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Figura 1 - Amplificagdo dos genes lic11207 e 1ic20087 por PCR. (1) Foto do marcador de peso
molecular 1kb plus DNA ladder (Invitrogen) com o tamanho respectivo das bandas, disponibilizado pelo
fabricante; (2) marcador de peso molecular 1kb plus DNA ladder (Invitrogen) aplicado no gel; (3)
amplificacdo da lic11207 para clonagem no vetor pAE; (4) amplificacdo da lic20087 para clonagem no vetor
PAE.

O processo de clonagem resultou nos vetores recombinantes pAE/lic20087 e
pAE/lic11207 (Fig. 2).
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Figura 2 - Os vetores de expressdo recombinantes obtidos no software Vector NTI 11. (1)
Obtencao do vetor recombinante pAE/lic11207; (2) obten¢&o do vetor recombinante pAE/lic20087.

5.2 Analise da presenca dos genes lic11207 e 1ic20087 em Leptospira spp.

Ambos os genes foram amplificados a partir de todos os 18 sorovares de
leptospiras patogénicas testados, lic11207 (Fig. 3A) e lic20087 (Fig. 3B). Este resultado
fornece evidéncias de que rLIC11207 e rLIC20087 s&o proteinas conservadas em um
grande namero de sorovares patogénicos. A amplificacdo do gene 16s rDNA confirmou a
integridade do DNA utilizado na técnica de PCR (dados ndo mostrados). A analise
relacionada as espécies saprdfitas foi realizada in silico e ndo apresentou homologia aos

genes estudados (dados ndo mostrados).
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Figura 3 - Andlise da presenca da lic11207 e da lic20087 em Leptospira. A) amplificacdo do gene
lic11207. B) amplificacdo do gene 1ic20087. (1) Marcador de peso molecular 1kb plus DNA ladder
(Invitrogen). (3) L. interrogans sorovares Pomona, (7) Canicola, (12) Icterohaemorrhagiae, (14) Autumnalis,
(15) Bataviae, (16) Bratislava, (17) Djasiman, (18) Hebdomadis e (19) Muenchen; (13) L. borgpetersenii
sorovares Ballum, (9) Castellonis, (10) Mini, (11) Poi, (5) Sejroe e (2) Javanica; (4) L. kirshneri sorovares
Grippotyphosa; (6) Cynopteri e (8) L. santarosai sorogrupo Pomona.

5.3 Caracterizacéo e extracao dos vetores recombinantes

Identificou-se, através de uma triagem, clones recombinantes para ambos o0s
vetores recombinantes, através da visualizacdo em gel de agarose de um padrdo de
banda de peso molecular maior que a do vetor pAE sem inserto, indicando a presencga da
lic11207 e da lic20087 nessas constru¢cdes, sendo que estas foram confirmadas através

da técnica de PCR (dados ndo mostrados), condizente com o tamanho do inserto.

A digestdo enzimatica também foi realizada com o objetivo de confirmar a
presenca do inserto 1icl11207 e 1ic20087 no vetor pAE. Dos possiveis clones
recombinantes obtidos para pAE/lic11207, dois tiveram o DNA plasmideal digerido com a
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enzima Xbal e pAE/lic20087 resultou em trés, sendo que a caracterizacdo dos vetores
pela digestdo com esta enzima de restricdo Xbal resultou em um padrdao de
fragmentacao condizente ao esperado: 2814pb e 1005pb para pAE/lic11207 e 3219pb e
432pb para pAE/lic2008 (Fig. 4).

1 23 45 6
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Figura 4 - Caracterizacdo dos vetores recombinantes pela digestdo com a enzima de restricdo Xbal.
(1) Marcador de peso molecular e 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); (2-3) clones de pAE/lic11207; (4-6)
clones de pAE/lic20087.

