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Resumo

Bettin, Everton Burlamarque. Express&o heteréloga de proteinas de Leptospira
interrogans envolvidas na captacao de fatores de regulacdo do sistema
complemento. 2015. 57f. Trabalho de Conclusédo de Curso — Curso de Graduagao
em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A leptospirose estd entre as principais zoonoses em termos de morbidade e
mortalidade em humanos. A vacinacdo humana contra a leptospirose € existente em
poucos paises e apresenta diversas limitacdes. A utilizacdo de moléculas envolvidas
na evasao do sistema complemento em formulacbes vacinais € uma estratégia
destacada por diferentes autores. As proteinas de membrana externa LigA, LigB,
LenA e LcpA de Leptospira interrogans ja demonstraram capacidade de adeséo a
fatores de regulacéo do sistema complemento. Este trabalho descreve a expresséo
heterdloga das proteinas LigBNI, LenA e LcpA de L. interrogans sorovar Copenhageni,
para a avaliacdo da capacidade de induzirem uma resposta imune protetora contra a
leptospirose guando combinadas. Foram desenhados primers para a amplificacdo dos
genes ligBNI, lenA e IcpA. Apos amplificacéo, os genes foram clonados em vetor pAE.
As proteinas foram expressas de forma heteréloga em Escherichia coli BL21 (DE3)
Star e purificadas através de cromatografia de afinidade em coluna de Niquel-
Sepharose. As proteinas foram caracterizadas através de Western Blot (WB) quanto
ao reconhecimento por anticorpo monoclonal anti-6xHIS. A metodologia utilizada
nesse trabalho permitiu realizar com éxito a clonagem, expressao e purificacdo das
proteinas recombinantes de interesse. As proteinas apresentaram o peso molecular
esperado em WB. A obtencdo destas trés proteinas permite a realizacdo de ensaios
futuros buscando promover a suscetibilidade do patégeno ao complemento.

Palavras-chave: vacina recombinante; sistema complemento; leptospirose;
leptospiral immunoglobulin-like; lenA; IcpA,



Abstract

Bettin, Everton Burlamarque. Heterologous expression of Leptospira interrogans
proteins envolved in binding complement system regulation factors. 2015. 57f.
Trabalho de Concluséao de Curso — Curso de Graduacéo em Biotecnologia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Leptospirosis is among the leading zoonotic causes of morbidity and mortality in
humans. Human vaccination against leptospiosis is avaliable in a few countries only
and shows several limitations. Many authors highlight the use of vaccines containing
proteins envolved in avoiding the complement system. Leptospira interrogans outer
membrane proteins, LigA, LigB, LenA and LcpA can bind to the complement system
regulation factors. This study describes L. interrogans serovar Copenhageni LigBNI,
LenA and LcpA heterologous expression for evaluation of their capacity to induce
protective immunity against leptospirosis when combined. Primers were design to
amplify ligBNI, lenA and IcpA genes. After amplification, genes were cloned in the pAE
vector. The proteins were expressed in Escherichia coli BL21 (DE3) Star and
purificated by Niguel-Sepharose column cromatography. Proteins were analyzed by
Western Blot (WB) with monoclonal antibody anti-6xHIS. The methodology used in this
work allowed the cloning, expression and purification of these recombinant proteins,
which showed the correct molecular weight in WB. These proteins will be used in future
experiments aiming to render the patogen susceptible to complemente system activity.

Keywords: recombinant vaccine; complement system; leptospirosis; leptospiral
immunoglobulin-like; lenA; IcpA.
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1 Introducéo

A leptospirose € uma zoonose de distribuicAo mundial causada por
espiroquetas patogénicas do género Leptospira. Em humanos, a leptospirose pode
variar de uma infeccao assintomatica até uma grave doenca, resultando em faléncia
multipla dos 6rgdos e morte (MURRAY et al., 2013). Estima-se atualmente mais de
um milhdo de casos de leptospirose por ano em todo o mundo, levando a
aproximadamente 59.000 mortes, tornando esta, uma das principais zoonoses em
termos de morbidade e mortalidade no mundo (COSTA et al., 2015).

A utilizacdo de vacinas contra a leptospirose humana € existente em alguns
paises como China, Cuba, Japao e Franca. Entretanto, essas vacinas sao bacterinas,
apresentam efeitos adversos locais e sistémicos e conferem protecdo apenas contra
0S sorovares que compdem a vacina, ndo sendo capaz de fornecer uma protecao de
amplo espectro nem de longa duragdo (KOIZUMI e WATANABE, 2005). Buscando
sanar as deficiéncias apresentadas pelas bacterinas, varios antigenos recombinantes
tém sido avaliados em vacinas contra essa zoonose, focando principalmente em
fatores de viruléncia presentes na membrana externa (DELLAGOSTIN et al., 2011).

Ja se demonstrou um interesse na utlizagdo das proteinas Leptospiral
immunoglobulin-like (Lig) em formulag¢des vacinais, devido ao seu envolvimento com
0S mecanismos de patogénese das leptospiras. A expressdo dessas proteinas é
fortemente induzida pelo incremento da osmolaridade do meio aos niveis fisiol6gicos
do hospedeiro, indicando um envolvimento com os estagios iniciais da infeccéo
(MATSUNAGA et al., 2005). Essas proteinas possuem a capacidade de adesdo a
diversas proteinas da matriz extracelular (CHOY et al. 2007), bem como, as proteinas
de regulacéo do sistema complemento, fator H (FH), FHL-1, FHR-1 e C4BP (CHOY et
al. 2011; CASTIBLANCO-VALENCIA et al. 2012). A regido nao idéntica da proteina
LigA (LigANI) ja apresentou resultados promissores em experimentos de
imunoprotecdo em modelo animal, porém, sem a promog¢do de uma resposta imune
esterilizante (SILVA et al., 2007; COUTINHO et al., 2011; HARTWIG et al., 2014). Ja
com a proteina LigB ainda ndo existem resultados confiaveis que evidencie sua
capacidade imunoprotetora (ADLER, 2015). Assim, apesar dos avangos da
biotecnologia, a Unica estratégia de vacinacao utilizada e eficaz contra a leptospirose
disponivel atualmente sdo as bacterinas (ADLER, 2015; RAJAPAKSE et. al. 2015),
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demonstrando a necessidade da utilizacdo de novas estratégias na formulacdo de
vacinas contra essa zoonose.

Diferentes autores tém destacado a convergéncia no desenvolvimento de
vacinas de nova geracgao, contra diversos patdgenos, quanto a utilizacdo de moléculas
envolvidas no mecanismo de evasdo do sistema complemento como antigenos
vacinais (MERI; JORDENS; JARVA, 2008; SERRUTO et al., 2010; JONGERIUS et
al., 2015). Além das proteinas LigA e LigB, ja foram identificadas como ligantes dos
fatores de regulacdo do complemento, a proteina Leptospiral endostatin-like A (LenA),
como ligante do fator H (VERMA et al, 2006), e a proteina Leptospiral complement-
regulator acquiring protein A (LcpA) como ligante de C4BP (BARBOSA et al., 2010).
Choy (2012) relatou o possivel papel de sinergia das duas proteinas citadas
juntamente com as proteinas Lig na inibicdo das vias classica e alternativa do
complemento, permitindo a sobrevivéncia das leptospiras no soro, e
consequentemente a colonizagédo do hospedeiro.

Uma possivel neutralizagdo de moléculas utilizadas na evasdo do sistema
complemento, promovida por imunizagao, permitiria uma ativagao mais eficiente deste
sistema frente a uma infecéo por leptospiras patogénicas, resultando em uma maior
suscetibilidade do patégeno e uma melhor ativacdo da imunidade adaptativa
(CASTIBLANCO-VALENCIA et al., 2012; VERMA et al., 2006; MERI; JORDENS;
JARVA, 2008; SERRUTO et al.,, 2010; JONGERIUS, 2015). Assim, a associacéo
desses antigenos em uma formulacdo vacinal apresenta-se como uma estratégia para
o desenvolvimento de uma vacina recombinante de subunidade contra a leptospirose,
buscando alcancar uma capacidade imunoprotetora e imunoesterilizante. Para isso,
neste trabalho foi realizada a expressdo das proteinas LigBNI, LenA e LcpA de

Leptospira interrogans sorovar Copenhageni em sistema heterdlogo.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Expressar de forma heter6loga as proteinas recombinantes rLigBNI, rLenA e
rLcpA de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni para futura avaliacdo da
capacidade de induzirem uma imunidade protetora contra leptospirose, quando

combinadas.

