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Resumo

HARTWIG, Daiane Drawanz. Universidade Federal de Pelotas. Vacina
Recombinante de Subunidade contra Leptospirose: Avaliagdo do Potencial
Imunogénico de Lipoproteinas. 2006. 65f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de
Po6s-Graduagcdo em Biotecnologia Agricola. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

A leptospirose é considerada um problema global de saude na area humana e
veterinaria. E uma zoonose causada por bactérias do género Leptospira, prevalente
em todos os continentes. O desenvolvimento de uma vacina potente e eficaz contra
a leptospirose se justifica, ja que as convencionais induzem imunidade pouco
duradoura e sorovar especifica. A busca por uma vacina multivalente, através da
identificacdo de imundgenos protéicos conservados, que gerem prote¢ao cruzada, é
o foco no estudo da leptospirose e, neste sentido, lipoproteinas de Leptospira sao
apontadas como potenciais candidatos. No presente estudo, utilizou-se a analise in
silico, como estratégia na identificagdo de lipoproteinas de L. interrogans sorovar
Copenhageni com potencial imunogénico, visando o desenvolvimento da vacina
recombinante. Foram selecionados oito genes (LIC11058, LIC10054, LIC20172,
LIC13059, LIC11567, LIC10091, LIC10009 e LIC13305) que codificam lipoproteinas
associadas a membrana de L. interrogans. Os genes foram clonados no vetor de
expressao em E. coli, pQE30, que permite a fusdo das proteinas recombinantes com
uma cauda de histidinas. As proteinas foram purificadas por cromatografia de
afinidade, inoculadas em camundongos e a resposta imune humoral avaliada
através de ELISA. Sete das oito lipoproteinas avaliadas foram capazes de induzir
resposta imune humoral em camundongos, no entanto, os niveis de resposta
variaram entre elas. As proteinas purificadas foram também testadas quanto a
reatividade com soro de pacientes com diagndstico de leptospirose. Seis proteinas
foram reconhecidas por soro humano, confirmando a presenca de anticorpos
especificos contra estas proteinas. As lipoproteinas LIC11058, LIC13059, LIC11567
e LIC10091 foram as que se destacaram pela alta imunogenicidade e reatividade
com soro de pacientes com leptospirose. Estas proteinas apresentam potencial para
serem utilizadas como antigenos vacinais e serdo selecionadas para estudos de
imunoprotecgao.

Palavras-chaves: Leptospira, Leptospirose, Vacina, Lipoproteinas.



Abstract

HARTWIG, Daiane Drawanz. Federal University of Pelotas. Subunit Recombinant
Vaccine against Leptospirosis: Evaluation of the Immunogenic Potential of
Lipoproteins. 2006. 65p. Dissertation (Master Degree) — Programa de Pés-
Graduagao em Biotecnologia Agricola, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.
Leptospirosis is a global concern for human and veterinary health. It is a zoonosis
caused by bacteria belonging to the Leptospira genus, prevalent worldwide. The
development of a potent and effective vaccine against leptospirosis is justified, once
conventional induce only short lived and serovar-specific immunity. The search for
multivalent vaccine, through the identification of conserved, antigenic and cross-
protective proteins, is the focus in leptospirosis research and, for this reason,
lipoproteins of Leptospira are potential candidates. In the present study, in silico
analysis was used as a strategy for identification of potentially protective lipoproteins
of L. interrogans serovar Copenhageni, aiming at developing recombinant vaccines.
Eight genes were selected (LIC11058, LIC10054, LIC20172, LIC13059, LIC11567,
LIC10091, LIC10009 and LIC13305), which code for lipoproteins associated to the
membrane of L. interrogans. These genes were cloned in expression vector in E. coli,
pQE30, that allows the fusion of the recombinant proteins to a histidine tag. The
proteins were purified for affinity cromathography, inoculated in mice and the humoral
immune response evaluated by ELISA. Seven of lipoproteins evaluated were able to
induce humoral immune response in mice, however, the levels of immune response
varied among them. The purified proteins were also evaluated regarding their
reactivity against human sera, positive for leptospirosis. Six of the proteins were
recognized by human sera, confirming the presence of antibodies against these
proteins. The lipoproteins LIC11058, LIC13059, LIC11567 and LIC10091 were highly
immunogenic for mice and antigenic when reacted against human sera. These
proteins are potential vaccine antigen candidates and they will be selected for
immunoprotection studies.

Keywords: Leptospira, Leptospirosis, Vaccine, Lipoproteins.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leptospirose

A leptospirose € classificada como uma antropozoonose direta que ocorre de
forma endémica mundialmente. Ela é causada por espiroquetas do género
Leptospira e tem sido considerada nos ultimos 10 anos como uma doenga
emergente que afeta humanos e diversas espécies de animais domésticos e
silvestres (McBRIDE et al., 2005).

O ressurgimento do interesse no controle da leptospirose deve-se a sua
ocorréncia como epidemia, tanto em paises de clima tropical, subtropical ou
temperado, desenvolvidos ou em desenvolvimento (BHARADWAJ, 2004). O Brasil e
a China sao os paises em que a leptospirose é tida como um dos maiores problemas
de saude publica (McBRIDE et al., 2005).

O aumento na incidéncia de casos costuma ocorrer durante os periodos de
chuva e enchentes, resultando em perdas de importancia econémica e social. Na
Ameérica do Sul e Central esses periodos tém sido intensificados pelo fenébmeno
climatolégico “El Nind” (KO et al., 1999; PLANK; DEAN, 2000; LEVETT, 2001), que é
caracterizado por um significativo aumento nos niveis pluviométricos.

A contaminagdo humana por Leptospira spp. resulta do contato com a urina
contaminada de animais portadores, que pode ser direto ou indireto, através de
agua, solo ou alimentos contaminados (LEVETT 2001; BHARTI et al., 2003;
BHARADWAJ, 2004). A espiroqueta penetra pelas superficies mucosas, pele lesada
ou até mesmo integra, se exposta por longo periodo ao meio contaminado, dando
inicio a fase aguda ou septicémica, que dura cerca de uma semana. Apds, invade a
circulagao, multiplicando-se e migrando aos o6rgédos de eleicdo, quando entéo
desaparece da circulacdo dando inicio a fase imune. E nesta fase que ha produgdo
de anticorpos e eliminagcdo das leptospiras pela urina (MITCHISON et al., 1997;
LEVETT, 2001; BAL, 2005). Desta forma a leptospirose se manifesta como uma
enfermidade bifasica.

As manifestagdes clinicas da doenga em 90% dos casos sdo benignas e
autolimitadas (LEVETT, 2001), ndo permitindo uma distingdo segura entre a
leptospirose e inumeras outras sindromes febris e mialgicas semelhantes. Os
sintomas vao desde um estado febril moderado, com vémitos, dores de cabeca,

musculares e abdominais, evoluindo em 5 a 15% dos casos a quadros mais severos
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de doenga de Weil, caracterizada por falhas renais e do figado ou leptospirose
pulmonar, que acarreta hemorragia pulmonar fatal, com uma taxa de mortalidade de
5 a 40% (SEHGAL; MURHEKAR; SUGUNAN, 1995; FAINE, 1999; BHARTI et al.,
2003). A maioria das complicagdes clinicas da leptospirose esta associada, portanto,
a localizagao das espiroquetas nos tecidos durante a fase imune.

A leptospirose tem causado ainda impacto econbémico para a agropecuaria,
com alta mortalidade nos rebanhos, abortos, natimortos, infertilidade e redu¢do na
producdo de leite (BHARTI et al., 2003). Esses problemas resultam em graves
prejuizos para os produtores e, conseqientemente, para a economia dos paises
acometidos, pois causam transtornos produtivos e reprodutivos animais (FAINE,
1999).

1.2 Agente etioldgico

A ordem Spirochaetales se subdivide em duas familias. A familia
Leptospiraceae que compreende os géneros Leptonema, Turneria e Leptospira e a
familia Spirochaetacea que incluir os géneros Borrelia e Treponema (FAINE, 1999).
Filogenéticamente, analises baseadas no seqlenciamento do 16S rDNA classificam
Leptonema como um grupo a parte e dividem o género Leptospira em dois grupos:
um formado por espécies patogénicas (L. interrogans senso Lato) e outro por nao
patogénicas (L. biflexa senso Lato) (FAINE, 1999). Em nivel laboratorial as espécies
saprofitas sao diferenciadas das patogénicas por crescerem a 13° C, na presencga de
225 ug.mL™" de 8-azaguanina e por sua incapacidade de formar células esféricas em
1 M de NaCl (LEVETT, 2001).