5.4 Obtencéo das proteinas recombinantes LIC11207 e LIC20087

As proteinas foram eficientemente expressas em E. coli Star e apresentaram
tamanho esperado de 37,6 kDa para rLIC11207 e 34 kDa para rLIC20087 (Fig. 5). A
purificacdo resultou em aliquotas de proteinas com alto grau de pureza e um rendimento
de aproximadamente 10 mg.mL™ de cultura. Ap6s purificacdo, a proteina foi dialisada
contra tampao Tris-Nacl, concentrada em polietilenoglicol (PEG) e estocada a — 20°C.
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Figura 5 - Purificacé@o das proteinas rLIC11207 e rLIC20087 através de cromatografia de afinidade
em coluna de sefarose carregada com niquel. (1) rLipL32 (32 kDa) usada como controle positivo de
tamanho conhecido; (2-3) rLIC11207 purificada com ureia; (4-5) rLIC2008 purificada com ureia.

5.5 Caracterizacéo da proteinas recombinantes LIC11207 e LIC20087 por Western blot

Ambas as proteinas rLIC11207 e rLIC20087 foram caracterizadas mediante WB
com anticorpo monoclonal (Mab) anti-6xHis. Em ambos os resultados, as proteinas foram
reconhecidas no tamanho esperado de 37,6 kDa para rLIC11207 e 34 kDa para
rLIC20087 (Fig. 6). A reacdo com a proteina rLIC11207 reconheceu algumas bandas
abaixo da banda correspondente a proteina recombinante. Estas bandas néo foram
identificadas no extrato celular total de E. coli Star, sugerindo que sao isoformas da

proteina ou proteina degradada.
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Figura 6 - Western blot mostrando as proteinas recombinantes rLIC20087 e rLIC11207. (1)
Marcador de peso molecular pré-corado; (2) extrato total de E. coli Star; (3) rLIC20087 (34 kDa); (4)
rLIC11207 (37,6 kDa).

5.6 Avaliacdo da resposta imune humoral

A guantificacdo de anticorpos IgG anti-rLIC11207 no soro dos animais vacinados
feita através de ELISA indireto demonstrou que todos os grupos inoculados com
rLIC11207 produziram anticorpos anti-rLIC11207, demonstrando que a vacina
recombinante foi imunogénica para os hamsters. Os grupos controles ndo estimularam a
producao de anticorpos IgG anti-rLIC11207. Uma dose de rLIC11207 foi capaz de induzir
a producéo de anticorpos anti-rLIC11207 e para ambos os grupos, rLIC11207 combinado
com adjuvante oleoso (Fig. 7) ou rLIC11207 combinado com adjuvante aluminio (Fig. 8),

apresentaram um aumento no nivel de anticorpos apds a segunda dose vacinal.
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Produgdo de anticorpos sistémicos anti-rLIC11207
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Figura 7 - Producéo de anticorpos sistémicos anti-rLIC11207 determinados através de ELISA dos
grupos LIC11207 + adjuvante oleoso e PBS + adjuvante oleoso. (1) Absorbancia dos animais no dia zero;
(2) absorbancia dos animais apés primeira dose vacinal no 14° dia; (3) absorbancia dos animais apos
segunda dose vacinal no 28° dia.
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Figura 8 - Producéo de anticorpos sistémicos anti-rLIC11207 determinados através de ELISA dos
grupos LIC11207 + adjuvante aluminio e PBS + adjuvante aluminio. (1) Absorbancia dos animais no dia
zero; (2) absorbancia dos animais apés primeira dose vacinal no 14° dia; (3) absorbancia dos animais apos
segunda dose vacinal no 28° dia.
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5.7 Teste de desafio

A eficacia da vacina ndo pode ser determinada, pois 100% dos animais, tanto dos
grupos vacinados quanto dos grupos controle sobreviveram, sugerindo que a dose
infectante néo foi suficiente para desencadear a doenca nos animais ou, possivelmente,
a cepa utilizada ndo estava virulenta (Tabela 1). A pesagem demonstrou aumento no
peso dos animais no decorrer dos dias, sugerindo que 0S animais se mantiveram
saudaveis e ndo foram acometidos pela doenca (dados ndo mostrados). Os animais
foram eutanasiados conforme Resolu¢do n® 1000 do Conselho Regional de Medicina

Veterinaria do ano de 2012.

Tabela 1 — Resultados da protecdo conferida pelos grupos vacinais.