2.2  Objetivos Especificos

e Construir primers para a amplificacdo dos genes ligBNI, lenA e IcpA de L.
interrogans sorovar Copenhageni, contendo sitios para as enzimas de restricao
BamHI e Kpnl.

e Amplificar os genes ligBNI, lenA e IcpA e clonar em vetor pAE.

e Expressar em Escherichia coli as proteinas recombinantes rLigBNI, rLenA e
rLcpA.

e Realizar a purificagdo das proteinas recombinantes através de cromatografia
de afinidade ao niquel.

e Caracterizar as proteinas recombinantes expressas através de Western blot

com anticorpo anti-6xHIS.
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3 Revisao de literatura

3.1 Leptospiras

As leptospiras sdo espiroquetas pertencentes a familia Leptospiraceae, a qual
inclui os géneros Leptospira, Leptonema e Turneriella (LEVETT et al., 2015). O género
Leptospira foi inicialmente dividido nas espécies L. biflexa latu sensu e L. interrogans
latu sensu de acordo com sua patogenicidade, como descrito por Faine e Stallman
(1982). Atualmente ja foram descritas 22 espécies, sendo L. alstonii, L. idonii, L
terpstrae, L. vanthielli, L. yanagawae e L. mayottensis relatadas nos ultimos trés anos
(LEVETT, 2015; SMYTHE et al.; 2013; BOURHY et al., 2014), contabilizando dez
espécies patogénicas, cinco intermediarias e sete saprofitas. A classificacdo dos
sorovares que compdem o género pode ser realizada através de testes soroldgicos,
como o teste de aglutinagéo cruzada (CAAT) ou, mais recentemente, deduzidos por
técnicas de caracterizacdo molecular, permitindo distinguir mais de 300 sorovares de
Leptospira spp., agrupados em 26 sorogrupos (CERQUEIRA e PICARDEAU, 2009).

O genoma das leptospiras possui no minimo dois replicons, Cl e CIl. O
cromossomo circular maior (Cl) possui cerca de 4,3 Mb, enquanto o segundo replicon
(Cll) varia de tamanho entre 278 e 350 kb, sendo também formado por genes
essenciais a sobrevivéncia da bactéria. O genoma é caracterizado por um contetudo
G+C de 35-42%, possuindo cerca de 2000 genes conservados entre as diferentes
espécies, e aproximadamente 1000 genes especificos das espécies patogénicas
(DELLAGOSTIN et al., 2011).

Quanto as suas caracteristicas morfolégicas, as leptospiras medem cerca de
6-20 um de comprimento e aproximadamente 0,1 um de diametro, possuem forma
espiralada e extremidades em forma de ganchos, além de dois flagelos localizados no
espaco periplasmatico que conferem movimentos de rotacdo e translacdo (ADLER e
DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; LEVETT, 2001). As leptospiras apresentam um
crescimento Gtimo in vitro na faixa de 28 — 30°C, e em pH de 7,2 - 7,6, sendo
obrigatoriamente aerdbias. Necessitam de um meio de cultura enriquecido com
vitaminas, acidos graxos de cadeia longa como fonte de carbono, e sais de amdnio
como fonte de nitrogénio, além de outros componentes nutricionais como: fosfatos,

calcio, magnésio e ferro. O meio de cultura mais utilizado para o cultivo de leptospiras
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€ 0 EMJH (Ellinghuasen-McCullough modificado por Johnson e Harris), baseado em
acido oleico, albumina sérica bovina e polisorbato 80, geralmente suplementado com
soro de coelho ou outros suplementos comerciais (LEVETT, 2001; EVANGELISTA e
COBURN, 2010; CAMERON, 2015).

As leptospiras possuem uma estrutura de dupla membrana, na qual a
membrana citoplasmética esta intimamente associada a parede celular de
peptideoglicano, sendo sobrepostas, ap0s uma regido periplasmatica, por uma
membrana externa (CULLEN; HAAKE; ADLER, 2004). Esta membrana externa
apresenta lipopolissacarideos (LPS), proteinas transmembranas e lipoproteinas
expostas na superficie. Muitas destas lipoproteinas de membrana externa s&o
essénciais nos mecanismos de viruléncia das bactérias patogénicas, e
consequentemente no desenvolvimento da leptospirose (HAAKE e MATSUNAGA,
2010). O LPS das leptospiras possui um baixo potencial endotéxico comparado com
o de bactérias gram-negativas e as caracteristicas especificas do Lipideo A que os
comple estdo diretamente relacionadas com o estimulo da resposta inata e a
suscetibilidade de diferentes hospedeiros (FRAGA; BARBOSA; ISAAAC, 2011;
NAHORI et al., 2005).

3.2 Leptospirose

A leptospirose € uma zoonose de distribuicdo mundial, com maior incidéncia
nas regides tropicais. Em paises em desenvolvimento, a leptospirose esté relacionada
com falta de saneamento basico, atividades profissionais e superpopulacdo, enquanto
atividades recreativas sdo as principais causas da doenca em paises desenvolvidos
(KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009). No Brasil, a leptospirose € uma doenca
endémica, tornando-se epidémica em periodos chuvosos principalmente nas capitais
e areas metropolitanas devido as enchentes associadas a aglomeragéo populacional
de baixa renda, as condi¢fes inadequadas de saneamento e a alta infestacdo de
roedores infectados (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

A infeccao por leptospiras patogénicas pode se dar de forma direta, no contato
com a urina de animais portadores, ou de forma indireta através de agua, solo ou
outros meios contaminados, tendo como porta de entrada cortes e abrasdes na pele

ou membranas mucosas, tais como superficies conjuntivas, orais ou genitais (HAAKE
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e LEVETT, 2015). Roedores como os ratos e camundongos sé&o os carreadores
assintomaticos das leptospiras, enquanto centenas de espécies de mamiferos,
selvagens e domeésticos, ja demonstraram ser hospedeiros suscetiveis, como bovinos,
caes e o homem (ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; ADLER, 2015).

A manifestacdo clinica da doenca apresenta duas fases, a primeira,
denominada “leptospirémica” ou “septicémica”, caracteriza-se pela disseminacao das
leptospiras no sangue, possuindo um quadro inespecifico (febre, mialgia, cefaleia,
nauseas, vomitos, dor abdominal). A doenca pode ser autolimitada e haver cura com
o fim desta fase ou evoluir com maior gravidade na fase “leptospirurica” ou “imune”, a
qual é caracterizada pela deteccdo de anticorpos especificos no sangue e a excre¢cao
de leptospiras na urina (LEVETT, 2001). Nesta etapa o quadro pode demonstrar-se
em sua forma mais branda ou anictérica ou evoluir para forma ictero-hemorragica,
caracterizada por complicagdes multissitémicas. As formas mais graves da doenga
sdo observadas em cerca de 10-15% dos pacientes, podendo nestes casos ser
desenvolvidos alguns sintomas classicos como: ictericia, faléncia renal e sindrome
pulmonar hemorragica (BHARTI et al., 2003; FRAGA; BARBOSA; ISAAC, 2010;
GOUVEIA et al., 2008), assim como, sintomas atipicos, mas ja descritos, como:
pancreatite, sindromes hemoliticas, encefalites e uveites (RAJAPAKSE et al., 2015).

Em animais de produc¢éo, como bovinos e suinos, a leptospirose pode resultar
em disturbios reprodutivos como a retencdo da placenta, abortos e natimortos; em
alteracdes congénitas; ou em infeccbes ndo aparentes capazes de leva-los a
subfertilidade, causando perdas produtivas e reprodutivas no animal, resultando em
significativas perdas no setor agropecuério (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA,
2010; HAMOND et al., 2014; ELLIS, 2015).

A administracao precoce de antibiéticos pode prevenir a progressao da doenca
para 0 quadro mais severo. Leptospiras sdo suscetiveis a beta-lactamicos,
macrolideos, tetraciclinas, fluoroguinolonas e estreptomicinas. (FAINE et al., 1999
apud HAAKE e LEVETT, 2015). Casos severos da doenca devem ser tratados com
penicilina intravenosa, enquanto que em outros casos pode ser realizada a
administragdo de antibidticos orais como amoxicilina, ampicilina, doxiciclina e
eritromicina (BRETT-MAJOR e COLDREN, 2012). A Organiza¢cdo Mundial da Saude
(WHO, 2003), recomenda o inicio da antibioticoterapia preferencialmente antes do 5°

dia do estabelecimento da infec¢do, considerando os beneficios ap6s esse prazo
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serem controversos. Porém, a dificuldade de um diagndstico precoce e preciso
atrapalha a decisdo clinica para o inicio de um tratamento, sendo a avaliacdo da
exposicao do paciente aos fatores de risco, seu histérico, e 0s sintomas presentes,

levados em conta para uma identificacdo precoce (WHO, 2003).