O género Leptospira € bastante diverso, contendo varios sorovares. Estes sao
antigenicamente distintos e mudangas na composi¢do do LPS (lipopolissacarideo)
sdo responsaveis por esta diversidade antigénica (ZUERNER et al.,, 2000).
Tradicionalmente, Leptospira spp. € subdividida em mais de 250 sorovares, que sao
classificados por absor¢gdo cruzada com antigenos heterdlogos. Estes sé&o
agrupados em sorogrupos de acordo com seus determinantes antigénicos, através
do teste de microaglutinagdo (MAT) (FAINE, 1999). Mais recentemente, a analise
molecular, que se baseia em caracteristicas genéticas, tem sido aplicada na
classificagdo de L. interrogans senso Lato (FAINE, 1999) e tem conduzido a varias
espécies dentro deste género: L. interrogans stricto sensu, santorosai, weiliii, inadai,

wolbachii, borgpetersenii, kirschnerii, meyeri e noguchii (RAMADAS et al., 1992).
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Embora a reclassificacao das leptospiras utilizando determinantes genéticos fornega
informacdes taxonémicas relevantes, ela se desenvolve independentemente a
classificagao soroldgica, que € mais aceita entre microbiologistas e epidemiologistas
(BHARTI et al., 2003). As leptospiras sao bactérias aerdbias estritas que crescem a
temperatura de 28 a 30° C em meios simples. O crescimento é lento e as culturas
podem levar semanas para positivar-se. As espécies patogénicas, ao contrario das
saprofitas, ndo se multiplicam em condi¢gdes naturais fora de um hospedeiro, mas
sobrevivem em solo umido, com pH ligeiramente alcalino e com baixa salinidade. Os
sorovares patogénicos sdo mais sensiveis a radiagao ultravioleta em relagdo aos
sapréfitas e, quando ndo expostos a esta, sua sobrevivéncia pode se estender até
seis meses (VINETZ, 2001).

As espiroquetas que compdem Leptospira spp. sdo microrganismos maoveis,
filamentosos e espiralados, que somente podem ser visualizados em microscopia de
campo escuro e de contraste de fase (FAINE, 1999). Seu tamanho é de 0,1 a 0,2 ym
de diametro e de 6 a 20 ym de comprimento, com uma ou as duas extremidades
curvadas como um ponto de interrogagdo (dai a denominagao interrogans). Sua
mobilidade deve-se a filamentos axiais dispostos um em cada podlo da célula,
apresentando estrutura protéica complexa (FAINE, 1999). A OM (outer membrane -
membrana externa) das leptospiras compartilha caracteristicas tanto com bactérias
Gram-positivas como com as Gram-negativas (ZUERNER et al., 2000), sendo que a
porcado lipopolissacaridica da célula tem composicdo similar a outras bactérias
Gram-negativas (VINH; ADLER; FAINE, 1986). As leptospiras e as bactérias gram-
negativas tém uma OM que funciona como uma barreira permeavel, protegendo-as
de condicdes de stress, tanto no meio externo quanto nos tecidos do hospedeiro
(SHANG; SUMMERS; HAAKE, 1996).

Morfologicamente todas as leptospiras sao indistinguiveis. A morfologia
particular dos isolados varia com os cultivos in vitro, mas pode ser recuperada com
passagens em hamsters (ELLIS et al., 1983).

O sequenciamento do genoma revelou que seu material genético esta dividido
em dois cromossomos circulares: um maior com 4.279 kb (cromossomo |) e outro
menor com 350 kb (cromossomo I1) (REN et al., 2003; NASCIMENTO et al., 2004a).
Estes dados foram revelados com o sequenciamento do genoma do isolado L.
interrogans Icterohaemorrhagiae sorovar Copenhageni L1-130 (FIOCRUZ, BA)
(NASCIMENTO et al., 2004b), obtido de um paciente com leptospirose severa
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durante um surto epidémico em 1996 (KO et al., 1999; BAROCCHI et al., 2001). Este
sorovar € considerado o mais patogénico para o homem e esta freqientemente

relacionado a casos severos de leptospirose humana (LEVETT, 2001).

1.3 Epidemiologia

A leptospirose é considerada um paradigma dentre as doencgas infecciosas. A
globalizagdo e as desigualdades sociais produzem padroes epidemiologicos
divergentes para pobres e ricos (McBRIDE et al., 2005). O ciclo de transmiss&o da
leptospirose envolve a interacido entre reservatérios animais, um ambiente favoravel
e grupos humanos susceptiveis. Os fatores de risco associados a infeccao
dependem, portanto, de caracteristicas da organizagao espacial dos ecossistemas e
das condic¢des de vida e trabalho da populacédo (MURHEKAR et al., 1998).

Em paises desenvolvidos a leptospirose estd comumente associada a pratica
de atividades recreacionais, viagens e esportes aquaticos, como, por exemplo,
natacdo, canoagem, rafting e pesca em agua doce (PLANK; DEAN, 2000). No
entanto, a incidéncia € maior nos paises quentes e/ou em desenvolvimento, por
causa da maior sobrevivéncia da leptospira e do contacto mais freqliente com
animais e ambiente contaminado. A doenca € sazonal (verdao e outono) nos paises
temperados, e acompanha a precipitacdo pluviométrica nos paises tropicais
(LEVETT, 2001). O diagnostico ineficiente da infeccdo associado a doenga
autolimitante faz com que o numero real de casos seja, frequentemente,
subestimado.

Um milhdo de pessoas reside em regides sem as minimas condigdes basicas
de saneamento. No Brasil e nas grandes cidades do terceiro mundo a leptospirose
associa-se as comunidades urbanas pobres (favelas) devido & pobreza, degradacgéao
da vida urbana, proliferacao de ratos, acumulo de lixo, crescente superpopulacéo e
periodos de cheias e enchentes. Somente no Brasil mais de 10.000 casos de
leptospirose sao reportados anualmente devido a ciclos de chuva (McBRIDE et al.,
2005).

A infeccdo humana se da principalmente pelo contato direto ou indireto com a
urina de animais infectados (LEVETT, 2001). A urina destes animais € a principal
fonte de disseminacao, ja que as leptospiras concentram-se nos tubulos contorcidos
proximais dos rins (ZUERNER et al., 2000; BHARTI et al., 2003). Concentragbes

significantes de bactérias (> 10° células.mL™) tem sido detectadas na urina de
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animais infectados (ZUERNER et al., 2000). Um animal infectado pode permanecer
assintomatico e continuar a eliminar leptospiras em sua urina ao longo de toda a vida
(PLANK; DEAN, 2000).

Neste sentido, os ratos e outros roedores sido considerados os principais
reservatorios e agentes disseminadores da infecgédo, no entanto, animais silvestres e
domeésticos, como caes e gatos, também sao potencialmente capazes de transmitir a
doencga (BHARTI et al., 2003; BHARADWAJ, 2004). Muitos cdes mesmo imunizados
podem eliminar leptospiras vivas em sua urina por longos periodos (PLANK; DEAN,
2000; BHARADWAJ, 2004). Dentre os roedores domésticos (Rattus novergicus,
Rattus rattus e Mus musculus) da-se maior importancia ao R. novergicus (rato de
esgoto) e R. rattus, comuns em zonas urbanas e que sado portadores de L.
interrogans Icterohaemorraghiae, considerado o sorogrupo mais patogénico ao
homem. Ja caes e gatos séo reservatoérios de L. canicola e L. hardjo, dominantes no
meio rural (BARCELLOS et al., 2003). No entanto, contaminagbes por
Icterohaemorraghiae no meio rural também ocorrem. Portanto, a prevaléncia de
diferentes sorovares de Leptospira causando doenga dentro de uma populagéo
depende dos reservatérios animais e do sorovar presente, bem como de fatores do
meio ambiente, ocupacao, praticas agrondmicas e agricolas (BHARTI et al., 2003).