GRUPOS VACINAIS N° SOBREVIVENTES % SOBREVIVENTES
RLIC11207 + OLEOSO 6 100%
RLIC11207 + ALUMINIO 6 100%
PBS + OLEOSO 6 100%
PBS + ALUMINIO 6 100%
BACTERINA 6 100%
PBS 6 100%
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6. DISCUSSAO

O desenvolvimento de potenciais vacinas contra leptospirose, que sejam seguras
e capazes de gerar protecdo cruzada contra diferentes sorovares da bactéria, ainda
representa um grande desafio (MCBRIDE et al., 2005). Proteinas de membrana externa e
lipoproteinas expostas a superficie celular sdo apontadas como potenciais alvos vacinais,
devido a sua localizagdo na superficie da célula e a sua participacdo na interacdo com o
hospedeiro (DELLAGOSTIN et al., 2011; HAAKE, 2000). O presente estudo objetivou a
construcdo e a caracterizacdo de duas vacinas recombinantes contra a leptospirose
utilizando os antigenos rLIC11207 e rLIC20087.

Varios problemas confrontam o desenvolvimento de uma vacina para prevenir a
leptospirose. As bacterinas apresentam imunidade baixa e pouco duradoura, sao
sorovares especificas e, atualmente, ainda ndo ha conhecimento suficiente dos
mecanismos protetores contra infec¢cao de leptospirose (PETERSEN et al., 2001). Este
estudo objetivou a busca de candidatos vacinais capazes de conferir protecdo de amplo
espectro e a presenca dos genes lic11207 e lic20087 nos 18 sorovares diferentes de
leptospiras patogénicas demonstra que estes, além de conservados, sdo antigenos
potenciais para a producdo de uma vacina multi-sorovar contra a leptospirose e,
possivelmente, sdo expressos na maioria das espécies patogénicas, o que viria a

proporcionar protecéo cruzada.

Esforcos para a identificacdo de componentes imunogénicos com potencial para o
desenvolvimento de vacinas recombinantes vem sendo avaliados (MATSUNAGA et al.,
2003), e as andlises in silico realizadas neste trabalho apontaram para genes que
parecem codificar uma provavel lipoproteina (LIC11207) e uma provavel proteina de
membrana externa (LIC20087), sugerindo que estas proteinas recombinantes podem
induzir a produgédo de anticorpos que as reconhegcam na sua forma nativa devido a

vantagem das suas localizagdes.

A clonagem e expresséo de proteinas heterdlogas em microrganismos diversos
possibilitou a substituicdo de purificacdes trabalhosas e de baixo rendimento pela

obtencéo de elevadas quantidades de proteinas de interesse biotecnoldgico a um custo
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muito mais baixo (HOCKNEY, 1994). Vantagens como ter as caracteristicas genéticas
bem conhecidas e as proteinas expressas reterem sua atividade completa, fazem do
microrganismo E. coli um sistema de expressao importante para a producao de proteinas
recombinantes (MAKRIDES, 1996). Uma variedade de antigenos vacinais ja foi
introduzida e expressada em E. coli, apresentando uma variabilidade de resultados
quanto a sua eficicia na protecdo contra o desafio. Esta variabilidade pode ser devido as
particularidades do antigeno, a via de imunizacdo utilizada ou ao método de
apresentacao do antigeno (JIMENEZ-DELGADILLO et al., 2004; FIORENTINI et al.,
2004; MCARTHUR et al., 2004). Neste trabalho, a utilizacado deste sistema de expressao
se mostrou eficiente e as proteinas recombinantes rLIC11207 e rLIC20087 foram

eficientemente expressas.

O WB realizado com anticorpo anti-6xHis identificou as proteinas recombinantes
purificadas no tamanho esperado, 34 kDa para rLIC20087 e 37,6 kDa para rLIC11207
demonstrando que as proteinas foram eficientemente purificadas. Porém, durante as
preparacdes vacinais, a proteina rLIC20087 sofreu processo de desnaturacdo devido,
provavelmente, a exposicdo a condicdes desfavoraveis aquelas em que foi produzida,
como variacbes da temperatura e, portanto, perdeu sua solubilidade e precipitou,
impossibilitando seu teste em modelo animal. Entretanto, 0 mesmo nao ocorreu com a
proteina rLIC11207, que permaneceu em condi¢cdes 6timas para posterior teste de

desafio.