O diagndstico da doenca ocorre através da identificacdo direta da bactéria em
cultura ou amostras clinicas através de métodos imunolégicos, ou ainda, por métodos
moleculares (PICARDEAU, 2013). A identificacédo direta se baseia na visualizacéo do
microrganismo a partir de amostras de urina ou sangue, através de microscopia de
campo escuro, sendo muitas vezes necessaria a realizacdo de um cultivo prévio,
dificultando um diagnéstico precoce visto que o crescimento das leptospiras é
fastidioso e a visualizacdo do cultivo deve ser realizada semanalmente por até 13
semanas (HAAKE e LEVETT, 2015). O teste de aglutinacdo microscépica (MAT) é
considerado como o diagnéstico sorologico padréo para leptospirose devido sua alta
sensibilidade (>90%) e especificidade (>97%), detectando a presenca de anticorpos
aglutinantes presentes no soro de pacientes, especificos aos epitopos de diferentes
sorovares da Leptospira spp. As desvantagens encontradas nesse método padréo
incluem a baixa sensibilidade na fase inicial da doenca, a necessidade do pareamento
de amostras para a identificacdo da soroconverséo, e a manutencao de uma bateria
de cepas vivas para a triagem dos soros suspeitos. (SANTOS, 2011; GORIS e
HARTSKEERL, 2014). Outros testes soroldgicos utilizados envolvem ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), Ensaios de Hemaglutinacdo Indireta (IHA),
imunoflorescéncia, testes imunocromatograficos, e de aglutinacao em latex. (JAIN;
NIGAM; MALIK, 2015). Quanto aos testes moleculares, diversas variacdes da Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR) séo utilizadas, tendo o PCR em tempo real, como o
teste mais apropriado para um diagnostico precoce da doenca, podendo detectar
baixas quantidades do micro-organismo, porém, exigindo equipamentos especificos e
treinamento especializado (PICARDEAU, 2013; JAIN; NIGAM; MALIK, 2015).

A vacinagdo humana contra a leptospirose € realizada através de bacterinas,
sendo utilizadas em poucos paises como, Japdo, Cuba, Franca e China
(DELLAGOSTIN et al., 2011). Estas formulacdes conferem uma protecdo apenas
contra 0s sorovares que compdem a vacina. A existéncia de um alto numero de
sorovares de leptospiras patogénicas e a variabilidade dos sorovares de acordo com

a localidade dificultam a existéncia de uma vacina de utilizagdo mundial. Efeitos
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adversos da administragdo de bacterinas e a indugdo de uma protecdo de curta
duracéo necessitando de refor¢os anuais, sao outros problemas enfrentados com esta
abordagem vacinal (KOIZUMI e WATANABE, 2005; ADLER, DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010).

Considerando essas limitacdes, diversos estudos tém focado no
desenvolvimento de vacinas recombinantes contra a leptospirose. Estudos ja
relataram um certo grau de protecao contra diferentes sorovares utilizando a proteina
mais abundante no proteoma da Leptospira spp., a LipL32, quando expressa em
Mycobacterium bovis BCG ou quando co-admnistrada com a subunidade B da
enterotoxina termolabel de E. coli (LTB) (SEIXAS et al., 2007; GRASSMANN et al.,
2012). As proteinas Leptospiral Immunoglobulin-like (Lig) também atraem a atencéo
para sua utilizacdo em formula¢gdes vacinais devido ao seu envolvimento com 0s
mecanismos de patogénese da Leptospira. Ainda ndo foram obtidos resultados de
protecdo total confiaveis utilizando a proteina LigB, bem como, seus fragmentos
LigBRep e LigBNI (ADLER, 2015). J4 a porcéo ndo-idéntica da proteina LigA (LigANI)
apresentou capacidade de protecdo em modelo animal em diferentes estudos, assim
como, combinacBes especificas de dominios desta proteina (SILVA et al., 2007;
COUTINHO et al., 2011). Apesar da obtencdo de uma protecdo total em ambos
estudos, em nenhum foi possivel observar a aquisicdo de uma imunidade esterilizante,
permitindo a colonizacdo renal. Murray et al. (2013) avaliaram a capacidade
imunoprotetora de 238 antigenos recombinantes frente ao desafio com o sorovar
Hardjo, ndo encontrando em nenhum desses antigenos uma capacidade
imunoesterilizante. Sendo este, portanto, um objetivo central a ser buscado por novas

formulacdes vacinais.

Assim, apesar dos avancos da biotecnologia nos ultimos anos permitindo
elucidar diferentes fatores de viruléncia das leptospiras e avaliando-os como
antigenos vacinais, as formulacfes vacinais licenciadas para uso em animais e
humanos continuam sendo bacterinas, comparavel as utilizadas a noventa anos atras,
demonstrando a necessidade de novas abordagens na elaboragcdo dessas
formulacdes (ADLER, 2015).
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3.3 Mecanismos de patogénese

As leptospiras entram no hospedeiro através de mucosas ou regides da pele
gue apresentem alguma leséo, como cortes ou abrasdes, alcan¢cando a circulagdo em
poucos minutos (EVANGELISTA e COBURN, 2010). Apés a entrada, leptospiras
saproéfitas sdo rapidamente eliminadas da corrente sanguinea, enquanto que as
patogénicas sdo capazes de se multiplicar e colonizar 6rgaos, desencadeando uma
resposta imune especifica. Dois mecanismos s&o fundamentais para isto: a
capacidade de adesédo das leptospiras patogénicas a células e a proteinas da matriz
extracelular; e a habilidade de evasdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro, tais
como, o sistema complemento e o sistema fagocitico (FRAGA; BARBOSA; ISAAC,
2011).

A adeséo aos tecidos € um pré-requisito para o sucesso no estabelecimento da
infeccdo por leptospiras. Diversas proteinas ja demonstraram a capacidade de adeséo
a variadas linhagens celulares do hospedeiro como fibroblastos, células epiteliais,
endoteliais e mondcitos (MERIEN; BARANTON; PTOLAT, 1997; BALLARD et al.,
1986; MARTINEZ-LOPEZ, FAHEY, COBURN, 2010), além de componentes da matriz
extracelular como laminina, fibronectina, colageno e elastina (BARBOSA et al., 2006;
ATZINGEN et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011). Entre as proteinas com multiplas
capacidades de adesdo podem ser citadas as Leptospiral immunoglobulin-like
proteins (LigA e LigB) (CHOY et al., 2007), as Leptospiral endostatin-like proteins
(Len) (STEVENSON et al., 2007; VERMA et al., 2006), e a lipoproteina LipL32 (HOKE
etal., 2008, HAUK et al., 2008). E perceptivel neste género a redundancia nas funcdes
de adesdo por proteinas da membrana externa. Hoke et al., (2008) verificaram que
leptospiras mutantes para o gene lipL32 n&o apresentam sua capacidade de adeséo
a matriz extracelular afetada. Do mesmo modo, o nocaute do gene ligB mantém a

viruléncia e a capacidade de colonizagéo renal em ratos (CRODA et al., 2008).

A motilidade é outro reconhecido fator de viruléncia necessario a invasao e
disseminacéo da espiroqueta. Estudos ja demostraram que a inativacdo dos genes
envolvidos na estrutura ou biossintese flagelar, fliY e flaA2 atenuam a viruléncia das
leptospiras em modelo animal, ja a inativacdo do gene flaAl é capaz de diminuir a
mobilidade translacional das espiroquetas, mas sem atenuacao da viruléncia (LIAO et
al., 2009; LAMBERT et al., 2012).
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A patogénese da leptospirose também esta relacionada com a resposta imune
do hospedeiro para com os componentes de membrana, como os lipopolissacarideos
(LPS), lipoproteinas e peptideoglicanos (CULLEN; HAAKE; ADLER, 2004). Uma
importante diferenca entre carreadores ndo suscetiveis a leptospirose, como
camundongos, e hospedeiros suscetiveis a doenca, € o0 modo de reconhecimento do
LPS da Leptospira pelo sistema imune inato. Estudos demonstram que o lipideo A de
Leptospira spp. possui algumas diferengas estruturais quando comparado com o
lipideo A de outras bactérias gram-negativas (VINH; ADLER; FAINE, 1986). Devido a
estas peculiaridades estruturais, o lipidio A de L. interrogans ndo possui a capacidade
de ativar em humanos o Toll-like receptor 4 (TLR4), como ocorre normalmente com
outras bactérias, ativando unicamente a via TLR2. J& em camundongos, ambos sao
ativados (VIRIYAKOSOL et al., 2006; CHASSIN et al., 2009). O papel desse
mecanismo para o desenvolvimento da inflamacéo j& foi destacado por diferentes
autores (HUNG et al., 2005; YANG et al, 2006; CHASSIN et al., 2009). Os
peptideoglicanos e as (glicoproteinas das espécies patogénicas também
demonstraram estar envolvidas no processo de inflamacao através da inducao do
fatores pré-inflamatérios como o TNF- a (CINCO et al., 1996; DIAMENT et al., 2002).