Em areas urbanas o contato humano e animal com aguas e lama
contaminados, que ocorre mais frequentemente durante periodos de chuva intensa e
enchentes, demonstram a importancia hidrica na transmissdo da leptospirose
(VASCONSELLOS et al., 1994). As leptospiras dependem da agua para sobreviver e
alcangar o hospedeiro. Existem outras formas de contaminagdo que s&o
consideradas menos importantes, como a manipulacdo de tecidos animais e
ingestdo de agua e alimentos contaminados. Nas zonas urbanas a leptospirose
humana apresenta alguns grupos de risco, como: profissionais que lidam com
animais, médicos veterinarios, trabalhadores de abatedouros, inspetores de carnes,
mineradores, trabalhadores que tém contato com esgoto, entre outros (RATNAM et
al., 1993; BALAKRISHNAN; RAJENDRAN; SURESH BABU, 1994). Todos os
ambientes relacionados a ocupagao e ou manipulagdo animal constituem risco de
contaminagao tanto na zona urbana como na zona rural (LEVETT, 2001).

Nas zonas rurais trabalhadores expostos a locais contaminados com urina de
ratos e demais reservatorios, estdo entre o grupo mais acometido pela doenga. O

Estado do Rio Grande do Sul possui representativo nimero de trabalhadores rurais
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e apresenta uma alta incidéncia de leptospirose, com cerca de 10 casos por 100.000
habitantes, superior a média do pais (3,5 casos por 100.000 habitantes). O local
provavel de infec¢do, indicado pela investigagdo epidemiolégica de casos, aponta
tanto para o ambiente de trabalho quanto para o domicilio como principais formas de
contato com o agente (BARCELLOS et al., 2003). Neste estado onde a incidéncia é
maior, ha uma diversidade de situagdes de exposi¢cdo, reservatérios, agentes
etiologicos e quadros clinicos. As maiores taxas de incidéncia foram observadas em
areas de atividade agricola, principalmente areas de lavoura irrigada, onde existem
caracteristicas ecologicas favoraveis a transmissao da leptospirose, como a
proliferacdo de roedores associada a producao agricola intensiva (BARCELLOS et
al., 2003).

1.4 Tratamento e prevencdo da leptospirose

A leptospirose € um importante problema de saude publica em paises do
terceiro mundo, onde o controle depende principalmente de medidas higiénico-
sanitarias basicas e eficientes. No entanto, até o presente momento poucas medidas
efetivas para prevencdo da leptospirose tém sido implantadas (McBRIDE et al.,
2005).

Em locais onde a contaminacdo humana costuma ocorrer por contato direto
com a urina de animais portadores, ou através de solo ou agua contaminados,
medidas como: limpeza e a desratizacdo de residéncias, quintais e locais de
trabalho, eliminagdo dos fatores de risco que promovam quedas e arranhaduras
durante atividades profissionais, a drenagem das colegdes de agua, a
desumidificacdo e ventilacdo adequada dos locais fechados, sdo medidas cuja
eficacia ja foi bem demonstrada. A desinfec¢do com produtos clorados é raramente
aplicavel. O manuseio profissional de material de origem animal (limpeza de gaiolas,
manuseio de carcagas) implica no uso de avental, 6culos e luvas (HOUPIKIAN et al.,
2002).

Medidas profilaticas sdo imprescindiveis no controle da leptospirose e, neste
sentido, a quimioprofilaxia é empregada na pré-exposigdo a ambientes de risco e se
faz pelo emprego oral de doxiciclina em doses semanais de 200 mg ministradas
enquanto durar o risco. A eficacia em reduzir a incidéncia alcanga 95%. E um meio

de proteger individuos expostos durante um breve intervalo de tempo. A profilaxia
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pos-exposi¢cao (na verdade o tratamento de uma possivel infeccdo recente) se faz
pelo emprego de doxiciclina, 100 mg a cada 12 horas durante cinco as sete dias
(LOMAR; DIAMENT; TORRES, 2000).

Quando ha contaminacéo e desenvolvimento da infeccido o tratamento contra a
leptospirose se da pela administragcao de antibiéticos e, em seres humanos, esta
restrito a penicilina, ampicilina, amoxicilina, oxitetraciclina e doxiciclina. Embora
existam relatos da eficacia de outros antibioticos (p. ex., ceftriaxona, eritromicina) em
infeccbes experimentais, estes antibidticos ndo podem ser indicados por falta de
dados clinicos. O efeito dos antibidticos € mais evidente na supressdo da
leptospiruria e a antibioticoterapia com penicilina e doxiciclina, reduz a duragao e a
gravidade dos sintomas, mas a sua influéncia na mortalidade é controversa
(LEVETT, 2001).

Frente a todas estas restricdes, medidas mais efetivas de controle e prevencao
vem sendo desenvolvidas e, atualmente, esforgcos estdo sendo concentrados no

desenvolvimento de uma vacina mais potente e eficaz contra a leptospirose.

1.5 Vacinas contra a leptospirose

Vacinas estao entre as intervengdes médicas mais importantes contra a maioria
das infecgdes. Vacinas para prevencao da leptospirose humana estdo sendo
avaliadas em alguns paises, como: Cuba (MARTINEZ et al., 2000; MARTINEZ et al.,
2004), Russia (IKOEV et al., 1999) e China (ZHUO; WANG; LAN, 1995). Em Cuba
foram vacinadas mais de 10.000 pessoas com uma bacterina, obtendo-se 78% de
protecdo entre as mesmas, nao sendo observado nenhum efeito colateral
(MARTINEZ et al., 2004). Ja para o prototipo de vacina testado em humanos na
China, criangas menores de 14 anos nao apresentaram protecdo (ZHUO; WANG,;
LAN, 1995).

Na area veterinaria as vacinas disponiveis comercialmente para o controle da
leptospirose s&o baseadas na célula inteira inativada ou em preparados da
membrana de leptospiras patogénicas. Estes tipos de vacinas conferem resposta
protetora através da indugao de anticorpos contra o LPS destas bactérias (PENA-
MOCTEZUMA et al., 1999), podendo prevenir o desenvolvimento da doenga, mas
nao a leptospiruria (ALT; ZUERNER; BOLIN, 2001).
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A resposta imunoldgica contra a leptospirose € tanto celular quanto humoral.
Apos a entrada da espiroqueta no hospedeiro as células T e células B dependentes
sdo estimuladas. A eliminag&o inicial € feita por fagocitos, sendo a maioria das
leptospiras é digerida nos vacuolos de macréfagos e netréfilos. A atividade fagocitica
das células polimorfonucleadas ¢é iniciada por anticorpos opsonizantes (SAMBASIVA
et al., 2003). Embora a resposta imune celular seja considerada importante, a
supressao das células que a medeiam costuma ocorrer durante a infeccdo, com
reducéo no nimero de linfécitos CD4*, bem como, de sua capacidade de resposta a
antigenos (LEVETT, 2001). A resposta de anticorpos contra a leptospirose é
classica, onde aparece primeiro um pico no nivel de IgM, sendo este rapidamente
seguido por aumento nos niveis de IgG, que persistem por mais tempo
(SAMBASIVA et al., 2003). Contudo, convém ressaltar, que os mecanismos de
protecao contra a leptospirose ainda n&o sao totalmente compreendidos.

Nas imunizag¢des a resposta gerada é predominantemente humoral e sorovar
especifica (FAINE, 1999). Assim, protegem somente contra infecgdes causadas por
sorovares homodlogos ou antigenicamente relacionados. No soro humano de
pacientes com leptospirose tém sido encontrados anticorpos contra diversos
antigenos protéicos presentes na OM, espaco periplasmatico e também contra o
LPS (PLANK; DEAN, 2000; BHARTI et al., 2003).

As vacinas convencionais contra leptospirose, tanto para uso humano quanto
veterinario, possuem sucesso limitado, pois falham ao induzir protecao contra a
infeccdo. As vacinas baseadas na célula inteira inativada (bacterinas) estimulam
imunidade restrita (6 a 12 meses), necessitando repetir a vacinagdo para
manutencgédo da imunidade. Nestes casos, a resposta imune desencadeada € contra
o LPS e, portanto, restrita a sorovares antigenicamente relacionados (PETERSEN et
al., 2001; BHARTI et al., 2003). Existe um grande numero de sorovares patogénicos
(>250), o que impde uma maior limitagdo para a produgdo de uma vacina com
componentes multi-sorovar (GAMBERINI et al., 2005).