O titulo de anticorpos sistémicos foi determinado através de ELISA indireto com o
soro dos hamsters de cada grupo, utilizando como antigeno a proteina recombinantes
purificada (SILVA et al. 2007). O adjuvante hidréxido de aluminio atua no
desenvolvimento rapido de altos titulos de anticorpos de resposta de longa duracéo
depois da imunizacao primaria, € muito conhecido por sua capacidade de adsorcao e por
retardar a eliminacao do antigeno, além de induzir eosinofilia e ativacdo de complemento,
assim como uma intensa degranulacdo de mastocitos no local da injecéo. A inflamacéo
no local “estimula” a drenagem linfatica da regiao e facilita o transporte do antigeno para
os linfonodos (RESENDE et al., 2004). As vacinas com adjuvantes oleosos sao utilizadas

com sucesso em programas de controle de doencas na América do Sul (PATIL et al.,
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2002) e outras partes do mundo. As emulsdes lipidicas sdo conhecidas como os efetivos
adjuvantes capazes de induzir uma resposta imune elevada e duradoura (GUPTA &
SIBER, 1995). Desse modo, a proteina rLIC11207 foi avaliada quanto a sua
antigenicidade e imunogenicidade atraves das imunizacdes realizadas em modelo animal
hamster utilizando-se formulagdes vacinais combinadas com ambos os adjuvantes acima
descritos e sua eficiéncia foi testada através do teste de desafio com cepa homdloga. Os
resultados do ELISA apresentaram reacdes altas antigeno-especificas para ambas as
formulacdes vacinais e o soro hiperimune foi capaz de reconhecer rLIC11207, indicando
que houve alta producdo sistémica de anticorpos e que as vacinas recombinantes
testadas foram imungénicas, sugerindo que o antigeno € capaz de induzir respostas

imunes efetivas e foi adequadamente apresentado ao sistema imune.

O desafio homdlogo seguiu parametros e metodologias ja estabelecidas pelo
nosso grupo de pesquisa (SILVA et al., 2007). No 28° dia de experimento 0s animais
foram desafiados com 10° da cepa homologa e a eficacia de protecdo da vacina ndo pode
ser determinada, em funcdo dos animais pertencentes ao grupo controle terem sido
sobreviventes ao desafio. Este resultado sugere que a dose infectante ndo foi suficiente
para desencadear a doenga nos animais ou, possivelmente, a cepa utilizada possa vir a

ter perdido a sua viruléncia.

Neste trabalho, construimos vetores recombinantes funcionais capazes de
expressar as proteinas rLIC11207 e rLIC20087 em sistema procarioto, sendo estes
antigenos que apresentam potencial para serem empregados no desenvolvimento de
vacinas recombinantes visando o controle da leptospirose. Entretanto, devido aos dados
inconclusivos do teste de desafio, futuros experimentos envolvem nova avaliagdo do

carater imunoprotetor dessas proteinas, através de desafios homélogos e heterélogos.
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7. CONCLUSOES

- De 20 sequéncias analisadas, a lic11207 e a lic20087, foram selecionadas.

- A metodologia utilizada para clonagem dos genes lic11207 e 1ic20087 no vetor de
expressao pAE é eficiente, gerando constru¢des funcionais capazes de expressar ambas

proteinas em células procarioticas.

- A expressdo em sistema de expressdo heterdlogo E. coli e a purificagdo por
cromatografia de afinidade séo eficientes para a obtencédo de ambas proteinas rLIC11207
e rLIC20087.

- Os genes 1ic11207 e 1ic20087 estdo presentes nos 18 sorovares de leptospiras
patogénicas testados, tornando promissora sua utilizacdo para o desenvolvimento de
vacinas de amplo espectro contra leptospirose que gerem protecéo cruzada contra esses

diferentes sorovares.

- A formulacéo vacinal com rLIC11207 administradas com adjuvante oleoso e hidréxido

de aluminio induz resposta imune humoral em hamsters.
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