Para a resisténcia das leptospiras no hospedeiro, se faz necessaria a
capacidade de evasdo do sistema imune. Leptospiras patogénicas possuem a
capacidade de resistir a acdo do sistema imune inato, resistindo a fagocitose de
macrofagos e neutrofilos através da sobrevivéncia nestas células e posterior indugao
da apoptose (MERIEN; BARANTON; PEROLAT, 1997; JIN et al., 2009). A captacdo
de moléculas de regulacédo do sistema complemento, como o fator H e C4BP € outro
mecanismo de evasao utilizado por leptospiras patogénicas amplamente estudado
desde a constatacdo da resisténcia destas bactérias a acdo bactericida do
complemento em comparacdo as leptospiras saprofitas, realizada por Johnson e
Muschel (1965) (ZUERNER, 2015).
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3.4 Sistema complemento e leptospirose

O sistema complemento é um dos mais importantes componentes da resposta
inata, sendo composto por aproximadamente 35 proteinas presentes no soro, fluidos
corporeos, e em membranas celulares (SERRUTO et al., 2010). Essas proteinas
possuem a capacidade de reagirem entre si, promovendo uma cascata de reacoes e
resultando na opsonizacéao e lise da membrana de patégenos, bem como, na indugao
de uma resposta inflamatoria auxiliar ao combate a infecgdo. Estdo amplamente
distribuidas pelos fluidos corporais em forma de zimogenos, sendo ativadas nos locais
de infeccdo. Existem trés vias distintas para a ativacdo do complemento na membrana
dos patogenos, variando quanto as moléculas necessarias para sua iniciagdo, mas

convergindo para as mesmas moléculas efetoras (Figura 1).

A via classica inicia-se apés a ligacdo da molécula Clq em complexos
antigeno-anticorpos formados por IgM ou IgG na superficie do patdégeno. A ligacao de
Clq ativa as outras moléculas do complexo C1, que por sua vez cliva as proteinas C4
e C2, gerando a molécula C4b2a, uma C3 convertase. A via das lectinas se inicia
através da ligacao a residuos de manose pela “Manose Binding Lectin” (MBL)
formando complexos com as proteinas MASP (MBL-associated serine protease), 0s
quais permite a MASP-2 clivar C4 e C2, e também originar a C3 convertase. Por fim,
a via alternativa pode ser iniciada pela ligacao espontanea do componente do sistema
complemento C3b a membrana do patdgeno, interagindo com o fator B e formando a
C3 convertase especifica desta via, C3bBb (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010).

Independente da via de ativacdo, a formacéo de uma C3 convertase pode ser
observada em todas elas. Essa enzima ativa possui a capacidade de clivar o
componente C3 nos fragmentos C3a e C3b. Enquanto C3a, juntamente com outros
fragmentos da cascata, terdo a funcdo de peptideos mediadores da inflamacéo, a
molécula C3b promoveré a opsonizagéo de patdégenos auxiliando na fagocitose, bem
como, dara seguimento a uma préxima cascata de ativacao que resultara na formacao

de um “complexo de ataque a membrana” (MAC), gerando a lise celular de patdégenos.
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Figura 1. Esquematizacéo das vias do sistema complemento. Todas as vias de ativagéo do
sistema complemento levam a formac&o de uma C3 convertase. A formacdo desta molécula permite a
liberacdo de mediadores pré-inflamatérios, a osponizacéo de patégenos e a formagéo de um complexo
de ataque a membrana (Adaptado de JANEWAY et al., 2001).

Para evitar danos as células do préprio organismo e a ativacdo desnecessaria
das proteinas do complemento, o sistema conta com um preciso mecanismo de
regulacdo. Para isso, as células expressam diferentes proteinas reguladoras
atracadas as membranas, como o0 “Decay accelerating factor” (DAF) e a “Membrane
co-factor protein” (MCP) ou ainda marcadores capazes de atrair componentes
sollveis de regulacdo, como o Fator H (FH), responsavel pela inibicdo da via
alternativa e o C4B-binding protein (C4BP), o qual inibe as vias classica e a da lectina.
Esses reguladores aceleram o decaimento das C3 convertases, e ambos agem como
co-fatores do Fator | (FI), responsavel pela clivagem irreversivel de C3b e C4b,
interferindo desta forma nas trés vias do complemento (WEILER et al., 1976; GIGLI;
SROVILLO; HALBWACHS-MECARELLI, 1985; MISASI et al., 1989)

O fator H foi descrito inicialmente por Nilsson e Muller-Eberhard (1965) e refere-
se a uma glicoproteina de 155 kDa composta por 20 dominios repetitivos chamados
de Short Consensus Repeats (SCR). A porcdo N-terminal da proteina (SCRs 1-4)
medeia as atividades regulatorias do fator, enquanto que a por¢céo C-terminal realiza

a ligacdo do fator & membrana celular e o reconhecimento das superficies-alvo,

podendo realizar uma atividade de inibicdo diretamente na superficie celular (KOPP
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et al., 2012). Estudos determinaram uma concentragédo do Fator H no soro humano
em adultos saudaveis de 265-684 pg/ml (DE PAULA et al., 2003). Existem outras
proteinas que contém dominios SCR, podendo ser formadas devido ao splicing
alternativo do gene, como o FH-like (FHL-1), bem como, codificadas por outros genes
e denominadas Factor H related proteins (FHR-1, FHR-2, FHR-3, FHR4a, FHR4b e
FHR-5). Enquanto FHL-1 possui conservado os SCRs 1-4 e consequentemente a
atividade reguladora, FHRs ndo possuem esse fragmento conservado, ndo tendo suas
propriedades funcionais totalmente definidas, mas demonstrando recentemente
capacidade de atuar na inibicdo de C5 e consequentemente da formacéo do complexo
de ataque a membrana (HEINEN et al., 2009).

A molécula C4b Binding protein (C4BP) é uma glicoproteina de 570 kDa,
formada por sete cadeias a idénticas, contendo oito dominios SCR cada e
aproximadamente 60 aminoacidos, e uma cadeia B com trés dominios SCR. Esta
proteina acelera o decaimento da C3 convertase das vias classica e das lectinas, o
C4b2a e também atua como cofator de FI.

Diferentes estratégias de evasdo do sistema complemento foram
desenvolvidas por microrganismos patogénicos, como a producdo de uma capsula
para prevencdo do reconhecimento pelo sistema complemento, a secrecdao de
proteinas capazes de inativar moléculas do sistema e a capacidade de captacao dos
fatores de regulacédo (LAMBRIS; RICKLIN; GEISBRECHT, 2008). Como exemplo de
proteinas microbianas identificadas com a funcéo de ligacao a fatores de regulacéo
do complemento, podem ser citadas as proteinas: fHbp de N. meningitidis (PIZZA,
DONNELLY; RAPPUOLI, 2008), OspE e CspA de Borrelia burgdorferi (HELLWAGE
et al.,, 2001; KRAICZY et al., 2004), Shi de Staphylococcus aureus (HAUPT et al.,
2008) e PspC de Streptococcus pneumoniae (JANULCZYK et al., 2000), todas
promovendo a captacdo do fator H; e as proteinas FHA de Bordetella pertussis
(BERGGARD et al., 2001), PorA de N. meningitidis (JARVA et al., 2005) e YadA de
Yersinia enterocolitica (KIRJAVAINEN et al., 2008), capazes de recrutar C4BP. Além
destes CIfA de S. aureus demonstrou capacidade de ligacao ao fator | (HAIR et al.,
2008). As elevadas concentracdes plasméticas dos reguladores e a sua pronta
disponibilidade, garantem o répido revestimento dos patdgenos ao entrarem na
circulacdo sanguinea e consequentemente a sua sobrevivéncia no soro humano
(LAMBRIS; RICKLIN; GEISBRECHT, 2008).
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Assim como outros patégenos, leptospiras patogénicas possuem diferentes
mecanismos que garantem a evasdo do sistema complemento. A habilidade das
leptospiras patogénicas em se multiplicar e se espalhar no organismo do hospedeiro
reflete a baixa eficacia do complemento contra elas. Essa constatacao foi realizada
por Cinco e Banfi (1983) e desde ent&o busca-se elucidar os mecanismos e fatores
de viruléncia envolvidos nesse processo. Fraga et al. (2014) descreveram uma
possivel capacidade de secrecdo de proteases, capazes de clivar fatores do
complemento por leptospiras patogénicas, porém, a captacdo dos fatores de
regulacao soluveis FH e C4BP por proteinas de membrana externa é a estratégia mais
descrita. As proteinas Leptospiral Immunoglobulin-like A (LigA) e Leptospiral
Immunoglobulin-like B (LigB), possuem a capacidade de ades@o & ambos os fatores
de regulacdo (CASTIBLANCO-VALENCIA et al., 2012; CHOY et al., 2007). Além
destes fatores, estas proteinas demonstraram recrutar FHR-1, interferindo na
formacdo do complexo de ataque a membrana (CASTIBLANCO-VALENCIA et al.,
2012). Quanto a captacdo de C4BP, Barbosa et al. (2010) foram o0s primeiros a
identificar a capacidade das espécies L. interrogans, L. kirshneri, L. borgpetersnii, e L.
noguchi de interagir com esta molécula, identificando como responsavel por essa
funcao a proteina Leptospiral complement factor acquiring protein A (LcpA) (Figura 2).
Atualmente as proteinas Lsa25, Lsa30 e Lsa33 também j& foram relatadas como
possiveis ligantes desse fator de regulacdo (DOMINGOS et al., 2012; SOUZA et al.;
2012; OLIVEIRA et al., 2013).