Atualmente é imprescindivel o desenvolvimento de uma vacina multivalente
protetora e de amplo espectro contra a leptospirose, através da identificacdo de
antigenos protéicos conservados. Neste sentido, proteinas de membrana externa de
Leptospira tém sido os maiores alvos para o desenvolvimento da vacina. No entanto,

uma vacina licenciada para humanos ainda levara muito tempo (FAINE, 1999).
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1.5.1 Vacinas recombinantes

As praticas convencionais de desenvolvimento de vacinas tém sido, com o
passar dos anos, substituidas por uma nova metodologia que otimiza as pesquisas e
a producgao de vacinas, tendo como base a identificacdo de alvos potenciais, formas
mais eficazes de administragdo dos antigenos e apresentagao destes as células do
sistema imune.

As vacinas convencionais, baseadas na célula inteira inativada do patogeno,
podem apresentar alguns riscos na administracdo, como o desenvolvimento da
doenga, que costuma ocorrer em alguns casos (KOIZUMI; WATANABE, 2005). A
duragcdo da imunidade obtida com estas vacinas é curta, requerendo novas
imunizacdes, sendo a resposta imune desencadeada, principalmente, contra fragdes
celulares do patdégeno, como por exemplo, proteinas de membrana externa e néo
contra a célula inteira. A imunidade conferida por estas vacinas € sorovar especifica,
nao atribuindo, portanto, protecado cruzada (McBRIDE et al., 2005).

Neste sentido, a engenharia genética vem despontando como alternativa para
o melhoramento das vacinas ja existentes e no desenvolvimento de novas vacinas,
as chamadas vacinas recombinantes. Estas vacinas podem ser desenvolvidas de
diversas maneiras, dependendo do antigeno em questdo e do tipo de resposta
imune que se busca desencadear contra ele. Dentre os tipos de vacinas
recombinantes existentes podemos citar: vacinas de DNA, vacinas vetorizadas e
vacinas de subunidade (KREUZER; MASSEY, 2002). As vacinas de subunidade
foram objeto de avaliagcao do presente estudo.

As vacinas de DNA baseiam-se na insergao de genes inteiros ou de fragmentos
destes, que codificam para uma ou mais proteinas do patégeno, em uma molécula
de DNA auto-replicativa, sem risco infeccioso, chamada plasmideo. Apds a
clonagem génica, estes vetores sao entdo introduzidos em uma ceélula hospedeira,
comumente Escherichia coli, para que se possa obter varias copias do gene inserido
no plasmideo (SILVA, 1997). A administracdo deste tipo de vacina pode ser feito
tanto por via intramuscular, intranasal (aerosséis) e intradérmica, esta ultima através
do bombardeamento com particulas de ouro cobertas com o material genético
(BABIUK et al., 2000). As vacinas de DNA induzem tanto resposta imune celular
(células T citotoxicas e T auxiliares) quanto humoral (WHITTON et al., 1999;
HOWARTH; ELLIOTT, 2001). Estas vacinas tém como vantagem a estabilidade e o

custo relativamente baixo de producdo, pois podem ser carreados no mesmo
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plasmideo varios genes, que codificam proteinas diferentes e ainda a vantagem de
nao oferecerem risco infeccioso (ADA; RAMSHAW, 2003). No entanto, estas vacinas
apresentam também desvantagens como possibilidade de recombinacdo do DNA e
a inducdo da tolerancia em neonatos (ADA; RAMSHAW, 2003), além de néo
possuirem liberagdo para uso humano e veterinario por parte dos 6&rgaos
competentes.

Nas vacinas vetorizadas, bactérias ou virus sdo os carreadores de genes de
patdbgenos, que serdo expressos dentro do organismo a ser imunizado. Por
exemplo, o virus da vaccinia e adenovirus tem sido utilizados para a expressao de
antigenos heterélogos (MACKETT; SMITH; MOSS, 1982). Vaccinia e Adenovirus
recombinantes foram utilizados para expressar a glicoproteina G do virus rabico
(BROCHIER et al., 1991; PAOLAZZI; PEREZ; FILIPPO, 1999). A vacina contra a
raiva vetorizada por vaccinia, ja € utilizada em varios paises. Uma variedade de
outros antigenos virais ja foram expressos em vaccinia, como as proteinas Gag, Pol,
Tat, Rev, Nef e Env de SIV, onde a combinacdo dos diferentes sistemas de
apresentacdo de antigenos se mostrou eficaz (MICHELINI et al., 2004). Antigenos
bacterianos como o antigeno 85A de Mycobacterium tuberculosis também ja foram
expressos em vaccinia (McSHANE et al., 2004)

As vacinas baseadas em vetores tém suas limitagdes, pois tem como base
microrganismos vivos. Os virus, por exemplo, utilizados como vetores neste tipo de
vacina apresentam problemas quanto a proliferagao, pois o crescimento de grandes
quantidades destes organismos fora do corpo humano nao é facil (KREUZER;
MASSEY, 2002). Bactérias também podem ser usadas como vetores vacinais.
Nesse caso, o material genético inserido provoca a exibicdo de antigenos de outros
microrganismos na superficie bacteriana, induzindo resposta imune. No entanto, sao
necessarios varios ensaios com estes organismos para garantir a seguranga na sua
administracdo em humanos e animais, pois o principal problema das vacinas

vetorizadas € a imunidade contra o vetor (virus ou bactéria).

1.5.1.1 Vacinas de subunidade

As vacinas de subunidade sdo baseadas em fragdes do microrganismo e estao
entre as mais produzidas e administradas para prevengdo de uma ampla gama de
enfermidades. Atualmente, o exemplo classico de vacina de subunidade é a vacina

contra a hepatite B, que vem sendo utilizada ha varios anos.
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A substituicao das purificagbes convencionais, mais trabalhosas e complexas,
pela produgcdo de proteinas recombinantes heterdlogas, que apresentam maior
rentabilidade com um custo mais baixo, tem sido cada vez mais comum (HOCKNEY,
1994).

As proteinas recombinantes heterdlogas sao produzidas tanto em organismos
procariotos como em eucariotos e, uma vez expressas, podem ser rapidamente
purificadas e administradas aos animais em altas concentragdes. Isto, somado a
novas estratégias de apresentagdo de antigenos e a uma nova geragdo de
adjuvantes, aumentara significantemente o potencial destas subunidades de
antigenos de induzirem uma imunidade celular e humoral (CLARK; CASSIDY-
HANLEY, 2005).

A bactéria E. coli € um importante microrganismo utilizado na expressao de
proteinas recombinantes (MAKRIDES, 1996). Uma ampla variedade de antigenos
vacinais ja foi expressa neste microrganismo (ALAM; VANCE; LEHNER, 2002;
KUMAGAI et al., 2002; MAO et al., 2003; MASI; PAGES; PRADEL, 2003; DING et
al., 2005; HAUK et al., 2005; JIANG et al., 2006; LACK et al., 2006).

No entanto, em alguns casos a estimulagdo do sistema imune por estes
antigenos pode ser variaveis, pois uma série de fatores podem intervir, tais como:
caracteristicas peculiares do antigeno, formas de apresentagado destes ao sistema
imune e via de imunizacao utilizada. Sistemas de expressao de proteinas baseados
em E. coli ou em leveduras, podem gerar um folding incorreto da proteina,
acarretando auséncia de epitopos conformacionais requeridos na producédo de
anticorpos neutralizantes e protetores no hospedeiro (SWARTZ, 2001; GRIFFITH et
al., 2003). Similarmente, a formagdo de agregados protéicos (corpusculos de
inclusdo), comumente formados devido a niveis muito elevados de expressao,
comprometem a estrutura tri-dimensional nativa das proteinas (SWARTZ, 2001). Em
contraste, niveis baixos de expressdo podem estar relacionados com a degradacgéo
das proteinas por proteases do hospedeiro, codon usage, toxicidade da proteina
recombinante para a célula hospedeira e, além disso, a incapacidade destes
sistemas de expressao efetuarem modificagbes pds-traducionais e a dificuldade de
expressarem estas proteinas para o sobrenadante de cultivo (WEICKERT et al.,
1996; GEORGIOU; SEGATORI, 2005).

Uma série de vacinas de subunidade baseadas no método recombinante vem

sendo testadas na imunizagao contra varios patdgenos, tanto na area médica quanto
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veterinaria. A proteina MPB83 de Mycobacterium bovis foi clonada e expressa em E.
coli, para desenvolvimento e avaliagdo de uma vacina de subunidade contra a
tuberculose bovina (JIANG et al., 2006). A imunizagdo via oral de suinos com a
proteina recombinante FaeG, obtida de E. coli enterotoxigénica (ETEC), foi capaz de
induzir imunidade sistémica e de mucosas especifica contra a proteina heterdloga
(VERDONCK et al., 2004).

Altos niveis de expressao da proteina HpaA foram identificados em diferentes
isolados clinicos de Helicobacter pylori e anticorpos especificos, produzidos por
pacientes infectados, indicam que HpaA ¢é um 6timo antigeno para o
desenvolvimento da vacina. Estudos com a proteina recombinante demonstraram
imunoreatividade e antigenicidade satisfatoria, através de ensaios em coelhos, os
quais produziram anticorpos especificos contra a proteina recombinante (MAO et al.,
2003).

A toxina hemolitica Asp de Aspergillus fumigatus € uma proteina com alta
afinidade por lipoproteinas de baixa densidade (Ox-LDL). A proteina recombinante
submetida a ensaios de Western blotting demonstrou imunoreatividade especifica
com anticorpos anti-Asp (KUMAGAI et al., 2002). A imunizagao intranasal de
camundongos com a proteina Sfb1 de Streptococcus pyogenes, utilizando como
adjuvante a subunidade B da toxina colérica (CTB), induziu protegcdo no teste
desafio (MCARTHUR et al., 2004). A inoculagdo de uma proteina recombinante de
30 kDa de Entamoeba histolytica em hamsters, foi capaz de induzir prote¢cdo no
desafio com uma dose letal do patégeno (JIMENEZ-DELGADILLO et al., 2004). Uma
experiéncia bem sucedida no desenvolvimento de vacinas de subunidade baseadas
em proteinas recombinantes, foi feita com o virus da hepatite B, cuja proteina do
capsideo foi sintetizada em Saccharomyces cerevisiae. A proteina foi obtida em
grandes quantidades e, quando inoculada em macacos, protegeu os animais contra
a hepatite B. Essa vacina recombinante foi aprovada para utilizagdo em humanos e
ja € administrada ha varios anos (BROWN, 2003).

A imunizagdo de hamsters com uma fragdo da membrana L. interrogans
contendo as proteinas OmpL1 e LipL41, demonstrou sinergismo entre estas duas
proteinas na protecdo. O indice de sobrevivéncia dos animais vacinados foi de 71%
para a combinacéo das proteinas, em comparagdo com o grupo controle, onde 25%
dos animais sobreviveram. Um fato interessante € que as proteinas recombinantes

administradas individualmente ou em conjunto nao foram protetoras, sugerindo que
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a maneira com que OmpL1 e LipL41 estdo associadas a membrana € importante
para determinar a imunoprotecao (HAAKE et al., 1999).

Quando comparadas com as vacinas recombinantes vetorizadas e de DNA, as
vacinas de subunidade tém a clara vantagem de serem licenciadas pelos érgéos de
regulamentacdo competentes (CLARK; CASSIDY-HANLEY, 2005). Além disso,
vacinas recombinantes de subunidade apresentam pouco ou nenhum efeito colateral
(KOIZUMI; WATANABE, 2005).

Contra a leptospirose os antigenos mais efetivos como vacindégenos sao
proteinas da OM de Leptospiras patogénicas (KOIZUMI; WATANABE, 2005). Ja foi
comprovado que o soro de pacientes com leptospirose apresenta anticorpos contra

varios destes antigenos protéicos (GUERREIRO et al., 2001).

1.6 Lipoproteinas de L. interrogans como potenciais vacin6genos

As OMPs (outer membrane proteins — proteinas de membrana externa)
expostas na superficie das leptospiras s&o tidas como potenciais vacinégenos. Dois
tipos de OMPs foram caracterizados; as porinas, que sdo OMPs transmembrana e
as lipoproteinas que estdo ancoradas no espaco extracelular ou periplasmatico da
OM por acidos graxos covalentemente ligados a uma cisteina amino-terminal
(ZUERNER et al., 2000). Este residuo de cisteina é precedido por uma sequéncia
sinal, indicando a lipidacéo das proteinas (HAAKE, 2000).

O fator caracteristico de todas as lipoproteinas bacterianas é a sequéncia sinal
na extremidade N-terminal seguida por uma cisteina (HAYASHI; WU, 1990). A
sequéncia sinal & clivada por uma sinal peptidase Il (SPasell), também chamada
lipoproteina sinal peptidase (Lsp). Estes peptideos sinais das lipoproteinas sao
similares aos peptideos sinais das proteinas secretadas, que sao clivados pela
enzima sinal peptidase | (SPase 1) (JUNCKER et al., 2003). A biossintese das
lipoproteinas consiste de trés etapas: a transferéncia de um diacilglicerideo pela
diacilgliceril transferase, para o grupo sulfidrila da cisteina de uma prolipoproteina
inalterada, clivagem do peptideo sinal pela SPase Il, formando uma apolipoproteina
e, por fim, acetilacdo do grupo a-amino na por¢cao N-terminal da apolipoproteina
(SANKARAN; WU, 1994).

A divergéncia na sequéncia das lipoproteinas de espiroquetas, em relacéo as
demais bactérias, inclui a regido “lipobox” do peptideo sinal, presente na porgcao C-

terminal. Esta regido é reconhecida pela enzima de modificacao lipidica (SETUBAL
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et al.,, 2006) e modificagdes nesta sequéncia “lipobox”, resultam diferengcas nas
especificidades de sitio ativo das enzimas diacilgliceril transferase e Spase Il, que
transfere o grupo diacilglicerii para a cisteina e remove o peptideo sinal,
respectivamente (PAETZEL; DALBEY; STRYNADKA, 2002). A regiao C-terminal ou
“lipobox” das espiroquetas possui quatro aminoacidos e compreende a seguinte
sequéncia: — (Leu, Ala, Ser) 4 — (Leu, Val, Phe, lle) 3— (lle, Val, Gly) > — (Ala, Ser,
Gly) .1— Cys +1— (HAAKE, 2000; SETUBAL et al., 2006).

As lipoproteinas bacterianas constituem um grande grupo de proteinas com
varias funcdes, tanto estruturais como funcionais, como: adesinas, enzimas,
proteinas de transporte, proteinas ligantes, toxinas e uma variedade de funcgdes
envolvidas com a viruléncia (MADAN; SANKARAN, 2002). Lipoproteinas de
espiroquetas tém demonstrado ser antigenos capazes de induzir uma resposta
imune protetora (HAAKE, 2000), confirmando sua importancia na patogénese das
leptospiras. Nestes microrganismos, as lipoproteinas sdo, comprovadamente, as
mais proeminentes proteinas que compdem sua membrana celular. Exemplos dessa
abundancia sao as proteinas OspA de Borrelia burgdorferi, causador da doenga de
Lyme, Tpp47 de Treponema pallidum, causador da sifilis e LipL32 componente da
OM das espécies patogénicas de Leptospira (HOWE; MAYER; BARBOUR, 1985;
CHAMBERLAIN et al., 1988; HAAKE et al., 2000).

O sequenciamento do genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni,
desenvolvido na China (REN et al., 2003) e no Brasil (NASCIMENTO et al., 2004b),
lancaram a base para a era pds-genoma. Este trabalho relacionou mais de 264
ORFs (open reading frame — fase aberta de leitura), que codificam proteinas
associadas a membrana (NASCIMENTO et al., 2004a).