Quanto a captacdo do fator H, além das proteinas “Lig” duas proteinas da
familia das Leptospiral endostatin-like (LenA e LenB), demonstraram realizar esta
funcdo (STEVENSON et al., 2007; VERMA et al., 2010) (Figura. 2).

Via alternativa Vias classica e da lectina
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Figura 2. Representac¢éo grafica da acédo das protéinas Len e LcpA na evasédo do sistema
complemento. Leptospiras saprofitas sdo suscetiveis a acdo do sistema complemento devido a
auséncia de proteinas com capacidade de captacdo de fatores de regulagdo do complemento
(Adaptado de Fraga; Barbosa; Isaac, 2010).
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Além destes fatores, a captacdo do plasminogénio, por bactérias patogénicas,
auxilia na capacidade de degradacdo de C3b, promovendo a diminuicdo da
opsonizagdo. (BARTHEL, SCHINDLER, ZIPFEL, 2012). As proteinas de Leptospira
spp. que ja demonstraram capacidade de ligacdo ao plasminogénio sdo: LenA
(VERMA et al., 2010), LipL32, rLIC12730, rLIC10494, Lp29, Lp49, Lp40, MPL36,
rLIC12238 (VIEIRA et al., 2010), OmpA-like (OLIVEIRA et al., 2011), Lsa20 (MENDES
et al., 2011), Lsa23, Lsa26 e Lsa36 (SIQUEIRA et al., 2013), EF-Tu (WOLFF et al.,
2013), Lsa44 e Lsa45 (FERNANDES et al., 2014).

Choy (2012), demonstrou que quando expressa na espécie saprofta L. biflexa,
a proteina LigB promove uma resisténcia parcial da bactéria ao soro. Essa protecéo
parcial demonstra o papel de outras proteinas nesta sobrevivéncia, indicando um
possivel papel de sinergismo nas funcdes das proteinas Lig, LenA e LcpA para esta
funcdo, como descrito pelo autor (CHOY, 2012; RAJA e NATARAJASEENIVASAN,
2013).

3.5 Leptospiral Immunoglobulin-like

As Leptospiral Immunoglobulin-like (Lig) compreendem os genes ligA, ligB e
ligC e foram identificadas por Matsunaga et al. (2003) através de uma triagem em
bibliotecas de expressédo de L. interrogans e L. kirschneri frente ao soro humano
convalescente a leptospirose. Essas proteinas pertencem a superfamilia de proteinas
com dominios Bacterial Immunoglobulin-like (BIG) repetidos, os quais incluem
determinantes de viruléncia em outros patdgenos como a intimina de E. coli
enteropatogénica, e a adesina de Salmonella entérica (LUO et al. apud MATSUNAGA
et al., 2003; BARLAG e HENSEL, 2015). Os trés genes descritos estao presentes
apenas em leptospiras patogénicas. Enquanto ligB é altamente conservado em uma
ampla variedade de espécies patogénicas, o gene ligA é restrito das espécies L.
interrogans, L. kirschneri e L. santarosai e ligC € um pseudogene (MCBRIDE et al.,
2009; CERQUEIRA et al., 2009; MURRAY, 2015).

As Lig sao lipoproteinas de superficie de alto peso molecular, contendo um
peptideo sinal lipoprotéico de 17 aminoacidos seguido de uma série de 12-13
dominios Ig-Like e, no caso de LigB, de um vasto dominio carboxi-terminal. A
sequéncia N-terminal de 630 aminoacidos da LigA e LigB sao idénticas, recebendo a
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denominacéo de porcdo LigBRep, enquanto que as suas porgdes C-terminal sé&o
variaveis, apresentando apenas 34% de identidade e sendo denominadas LigANI e
LigBNI (MATSUNAGA et al., 2003).

Diversos fatores apontam as proteinas Lig como importantes fatores de
viruléncia. A expressao destas proteinas € fortemente induzida pelo incremento da
osmolaridade do meio aos niveis fisiologicos do hospedeiro, indicando um
envolvimento com os estagios iniciais da infeccdo (MATSUNAGA et al., 2005; CHOY
et al., 2007). LigA e LigB ja demonstraram capacidade de ligacdo a diversas proteinas
da matriz extracelular. LigA tem capacidade de adesdo ao colageno, laminina e
fibronectina (CHOY et al.,, 2007; FIGUEIRA et al., 2011; LIN e CHANG, 2007),
enquanto LigB além de se ligar a estes componentes é capaz de aderir a elastina,
tropoelastina e heparina (LIN et al., 2009; CHING et al., 2012). Possuem também um
papel no dano tecidual gerado pela infecgcéo, através da sua capacidade de ligacédo
ao fibrinogénio e a componentes envolvidos na cicatrizacdo (CHOY et al., 2011). Além
dos componentes da matriz, as proteinas Lig desempenham uma funcdo importante
na estratégia do patdégeno de evasédo do sistema complemento, através da captacao
dos fatores reguladores, Fator H, FHL-1, FHR-1 e C4BP (CASTIBLANCO-VALENCIA
et al., 2012).

A identificagdo das proteinas Lig como importantes fatores de viruléncia e a
conservacdo do antigeno LigB em diversas espécies de leptospiras despertou o
interesse na utilizacdo destas proteinas como antigenos vacinais. Diversos ensaios
de imunoprotecdo em modelo animal ja foram desenvolvidos até entdo. Koizumi e
Watanabe (2004) foram os primeiros a avaliar a protecdo dos antigenos LigANI e
LigBNI através de um desafio homélogo em camundongos suscetiveis (C3H/HeJ).
Silva et al. (2007) constataram a capacidade de protecdo da porcado LigANI em
hamsters. As prote¢des encontradas neste trabalho variaram de 63% a 100% de
acordo com o aumento da concentracdo do antigeno. Em contraste, as porcdes
LigBRep e LigBNI ndo foram protetoras nesse estudo. Desde entéo, diversos estudos
tém demonstrado a capacidade protetora tanto de vacinas de DNA utilizando os genes
ligA e ligB (FAISAL et al.,, 2008; FORSTER et al.,, 2013), quanto de vacinas de
subunidade utilizando os antigenos LigA e suas porc¢des. (SILVA et al., 2007,
HARTWIG et al, 2014). Foi constatado também que a imunizagdo com os dominios

11-12 associados ao dominio 10 ou 13, da proteina LigA sao suficientes para garantir
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protecdo frente ao desafio (COUTINHO et al.,, 2011; LOURDAULT et al., 2014).
Quanto ao antigeno LigB, estudos ja encontraram protecdo na sua utilizacdo, mas a
sobrevivéncia de grupos controle, a variabilidade dos resultados dentro dos
experimentos do préprio estudo, bem como, o contraste com o resultado de outros
trabalhos, diminui a credibilidade da capacidade protetora deste antigeno (KOIZUMI
e WATANABE, 2004; YAN et al., 2009; CAO et al., 2011; SILVA et al., 2007; ADLER,
2015). Embora esses antigenos tenham demonstrado capacidade de protecédo, em
nenhum dos casos acima citados se obteve a inducdo de uma resposta imune-
esterilizante, sendo em todos os casos identificado a colonizagdo renal por
leptospiras, sendo este um ponto chave a ser buscado em novas formulagées

vacinais.

3.6 Leptospiral Endostatin-like

As proteinas Leptospiral Endostatin-like (Len) consistem em seis proteinas de
membrana externa (LenA-F) com funcbes diferenciadas entre si, mas com alta
similaridade a endostatina humana (STEVENSON et al., 2007). Inicialmente a
proteina LenA foi identificada por Barbosa et al. (2006) e Verma et al. (2006) em dois
estudos distintos. Barbosa et al. (2006) identificaram a proteina codificada pelo gene
LIC12906 em L. interrogans, constatando sua capacidade de adeséo a laminina e
denominando-a Lsa24 (Leptospiral Surface Adhesin 24 kDa). Verma et al. (2006)
buscaram em seu estudo proteinas de L. interrogans capazes de realizar ligacdo ao
fator H, identificando uma proteina de membrana externa de aproximadamente 25 kDa
e a denominando LfhA (Leptospiral factor H-binding protein A). Stevenson et al. (2007)
demonstraram por fim, que ambos estudos se referiam a mesma proteina, a qual ainda
possuia outras 5 proteinas homdlogas em L. interrogans, unificando suas

nomenclaturas para Leptospiral endostatin-like proteins A-F.

Todas as proteinas Len demonstraram capacidade de ligacéo a fibronectina e
a laminina, enquanto LenA demonstrou também capacidade de ligacdo as moléculas
de regulagdo do complemento, plasminogénio, fator H e FHR-1 e LenB as duas
ultimas (BARBOSA et al., 2006; STEVENSON et al., 2007; VERMA et al., 2006).