Atualmente o numero de lipoproteinas de superficie celular de Leptospira
caracterizadas € pequeno, sao elas; LipL21, LipL31, LipL32, LipL36, LipL41, LipL45
e LipL48 (SHANG; SUMMERS; HAAKE, 1996; HAAKE et al., 1998; HAAKE et al.,
2000; HAAKE; MATSUNAGA, 2002; MATSUNAGA et al., 2002; CULLEN et al.,
2003). Estas lipoproteinas foram assim denominadas, com base em sua aparente
massa molecular, de acordo com os critérios adotados para nomenclatura das
proteinas de Treponema (NORRIS, 1993). Por exemplo, a primeira lipoproteina de
leptospira que foi nomeada de acordo com esta nomenclatura foi LipL41, de acordo

com sua aparente massa molecular de 41 kDa.
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Estudos de caracterizagdo da proteina LipL41 demonstraram que ela se
encontra exposta na superficie bacteriana de organismos intactos e é altamente
conservada entre leptospiras patogénicas, sendo expressa durante a infecgéo
(SHANG; SUMMERS; HAAKE, 1996), assim como LipL21 (CULLEN et al., 2003).

A proteina LipL36 descrita por Haake e colaboradores (1998), € uma proteina
expressa durante o crescimento in vitro, mas que in vivo possui seus niveis de
expressao diminuidos, o que foi comprovado durante a infeccdo em mamiferos.
Estudos também demonstraram nao haver producdo de anticorpos protetores
especificos contra esta proteina experimentalmente em hamsters (BARNETT et al.,
1999), o que talvez seja devido ao fato de LipL36 estar ancorada na parte interna da
OM nao sendo, portanto, uma proteina exposta (SHANG; SUMMERS; HAAKE,
1996; HAAKE, 2000; ZUERNER et al., 2000).

LipL45 foi descrita como uma proteina associada a viruléncia da Leptospira,
pois € detectada somente em culturas de baixa passagem, ndo sendo expressa em
cultivos atenuados. Esta proteina € expressa durante a infeccdo (MATSUNAGA et
al., 2002).

A proteina LipL48 foi caracterizada como componente da OM de Leptospira
(HAAKE; MATSUNAGA, 2002), no entanto, ela ndo foi identificada como
componente do subconjunto de OMPs expostas na superficie desta bactéria
(CULLEN et al., 2005). Isto sugere que esta proteina esta localizada na porgao
interna da OM, como a LipL36 (HAAKE et al., 1998) e a LipL31, que também sao
descritas como pertencentes a membrana interna das leptospiras (HAAKE;
MATSUNAGA, 2002).

Até o presente momento, a mais proeminente proteina de membrana de
leptospira reportada é LipL32. Ela é expressa tanto em cultivos in vivo quanto in
vitro, sendo sua sequéncia e expressao altamente conservada entre as espécies
patogénicas de Leptospira. Desta forma, LipL32 é apontada como o antigeno mais
importante na patogénese, diagndstico e prevencao da leptospirose (HAAKE et al.,
2000; GUERREIRO et al., 2001; BRANGER et al., 2001). Dentre as lipoproteinas
acima relacionadas, as trés maiores em ordem de abundancia na superficie celular
sao: LipL32, LipL21 e LipL41 (CULLEN et al., 2005).



29

1.7 Vacinologiareversa

A capacidade de determinacdo da sequéncia genébmica completa de diversos
organismos, abriu as portas para uma nova metodologia de desenho racional de
vacinas, que é relevante no tratamento e prevencdo de uma série de infeccbes
(KOIZUMI; WATANABE, 2005). As sequéncias completas dos genomas sao
transformadas em algoritmos computacionais, para que sejam avaliadas in silico,
oferecendo uma nova estratégia para identificagdo de antigenos potenciais. Esta
metodologia de analise recebe o nome de vacinologia reversa e vem surgindo como
uma revolugdo na area de desenvolvimento de vacinas (RAPPUOLI; COVACCI,
2003; SERRUTO et al., 2004).

Uma série de patdgenos ja teve seu genoma analisado na busca de alvos
potenciais para uso diagnostico e desenvolvimento de vacinas. Dentre eles podemos
citar: o grupo B de Meningococcus, grupo B de Streptococcus, Plasmodium
falciparum, Mycobacterium tuberculosis, Treponema pallidum, virus da hepatite C,
Leptospira interrogans, Borrelia burgdorferi, Neisseria meningitidis, entre outros
(RAPPUOLI, 2000; SERRUTO et al., 2004; GAMBERINI et al., 2005; KOIDE et al.,
2005; MAIONE et al., 2005).

A analise do genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni € a escolha
racional de sequéncias que codificam proteinas associadas a membrana, estédo
entre as novas estratégias de avaliagdo e caracterizagdo de imundgenos para o

desenvolvimento de uma vacina protetora e para o uso em testes diagndsticos.
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi avaliar experimentalmente lipoproteinas de
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni L1-130 (FIOCRUZ, BA), quanto a sua
capacidade de induzir uma resposta imune especifica, potencialmente protetora

contra a leptospirose, quando utilizadas como vacina de subunidade.

2.1 Objetivos especificos

- Identificar in silico antigenos potenciais para a constru¢do da vacina contra a

leptospirose, com base no método de Vacinologia Reversa;

- Clonar e expressar os genes selecionados e purificar em larga escala as proteinas
eleitas (LIC11058, LIC10054, LIC20172, LIC13059, LIC11567, LIC10091, LIC10009

e LIC13305), para testa-las como uma vacina recombinante de subunidade;

- Inocular camundongos com as proteinas recombinantes, para avaliar a resposta

imune humoral através de ELISA;

- Verificar a presenga de anticorpos especificos contra as proteinas alvos
selecionadas, no soro de camundongos inoculados com L. interrogans sorovar

Copenhageni L1-130;

- Avaliar se as proteinas alvo sao reconhecidas pelo soro humano de pacientes com

leptospirose;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cepas, cultivo e extracédo de DNA

O isolado L. interrogans Icterohaemorragiae sorovar Copenhageni, FIOCRUZ
L1-130 (NASCIMENTO et al., 2004), foi fornecido por Dr. Albert |. Ko
(CPqGM/FIOCRUZ/BA). A referida cepa foi cultivada a 30° C em meio Ellinghausen—
McCullough—Johnson—-Harris (EMJH) (Difco Laboratories) enriquecido com 8% de
albumina bovina. Para extracdo do DNA gendmico a cultura foi centrifugada a
10000 g, ressuspendida em solugao salina 1% e fervida por 10 minutos. Escherichia
coli TOP10F (Invitrogen) utilizada como sistema de expressao, foi cultivada a 37° C
em agar Luria-Bertani (LB) (Difco Laboratories) suplementado, quando necessario,

com 100 pg.mL™" de ampicilina.

3.2 Preparo de células competentes e transformacéo bacteriana

Células competentes de E. coli TOP10F (Invitrogen) foram preparadas para
eletroporagdo conforme descrito por Sambrook e Russell (2001), com algumas
modificagdes. Uma aliquota da cultura de E. coli TOP10F (Invitrogen) armazenada a
— 70° C, foi descongelada e semeada em placa de agar LB. A placa foi incubada a
37° C por um periodo de 16 a 24 horas (overnight). Do crescimento resultante, uma
colénia isolada foi semeada em 20 mL de LB liquido e incubada a 37° C em agitador
orbital a 225 rpm, overnight. Apds, o cultivo foi inoculado em um frasco de 500 mL
de capacidade, contendo 200 mL de LB liquido e cultivado a 37° C, sob agitacéo
(225 rpm), até atingir a densidade ética a 600 nm (ODggo) de 0,5 a 0,7 (cerca de 5 x
10" cél.mL™"). Ao final do periodo de incubagdo o cultivo foi mantido em banho de
gelo por 20 minutos e colocado em tubos de centrifuga estéreis com capacidade
para 250 mL, sendo centrifugado (4000 g, 10 minutos a 4° C). O sobrenadante foi
desprezado e o pellet ressuspendido em 200 mL de agua ultrapura estéril gelada (4°
C). A amostra foi mais uma vez centrifugada sob as mesmas condigdes, o péllet
ressuspendido em 100 mL de glicerol 10% estéril a 4° C, novamente centrifugado e
ressupendido em 2 mL de glicerol 10% estéril. As células foram fracionadas em
tubos de microcentifuga de 1,5 mL de capacidade (aliquotas de 50 uL) e congeladas
a — 70° C. O protocolo de transformacao utilizado foi adaptado de Sambrook e
Russell (2001). Para cada processo de transformacgéo utilizou-se 50 pyL de células

competentes de E. coli TOP10F (Invitrogen) e 2 pL do produto de ligagao.
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Utilizaram-se ponteiras estéreis para misturar as amostras, agitou-se gentilmente e
transferiu-se para uma cubeta de eletroporacdo (0,2 cm de largura) (Bio-Rad
Laboratories), previamente resfriada em gelo. A cubeta foi encaixada nos eletrodos
do eletroporador (Bio-Rad Laboratories) ajustado para as seguintes condi¢des: 25
MFD de capacitancia, 200 Ohms de resisténcia e a 2,5 kV de voltagem. Apds o
processo de eletroporagao adicionou-se imediatamente 450 pL de meio LB liquido e
transferiu-se para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL de capacidade, que foi
incubado em agitador orbital a 225 rpm a 37° C por 1 hora. O cultivo foi plaqueado
em agar LB sdlido acrescido de 100 ug.mL™" de ampicilina e as placas incubadas a
37° C, overnight.

3.3 Identificacdo das proteinas candidatas a vacina: analise in silico
Genes de L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 (FIOCRUZ, BA) que
codificam lipoproteinas, foram selecionados no banco de dados GenBank e

avaliados com ferramentas de bioinformatica. O programa DOLOP (http://www.mrc-

Imb.cam.ac.uk/genomes/dolop/) foi utilizado para predizer quais sequéncias

presentes no genoma codificam lipoproteinas e se estas sdo homdlogas a proteinas

de superficies previamente caracterizadas em outros organismos. O programa

PSORT (http://psort.nibb.ac.jp/) foi utilizado para avaliar a localizagao das proteinas
na bactéria. O programa Vector NTI 8.0 (Informax inc.) serviu como ferramenta na
identificacdo de regides hidrofébicas das proteinas e também de suas sequéncias
sinais. A presenga de dominios transmembrana nas proteinas alvo foi avaliado
através do programa TMHMM Server v.2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM).

Neste trabalho, os genes que codificam as proteinas de interesse sao referidos de

acordo com a nomenclatura genémica de L. interrogans sorovar Copenhageni, LIC.

3.4 Desenho dos primers e amplificagcdo dos genes

A sequéncia genbmica de L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130
(FIOCRUZ, BA) foi obtida no GenBank sob o numero de acesso NC005823. Para
desenho dos primers que foram utilizados na amplificagdo dos genes, através da
técnica de reagcdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizou-se o programa Vector
NTI 8.0 (Informax inc.). Na Tabela 1 encontra-se a relagdo das sequéncias dos
primers, com seus respectivos sitios para enzimas de restricdo e 0os numeros de

acesso das proteinas no GenBank. Cada um dos genes foi amplificado do DNA


http://psort.nibb.ac.jp/
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genbmico de L. interrogans L1-130, utilizando a enzima Tag DNA polimerase
recombinante (Invitrogen) e primers especialmente projetados, os quais foram
utilizados de acordo com especificagbes do fabricante (MWG Biotech, USA). A
reacéo de PCR foi realizada em um volume final de 50 pL, contendo 50 ng de DNA
gendmico, 6 ng.uL" de cada oligonucleotideo, 1 unidade da enzima Taq DNA
polimerase, MgCl, 2 mM, dNTP 0,2 mM e 10% de tampéo 10 x. A reagao foi
realizada em termociclador onde as amostras foram submetidas as seguintes
etapas: desnaturagao inicial (95° C, 5 min) seguida de 35 ciclos de desnaturagéo
(95° C, 1 min), anelamento (50° C, 1 min), extensdo (72° C, 1 min) e, ao término

destes 35 ciclos, a reacao foi submetida a um ciclo de extensao final (72° C, 7 min).

Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados nas amplificacées por PCR, enzimas de
restricdo utilizadas na clonagem e numero de acesso das proteinas no

GenBank.
Genes Seqiiéncia dos primers’ Enzima AN
LIC11058 F CGGGATCCATTCAAGAAGAAGATGAG BamHI AAS69665
R CCCAAGCTTCGAATTGTAACGTTGGTAT Hindlll
LIC10054 F TTTTTTGGATCCGAGTCTAAACGAAG BamHI AAS68691
RTTTTTTAAGCTTCACCGTATTCTTGTC Hindlll

LIC20172 F CGGGATCCGATACGGACAAGGACGGG BamHI  AAS72200
R CCCAAGCTTTTCGGAATCCTCGTCCGG Hindlll

LIC13059 F CGGGATCCGAATCCATGGTATATTAT BamHI ~ AAS71608
R CCCAAGCTTACTTTGACGAATCAATGC Hindlll

LIC11567 F CGGGATCCAACAGATTGATTCGTAAA BamHI  AAS70163
R CCCAAGCTTCTTTTTGTATTCCACAAG Hindlll

LIC10091 F CGGGATCCAAACTATTTTTAGCTCCTTTG BamHI  AAS68725
R CCCAAGCTTGATTTCAAAAGAAGTATG Hindlll

LIC10009 F TTTTTTTGATCACAAGAAGCGCAGATCT Bcll AAS68646
R CCCAAGCTTGAACTCATCCTGTTTA Hindlll

LIC13305 F TTTTTTTGATCAAACTATGATCGTGAC Bcll AAS71847
R TTTAAGCTTGATATCACCACCCAAA Hindlll

* Em vermelho estédo destacados os sitios de restricdo das enzimas.
LIC — Leptospira interrogans Copenhageni

AN — numero de acesso das proteinas no GenBank

F/R — primer forward e reverse

3.5 Clonagem e expressao das proteinas recombinantes

A clonagem dos genes foi realizada conforme descrito por Sambrook e Russell
(2001), com algumas modificagdes. Os fragmentos amplificados por PCR foram
clonados no vetor pQE30 (Qiagen) que possui as seguintes caracteristicas: origem
de replicagdo em E. coli, sitio de multipla clonagem, gene de resisténcia ao
antibiotico ampicilina, operador lac e promotor do fago T5, que € reconhecido pela

RNA polimerase de E. coli. Além disso, esse vetor permite a expressdo das
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proteinas recombinantes fusionadas a uma cauda de seis residuos de histidinas em
sua porgao N-terminal. Os genes amplificados por PCR foram checados em gel de
agarose 1% e purificados utilizando o GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification
Kit, seguindo orientagdes do fabricante (Amersham Biosciences). Os fragmentos
foram digeridos com suas respectivas enzimas de restricdo (Tabela 1) e re-
purificados com GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham
Biosciences). O vetor pQE30 foi digerido com enzimas de restricdo correspondentes
aos genes de interesse (BamHI e Hindlll ou Bcll e Hindlll), desfosforilado com a
enzima fosfatase alcalina (CIP) (Boehringer Mannheim) e purificado com GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences). Para a reagao de
ligacdo foi utilizada a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) e concentragdes
equimolares de inserto e vetor. Em massa as concentragdes ideais sdo de 1 ug de
DNA do vetor e 100 ng de DNA do inserto. A reagao de ligagao foi mantida a 16° C
por 2 horas. O produto da ligacao foi utilizado para transformar células competentes
de E. coli TOP10F, como descrito. As colénias que cresceram nas placas, oriundas
do processo de transformagado, foram submetidas a um processo de triagem rapida
pelo método microprep (JOUGLARD et al., 2002). Os clones caracterizados como
recombinantes nesta triagem, ou seja, que apresentavam o plasmideo pQE30 mais
o inserto, foram selecionados e cultivados em 5 mL de LB liquido acrescido de 100
ug.mL™ de ampicilina, 37° C, overnight. Deste cultivo utilizou-se 3 mL para extracdo
de DNA plasmidial através do GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (Amersham
Biosciences) e o DNA resultante desta extragdo foi submetido a digestdo com
enzimas de restricdo para checar a presenca e orientagcédo do inserto. O restante do
cultivo foi utilizado como inéculo em 9 mL de LB liquido acrescido de 100 pg.mL'1 de
ampicilina e a cultura incubada a 37° C até atingir a densidade 6tica a 600 nm
(ODsggo) de 0,5 a 0,7. Neste momento, a cultura foi fracionada em duas aliquotas de
igual volume (5 mL), sendo uma induzida com 1 mM de isopropil 3-D-tiogalactosideo
(IPTG) e a outra servindo de controle negativo (n&o induzido), ambas incubadas
durante 3,5 horas, para que tanto as amostras induzidas quanto as nao induzidas
apresentassem o mesmo numero de células. Ao final do cultivo coletou-se uma
aliquota (1 mL) de cada amostra, centrifugou-se 14000 g por 1 minuto e o pellet foi
utilizado para verificar a expressdo em pequena escala das proteinas
recombinantes, através de uma eletroforese em um gel SDS-PAGE com extrato

protéico total de cada clone, como descrito por Sambrook e Russell (2001). A
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expressao das proteinas recombinantes foi também confirmada através da técnica
de Western blotting (SAMBROOK; RUSSELL, 2001) utilizando anticorpo monoclonal
anti-cauda poli-histidina conjugado com peroxidase (Sigma) na diluicdo 1:3000,

conforme instrucdes do fabricante.