LenA demonstrou ainda ser conservada nas patogénicas L. interrogans sorovar

Lai, Copenhageni, Grippotyphosa e Hardjo em contraste a espécie ndo patogénica L.
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biflexa, sendo altamente antigénica e reconhecida por soros convalescentes humanos
e equinos (VERMA et al.,, 2006; TOOT, 2007). Nao foram encontrados trabalhos

publicados avaliando a capacidade imunoprotetora dessa proteina.

3.7 Leptospiral complement regulator aquiring protein A

A primeira identificacdo de uma proteina capaz de se ligar ao fator de regulacdo
do complemento C4BP foi realizada por Barbosa et al. (2010), denominando-a
Leptospiral complement regulator-aquiring protein A (LcpA). Esta proteina demonstrou
ser de membrana externa, possuir cerca de 20 kDa e estar presente nas espécies
patogénicas L. interrogans, L. kirschneri, L. noguchi e L. borgpeterseni, e ausente na
espécie sapréfita L. biflexa. Foi observado também, que esta proteina codificada pelo
gene LIC11947 se refere a mesma ja descrita anteriormente como LipL22, a qual
demonstrou antigenicidade ao ser reconhecida por soro humano convalescente
(GAMBERINI et al., 2005).

Felix (2009) avaliou a capacidade imunoprotetora da proteina, ndo observando
protecdo contra desafio homdlogo em hamsters. Fraga (2009) realizou uma
imunizacao, neste mesmo modelo animal, com um pool contendo as proteinas LipL22,
LipL23, LipL32, OmpA76, AnkB, Sph4 e SphH, observando a indugéo de anticorpos
especificos as quatro primeiras proteinas e uma protecdo de 30% em desafio letal

homaologo.

3.8 Outras proteinas

Recentemente outras proteinas foram identificadas com a capacidade de
adesdo aos fatores de regulacdo do complemento. Domingos et al. (2012)
descreveram o papel de duas proteinas de L. interrogans nas interacdes patdgeno-
hospedeiro, Lsa25 e Lsa33 (Leptospiral surface adhesin). Ambas proteinas, além da
adesdo em alguns fatores da matriz extracelular, demonstraram capacidade de
ligacdo a molécula C4BP, sendo que Lsa33 ainda é capaz de se ligar ao
plasminogénio. O autor ainda constatou que a sequéncia génica codificante para estas

proteinas € conservada nas espécies L. interrogans, L borgpetersenii, L. kirshneri e L.
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noguchi, e no caso de Lsa25 ainda em L. santarosai. Quando testadas em ELISA com
soros humanos de fase aguda e convalescente, a proteina Lsa33 se mostrou nao
reativa em ambas as fases, enquanto que Lsa25 demonstrou reacao com soros tanto
da fase aguda quanto convalescente, demonstrando-se como um forte candidato para
um diagnostico precoce da doenca (DOMINGOS et al., 2012). Souza et al. (2012),
identificaram essa capacidade de ligacdo ao C4BP e plasminogénio também na
adesina Lsa30 de L. interrogans. Esta proteina também demonstrou capacidade de
adesao a laminina e a fibronectina. Ja Siqueira et al. (2013), identificou a proteina
Lsa23 como ligante dos fatores C4BP e FH, sendo neste ultimo observada uma
capacidade de adeséo significativa, mas em uma baixa escala.

Domingos (2014), avaliou a capacidade imunoprotetora das proteinas Lsa25 e
Lsa33. Seus resultados demonstraram que a proteina Lsa25 conferiu protecdo de
20% e 30% frente aos dois ensaios de desafio homologo em hamster. Porém, o grupo
controle apresentou 20% de sobrevivéncia, ndo se observando uma protecdo
significativa. Do mesmo modo, a protecdo de 41,5% observada em um dos dois
ensaios pela proteina Lsa33 é contrastada pela sobrevivéncia de 25% do grupo

controle.

O fator de enlogacdo Tu (EF-Tu) é outra molécula que recentemente
demonstrou estar relacionada com a evasdo do sistema imune em leptospiras
patogénicas. Essa proteina bacteriana possui a capacidade de exercer mais de uma
funcao celular, localizando-se em diferentes compartimentos. O EF-Tu de Leptospira
spp. demonstrou estar localizado na superficie da bactéria e ter a capacidade de
ligagcdo ao plasminogénio e ao Fator H, sendo conservado em diferentes espécies do
género (WOLFF et al., 2013). Esta proteina se demonstrou imunogénica e foi capaz

de conferir 40% de protecao apos dois ensaios de desafio em hamsters.
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4 Metodologia

4.1 Cepas, condi¢Oes de cultivo e extracdo do DNA

O genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 foi
utilizado como molde para as amplificacdes. As leptospiras foram crescidas em meio
EMJH (Difco) enriquecido com 10% de suplemento comercial (Difco) a 30 °C por 7
dias. Foram utilizadas 108 células para a extracdo de DNA gendmico, através do kit
comercial illustra bacteria genomic prep mini spin (GE Healthcare).

Para a clonagem no vetor pAE e expressdo das proteinas recombinantes,
foram utilizadas as cepas E. coli DH5a e E. coli BL21 (DE3) Star, respectivamente.
Estas cepas foram cultivadas a 37 °C em meio Luria-Bertani (LB) (1% triptona, 0,5%
extrato de levedura e 0,5% NaCl) ou 2YT (1,6% triptona, 1% extrato de levedura e
0,5% NacCl), sendo agitados a 200 rpm ou ainda acrescidos de 1,5% de agar. Quando

necessario o meio foi suplementado com 100 pg.ml-1 de ampicilina.

4.2 Desenho dos primers e amplificacdo dos genes por PCR

Para amplificacdo dos genes de interesse foram desenhados primers a partir
de sequéncias depositadas no GenBank (NCBI) com o auxilio do software
VectorNTI11 (Invitrogen), sendo colocados nos primers forwards sitios para a enzima
de restricdo BamHI, e nos primers reversos sitios para a enzima Kpnl (sublinhados na

tabela) visando a clonagem dos genes ligBNI, lenA e IcpA no vetor pAE (Tabela 1).

Tabela 1. Primers utilizados para a amplificacdo por PCR dos fragmentos ligBNI, lenA e IcpA.

Nome Sequéncia 5 -3’

ligBNI_For CGGGGATCCGATGCTAGCGATATTGCTGAAATTA
ligBNI_Rev CGGGGTACCTTACCTAGGACTGCCGCCACCGCCAGATACTGAACCGTAGGTCG

lenA_For CGGGGATCCATCGCTAGCGGGGATAAAAAAGAA
lenA_Rev CGGGGTACCTTACCTAGGACTGCCGCCACCGCCCTGTTCTACACAGAG

IcpA_For CGCGGATCCATCGCTAGCTGTGCTCCTTCGAGGT

[cpA_Rev CGGGGTACCTTACCTAGGACTGCCGCCACCGCCTTTTTCTGGAGGAAGAAC
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Os primers foram dissolvidos para uma concentracao de estoque de 50 pmol/
pl. Para as aliquotas de trabalho, 10 ul da solucéo estoque foram diluidos em 30 pl de
agua ultrapura livre de DNAse e RNAse, estabelecendo uma concentragéo de trabalho
de 12,5 pmol/ul.

As sequéncias codificadoras dos genes foram amplificadas pela técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando a enzima Taq DNA Polimerase
(GoTag Coloress Master Mix — Promega). Foram construidas reacfes com um volume
final de 25 pyl contendo: 1 pl de DNA molde, 1 ul de primer forward e 1 pl de primer
reverse, além de 12,5 ul de PCR Master mix (Promega) e 9,5 pl de agua. As amostras
foram expostas por 5 min a 94 °C seguido de 35 ciclos de desnaturagéo (94 °C por 30
s), anelamento (51 °C por 30 s) e renaturacao (72 °C por 90 s), e uma ultima etapa de
5 min a 72 °C. Os produtos da PCR foram visualizados através de eletroforese em gel
de agarose (1,5%) e purificados utilizando o GFX PCR and Gel Band Purification kit
(GE Healthcare).

4.3 Clonagem dos genes em vetor pAE

Os produtos da PCR e o vetor de expressao pAE foram digeridos com as
enzimas de restricdo BamHI e Kpnl (Invitrogen) por 2 h a 37 °C. O resultado dessas
reacoes foi visualizado através de eletroforese em gel de agarose 1%. O produto de
cada digestao foi purificado através do mesmo kit anteriormente citado. Uma nova
eletroforese foi realizada afim de visualizar e quantificar o material purificado. A
ligacdo dos insertos ao vetor pAE foi realizada com a enzima T4 DNA ligase

(Invitrogen) a 4 °C overnight, estabelecendo uma proporcao molar 3:1 de inserto/vetor.

4.4  Transformacéo de E. coli por eletroporacao

Para o processo de transformacdo foram utilizados 80 pl de células
eletrocompetentes de E. coli DH5a e 2 pl dos produtos de ligacao. A eletroporacéo
ocorreu sob as seguintes condi¢Bes: 25 uF de capacitancia, 200 Q de resisténcia e
2.5 kV de tensdo. Apos a transformacéo as células foram plaqueadas em meio Luria-
Bertani (LB) sélido suplementado com 100 pug.ml* de ampicilina e as placas incubadas
a 37 °C por 16-18 h.
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4.5 Triagem dos clones recombinantes

Colbnias isoladas que cresceram no meio com o antibiotico foram selecionadas
e submetidas ao processo de triagem por extracdo rapida de DNA por fenol-
cloroférmio (JOUGLARD et al.,, 2002). Os clones caracterizados como possiveis
recombinantes através de eletroforese foram cultivados em meio LB acrescido de 100
ug.mlt de ampicilina. Desse cultivo realizou-se uma extragdo de DNA plasmidial com
GFX Micro Plasmid Prep Kit (GE Healthcare).

Os plasmideos extraidos foram submetidos a digestdo com as mesmas
enzimas de restricdo (BamHI e Kpnl) para confirmacdo da presenca do inserto
conforme descrito anteriormente. A liberagédo do inserto foi visualizada por eletroforese

em gel de agarose 1%.

4.6 Expresséao heterd6loga das proteinas rLigBNI, rLenA e rLcpA

Para expresséo das proteinas recombinantes a cepa E. coli BL21 (DE3) Star
foi transformada com os vetores pAE/LigBNI, pAE/LenA e pAE/LcpA através do
processo de choque térmico. Para isso, foram adicionados em um microtubo, 100 pl
de CaCl2 (100 mM), aproximadamente 50 ng do vetor recombinante e 1 col6nia fresca
da cepa de expressao, mantendo-o em gelo por 15 minutos; a 42 °C por 1 minuto e
novamente ao gelo por 2 minutos. O produto desse processo foi utilizado para inocular
50 ml de 2YT suplementado com 100 pg.mlt de ampicilina, o qual foi cultivado a 37
°C overnight. Este cultivo serviu de indculo para 450 ml de 2YT com 100 pg.ml* de
ampicilina, que foi incubado a 37 °C até a fase log de crescimento (DOsoo entre 0,6 e
0,8). A expressao das proteinas recombinantes foi induzida com 1 mM de IPTG
(isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) por 3 h. Logo apds, a cultura foi fracionada
centrifugada a 10.000 g por 10 min a 4 °C, e os pellets utilizados para a extracéo

proteica.
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4.7  Solubilizacéo e Purificacdo das proteinas recombinantes

Os pellets foram ressuspendidos em 30 ml de tampé&o contendo 100mM de Tris-
base e 300 mM de NaCl (pH 8,0) e as células rompidas por sonicacdo em 6 pulsos de
60 MHz por 30 segundos. A suspenséao foi novamente centrifugada (10.000 x g por
10min), sendo o sobrenadante armazenado e o pellet solubilizado em tamp&o Tris-
NaCl contendo 8 M de uréia seguido do mesmo procedimento de centrifugacéo. Para
determinacdo da solubilidade das proteinas e sucesso da expressao foi realizado
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) e um Dot-Blot utilizando 10 pl
dos sobrenadantes e os anticorpos anti-6xHIS (Sigma) (1:6000) e anti-lgG de
camundongo conjugado a peroxidase (1:6000).

As solubilizacbes contendo as proteinas recombinantes foram filtradas e
purificadas através de cromatografia de afinidade em coluna de Niquel-Sepharose
(GE HealthCare). As aliquotas das purificagdes foram submetidas a SDS-PAGE 12%
e posteriormente dialisadas a 4 °C contra tampao contendo 100 mM de Tris-Base, 300
mM de NaCl e em concentracdes decrescentes de ureia. Por fim, as proteinas foram
dialisadas contra tampao fosfato-salino (PBS) (pH 7,2) overnight a 4 °C e armazenada
a— 20 °C. As proteinas foram quantificadas pelo kit BCA Protein Assay (PIERCE).

4.8 Caracterizacdo das proteinas por Western Blot

A caracterizacdo das proteinas recombinantes foi realizada através de SDS-
PAGE 12% seguido de Western blot (WB) com anticorpo monoclonal anti-6xHIS
(Sigma). Membranas de nitrocelulose Hybond ECL (Amersham Biosciences) foram
utilizadas para a eletrotransferéncia. As membranas foram bloqueadas com leite em
po 5%, overnight a 4 °C, e posteriormente lavadas 3 vezes com PBS + 0,05% de
Tween 20 (PBS-T). As membranas foram incubadas durante 1 h a temperatura
ambiente com o anticorpo anti-6xHIS em uma diluigdo de 1:6000. AplOs novas
lavagens, utilizou-se como anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado
a peroxidase (Sigma) na diluigcdo de 1:6000 incubado nas mesmas condi¢des da etapa
anterior. Na ultima etapa foram realizadas 5 lavagens com PBS-T e a revelacdo com

solugéo contendo diaminobenzidina (DAB) e H20:2.
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5 Resultados

5.1 Amplificacdo dos genes por PCR

Todos os genes foram corretamente amplificados por PCR, resultando em
fragmentos nos tamanhos esperados de 684 pb para lenA, 555 pb para IcpA e 1500
pb para ligBNI respectivamente (Figura 3).

1650 =P 1500 pb: ligBNI

=P 684 pb: lenA
=P 555 pb: IcpA

650

500

Figura 3. Amplificacdo por PCR dos genes lenA, IcpA e ligBNI. (1) Marcador de peso molecular 1kb
plus DNA ladder (Invitrogen); (2) amplificagdo do gene lenA; (3) amplificacdo do gene IcpA; (4)
amplificac@o do gene ligBNI.

ApoOs a digestao dos insertos e do vetor pAE com as enzimas BamHI e Kpnl,
os insertos foram clonados em seus vetores, gerando as constru¢des recombinantes
pAE/lenA, pAE/IcpA e pAE/ligBNI.

5.2 Caracterizacao dos clones recombinantes

Apos a transformacéo em E. coli DH50 foi possivel a identificacdo da presenca
dos clones recombinantes em colOnias resistentes a ampicilina. Foi realizada uma
triagem inicial através da visualizacdo em gel de agarose em busca de um padréo de
banda mais alta do que a do vetor sem inserto, sugerindo a presenca dos genes de

interesse nessas construcdes. As coldnias selecionadas, tiveram seus plasmideos
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propagados, extraidos e digeridos com as enzimas BamHI e Kpnl, permitindo obter
ao menos um plasmideo recombinante caracterizado para cada gene de interesse
(Figura 4).

ligBni

lenA
lcpA

Figura 4. Caracterizagao dos vetores recombinantes através da digestédo com as enzimas BamHI
e Kpnl. Vetores recombinante pAE/ligBni (A); pAE/lenA (B) e pAE/IcpA (C). (1) Marcadores de peso
molecular 1kb plus DNA ladder (Invitrogen); (2) clones recombinantes.

5.3 Expresséo e purificacdo das proteinas recombinantes

Os plasmideos que tiveram a presenca do inserto confirmada, foram utilizados
para transformacédo em E. coli BL21 (DE3) Star. Todas as proteinas foram expressas
na forma insolavel, sendo o protocolo de solubilizacdo em ureia eficiente. A purificacdo
permitiu obter corretamente uma banda Unica, aparentemente livre de contaminantes,
para cada proteina recombinante, apresentando os tamanhos esperados de 52 kDa
para rLigBni, 25 kDa para rLenA e 22 kDa para rLcpA (Figura 5).

Os rendimentos obtidos pelas expressdes de acordo com a quantificacao pelo
kit BCA protein Assay (PIERCE) apés as etapas de purificacdo e dialise foram de
28,71 mg/L de cultivo para rLigBni, 4,97 mg/L para rLenA e 2,28 mg/L para rLcpA.
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1 2 3 4

52kDa
=P 52 kDA: rLigBNI

31kDa

=P 25 kDA: rLenA
= 22 kDA: rLcpA

24kDa

17kDa

Figura 5. SDS-PAGE das proteinas recombinantes purificadas. (1) Marcador de massa molecular
Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker (GE Healthcare); (2) rLigBni; (3) rLenA; (4) rLcpA.

5.4 Caracterizacdo das proteinas recombinantes por Western blot

Todas as proteinas recombinantes foram reconhecidas pelo anticorpo
monoclonal (mAB) anti-6xHIS nos tamanhos esperados, através da técnica de
Western blot (Figura 6). Como controle negativo foi utilizado extrato de E. coli ndo

transformada, nao apresentando nenhum reconhecimento no ensaio.

Figura 6. Caracterizacdo das proteinas recombinantes através de Western blot: (1) Marcador de
massa molecular Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker (GE Healthcare); (2) E. coli ndo
transformada; (3) rLigBni (52kDa); (4) rLenA (25kDa); (5) rLcpA (22 kDa)
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6 Discussao

O desenvolvimento de novas formulacdes vacinais contra a leptospirose, com
capacidade imunoprotetora e imuno-esterilizante permanece um desafio. A utilizacéo
de proteinas de membrana externa relacionadas com a capacidade de evasdo do
sistema complemento demonstra ser uma estratégia interessante e utilizada para a
imunizacdo contra diferentes patdogenos (MADICO et al., 2006; SANTI et al., 2009;
SANTOLAYA et al., 2012; SCHACHERN et al., 2014). A habilidade de evadir do
sistema complemento do hospedeiro, confere uma ampla vantagem ao patégeno para
sua disseminacao e colonizacdo como descrito por diversos autores em relacao as
leptospiras patogénicas (MERI et al., 2005; BARBOSA et al., 2008; CINCO, 2010;
FRAGA et al., 2011; CHOY, 2012).

Estudos anteriores ja identificaram diversas proteinas de Leptospira spp. com
a capacidade de captacdo de fatores de regulacdo do sistema complemento. As
proteinas Leptospiral immunoglobulin-like foram identificadas quanto sua capacidade
de adesao a esses fatores por Castiblanco-Valéncia et al. (2012), sendo antigenos
promissores no desenvolvimento de novas composi¢des vacinais devido aos diversos
relatos de protecéo obtidos em imunizagdes utilizando estes fragmentos (KOIZUMI e
WATANABE, 2004; SILVA et al., 2007; YAN et al., 2009; FAISAL et al., 2009;
COUTINHO et al., 2011; FORSTER et al., 2013; LOURDAULT et al., 2014). Porém,
muitas limitac6es ainda sdo apresentadas em ensaios de desafio em modelo animal
utilizando esses antigenos. O antigeno LigANI apesar de conferir protecao total em
diferentes ensaios, ainda ndo se demonstrou capaz de conferir uma imunidade
esterilizante, assim como os fragmentos LigBRep e LigBNI. Quanto a estes ultimos,
sua capacidade imunoprotetora ainda é controversa, devido a sobrevivéncia de
grupos controle em ensaios com protecao e dificuldade na reprodutibilidade dos
resultados (KOIZUMI e WATANABE, 2004; YAN et al.; 2009; CAO et al., 2011).

Choy (2012) avaliou a influéncia da proteina LigB para a sobrevivéncia das
leptospiras em soro humano. Essa sobrevivéncia é exclusiva das espécies
patogénicas, visto que as saprofitas sado rapidamente eliminadas apds entrarem na
corrente sanguinea, permitindo evidenciar o papel de fatores de viruléncia existentes
com exclusividade em espécies patogénicas. Porém, foi observado que quando

expressa na cepa saprofita L. biflexa, a proteina LigB promove uma maior sobrevida
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ao patégeno, mas nao confere uma protecdo total frente ao soro, evidenciando a
utilizacdo de outras proteinas relacionadas com a evasdo do sistema imune, em
espécies patogénicas, para a sua sobrevivéncia. Sendo destacadas pelo autor as
proteinas LenA e LcpA como as possiveis atuantes neste papel de sinergia com a
proteina LigB, quanto a esta funcdo (CHOY, 2012; RAJA e NATARAJASEENIVASAN,
2013).

Estas evidéncias permitiram a construcdo da hipdtese que sustenta a
necessidade deste trabalho. A promocao de uma resposta humoral especifica capaz
de realizar uma possivel neutralizacdo de moléculas de evasdo do sistema
complemento permitira uma atuacao mais eficiente deste sistema frente a uma infecao
por leptospiras patogénicas, resultando em uma maior suscetibilidade do patégeno e
uma melhor ativacao da imunidade adaptativa. Para testar essa hipétese este trabalho
realizou a expressdo dos antigenos LigBNI, LenA e LcpA que juntamente com o
antigeno LigANI ja expresso anteriormente pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de
Vacinologia (CDTec-UFPel) permite a avaliacdo da capacidade dessas proteinas,
quando combinadas, de promoverem a suscetibilidade do patdogeno ao sistema
complemento, e/ou promoverem uma resposta imuno-protetora contra a leptospirose.

Neste estudo foi possivel obter com éxito as proteinas recombinantes através
de um sistema de expresséao heterdloga, utilizando a cepa E. coli BL21 (DE3) Star e
o vetor de expressdo pAE. A correta amplificacdo, digestdo e clonagem dos
fragmentos génicos demonstraram o sucesso na construcao in silico dos primers. O
sistema de expressédo em E. coli, utilizado aqui, € o sistema bacteriano mais utilizado
para a expressao de proteinas recombinantes em laboratérios de pesquisa (CHEN,
2012). A cepa de expressao utilizada difere das cepas relatadas por alguns outros
artigos para a expressao das proteinas LenA e LcpA (VERMA et al., 2006; BARBOSA
et al., 2010). A cepa de expressao Star, utilizada neste trabalho, confere uma maior
estabilidade ao mMRNA, através de uma mutacdo em um gene codificante para uma
RNAse, garantindo niveis de expresséo 2-10 vezes maior do que a cepa selvagem
(INVITROGEN, 2003).

Quanto ao vetor utilizado, este possui a capacidade de adicdo de “cauda” de
seis residuos de histidina a proteina de interesse, o que permitiu realizar com sucesso
a purificacdo das proteinas por cromatografia de afinidade, ndo se evidenciando

possiveis contaminantes nas amostras. Uma importante vantagem de proteinas de



40

fusdo com cauda de histidina em relagéo a outras como as fusionadas a glutationa-S-
transferase (GST) ou a cauda FLAG®, é a possibilidade de purificacdo em condi¢des
desnaturantes, visto que as interacdes entre os residuos de histidina e a coluna
sensibilizada com niquel é estavel em concentracdes altas de ureia (8 M), como as
utilizadas neste estudo (RAMOS et al., 2004). Apoés a purificacdo se fez necessério o
processo de remocdo do agente desnaturante e do imidazol por dialise, no qual
também foi observado o sucesso no procedimento adotado. Os residuos de histidina
também permitiram a caracterizacdo das proteinas por Western Blot utilizando mAB
anti-6xHIS.

Neste trabalho, as sequéncias codificantes dos genes ligBNI, lenA e IcpA foram
clonadas em vetor pAE, obtendo-se vetores recombinantes funcionais. A utilizacdo
destes vetores permitiu obter proteinas recombinantes que possibilitam a realizacdo
de ensaios futuros que busquem avaliar a capacidade da indugcéo de uma resposta
imunoprotetora através da combinacdo destes antigenos. Além das proteinas
expressas neste estudo, outras proteinas tiveram sua capacidade de ligacdo aos
fatores de regulacdo identificada nos ultimos anos. Essas proteinas se demonstram

como alvos para a utilizacdo na mesma estratégia aqui descrita.

7 Perspectivas Futuras

A expressdo das proteinas rLigBNI, rLenA e rLcpA, juntamente com a do
antigeno rLigANI j& produzida por nosso grupo de pesquisa, permitirA o
desenvolvimento de ensaios para a avaliacdo da capacidade imunoprotetora, da
combinacao destes antigenos, contra leptospirose.

Sera possivel verificar a capacidade imunogénica das proteinas, assim como,
se 0s anticorpos produzidos por estas possuem a capacidade de reduzir ou neutralizar
a captacdo dos fatores de regulagdo do complemento por leptospiras patogénicas,
através da avaliacdo da suscetibilidade da bactéria ao soro hiperimune.

Além disto, sera possivel a construcao de formulac¢des vacinais para utilizacdo
frente a um desafio homologo com L. interrogans sorovar Copenhageni cepa L1-130,
em modelo animal Mesocricetus auratus (Hamster Dourado). Serdo construidos pools
contendo as proteinas LenA e LcpA, juntamente com uma das proteinas Lig (LigANI
ou LigBNI).
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8 Conclusao

- A construcdo in silico dos primers para a amplicacdo dos genes de interesse
foi realizada com sucesso, permitindo a amplificacdo correta dos fragmentos por PCR.

- Os processos de digestédo e ligacdo dos fragmentos em vetor pAE utilizados
permitiram a obtencdo dos vetores funcionais pAE/ligBNI, pAE/lenA e pAE/IcpA.

- A expressao das proteinas recombinantes rLigBNI, rLenA e rLcpA em sistema
de expresséo procarioto utilizando a cepa E. coli BL21 (DE3) Star foi eficiente.

- O processo de purificacdo através de cromatografia de afinidade ao niquel
permitiu a obtencdo das proteinas de interesse aparentemente livres de
contaminantes.

- Ensaios futuros seréo realizados com o objetivo de avaliar a capacidade
destas proteinas, quando combinadas, de promoverem a suscetibilidade do patégeno
ao sistema complemento e/ou induzirem uma resposta imune protetora contra a

leptospirose.
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