3.6 Purificacdo das proteinas recombinantes

As proteinas recombinantes foram expressas em larga escala e purificadas
através de um sistema de cromatografia de afinidade utilizando o sistema de
cromatografia liquida de baixa pressdo AKTAPrime (Amershan Biosciences). Para
purificacdo das proteinas em larga escala adicionou-se 50 mL de in6culo em 500 mL
de LB liquido acrescido de 100 pg.mL™". A cultura foi entdo cultivada em agitador
orbital a 200 rpm a 30° C até atingir densidade 6ética a 600 nm (ODeggo) entre 0,5 —
0,7, quando entio foi acrescida de 1 mM de IPTG e incubada novamente sob as
mesmas condicdes por 3,5 horas. Apdés o periodo de incubacdo a cultura foi
centrifugada a 7000 g por 20 minutos a 4° C. O pellet foi ressuspendido em um
tampéao de solubilizagdo acrescido de 8 M de uréia e submetido a agitador orbital a
60 rpm por 18 horas a temperatura ambiente. As células foram entao lisadas por trés
sucessivos ciclos de sonicagao (30 s, 20 kHz) e centrifugadas a 10000 g por 60
minutos a 4° C e o sobrenadante coletado e filtrado em filtro 0,8 pm (Millipore). As
amostras foram entdo submetidas & cromatografia de afinidade no AKTAPrime
(Amershan Bioscience) utilizando uma coluna de Ni*’-Sepharose (Amersham
Bioscience). No processo de purificacdo as proteinas inespecificas (proteinas de E.
coli) foram retiradas com aproximadamente 200 mL de um tamp&o de lavagem (8 M
de uréia; 200 mM de NaH;PO4; 0,5 M de NaCl; 5 mM de imidazole; pH 8,0). Apds a
passagem do tampé&o de lavagem pelo sistema, as proteinas foram eluidas em cerca
de 20 mL de um tampéao de eluigdo, contendo uma concentragédo alta de imidazole
(8 M de uréia; 200 mM de NaH,POq4; 0,5 M de NaCl; 200 mM de imidazole; pH 8,0).
Conforme ocorreu a entrada do tampé&o de eluicdo no sistema e a passagem deste
pela coluna de purificacdo Ni*%-Sepharose, carregada com 50 mM de niquel, as
proteinas foram eluidas através de um gradiente de imidazole, onde as proteinas
inespecificas que ligaram na coluna, foram retiradas com concentragdes menores de
imidazole, em relacdo as recombinantes. As elui¢des das proteinas foram coletadas
em fragdes de 1 mL e submetidas a um SDS-PAGE 15%.
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3.7 Didlise lenta das proteinas recombinantes

As aliquotas coletadas contendo as proteinas recombinantes foram dialisadas
de forma lenta utilizando-se sacos de celulose para didlise (25 mm x 16 mm)
(Sigma), que possuem poros e permitem a troca de ions e sais em solugdo, mas que
impedem a passagem das proteinas. Os sacos de dialise, contendo as proteinas,
foram acondicionados em um kitazato com capacidade para 1 L, contendo 500 mL
do tampao de elui¢do (8 M de uréia; 200 mM de NaH,PQOy4; 0,5 M de NaCl; 200 mM
de imidazole; pH 8,0). Utilizou-se uma bomba peristalitica injetando tampéo fosfato
salino 1x (PBS) com velocidade de 2 mL.min™", para diluir o tampao de eluicdo 8 M,
fazendo com a concentracdo de uréia reduzisse a metade em aproximadamente 4
horas. As proteinas foram dialisadas contra 12 L de PBS 1x, em sistema de fluxo
continuo, por 92 horas, 4° C, deixando as proteinas em uma concentracao final de

aproximadamente 2 mM de uréia.

3.8 Quantificagdo das proteinas recombinantes

A quantificagdo das proteinas foi realizada através do método de Bradford
(BRADFORD, 1976) que se baseia na complexag¢ao do reagente de Bradford com as
cadeias polipeptidicas das proteinas, comparado a uma curva padrao de albumina
sérica bovina (BSA). O teste foi realizado em microplacas de 96 cavidades (Nunc-
Immuno™ Plate PolySorp™ Surface, NUNC™ Brand Products) adicionando-se em
200 pL de reagente de Bradford (Coomassie Brilhant Blue G250 0,01%; etanol
absoluto 4,7%; acido fosférico 8,5% em agua) e 5 yL de cada amostra em duplicata.
Para realizagdo da curva utilizou-se BSA com densidade 6ptica de 0,91 pg.uL™. A
leitura foi feita em leitor de ELISA com filtro 540 nm. O calculo dos valores obtidos foi

[{Tst)

realizado utilizando-se a equagao da reta, onde o “y” correspondia a média da

amostra e o “x” a concentragao da amostra, sendo o resultado obtido deste calculo

multiplicado pelo valor de correcao da curva (1,7).

3.9 Sequienciamento dos vetores construidos

Os vetores construidos foram sequenciados por eletroforese capilar utilizando
di-deoxi-nucleotideos marcados em um sequenciador MegaBACE (Amershan
Biosciences). Os dados oriundos do sequenciamento foram compilados e analisados

no programa de alinhamento de sequéncias ContigExpress (Informax inc.) e Basic
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Local Alignment Search Tool (BLAST), localizado no National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.10 Imunizacdo dos camundongos

Camundongos BALB/c (Biotério Central, Universidade Federal de Pelotas, RS,
Brasil) de 5 a 8 semanas de idade foram imunizados com as proteinas
recombinantes. Utilizou-se 10 grupos com 5 animais cada, sendo 8 grupos para as
vacinas de subunidades e 2 para os controles. Cada animal recebeu as proteinas
recombinantes em duas doses de 100 pg cada, via intramuscular, com intervalo de
21 dias entre as doses. Utilizou-se neste experimento dois controles: um positivo,
onde os animais foram inoculados com a bacterina de L. interrogans sorovar
Copenhageni L1-130 (FIOCRUZ, BA), recebendo duas doses via intraperitonial de
10° cél.mL™ cada e um controle negativo, onde utilizou-se somente o adjuvante na
concentragédo de 15% em solugao salina estéril. O adjuvante utilizado foi o hidréxido
de aluminio [AI(OH)s] na concentragdo de 15% do volume aplicado, tanto para as
proteinas recombinantes como para os controles. Na Tabela 2 pode-se visualizar o
esquema de vacinagao utilizado neste experimento. As coletas de sangue foram
realizadas no dia zero e a cada 21 dias apds as inoculagdes. O sangue foi coletado
a partir do plexo venoso retrocular dos animais, sendo incubado 1 hora a 37° C e por
mais 1 hora a 4° C. Centrifugou-se o sangue (10 min; 4000 g) e o soro foi coletado e

armazenado a - 20° C.

Tabela 2: Esquema de vacinacido dos animais utilizados para avaliagao da resposta
imune das vacinas de subunidade.

Vacinas de 12 dose 223 dose Via de N° de

subunidade (0 dias) (21 dias) inoculacdo animais
LIC11058r 86 uL + 13 pL ad;. 86 uL + 15 pL ad;. IM 5
LIC10054r 123 uL + 19 pL adj 123 uL + 19 yL ad,. IM 5
LIC20172r 66 uL + 10 pL ad;. 66 uL + 10 pL ad;. IM 5
LIC13059r 117 uL + 18 pL ad;. 117 L + 18 yL ad,. IM 5
LIC11567r 178 pL + 27 pL ad,j. 178 L + 27 pL ad,. IM 5
LIC10091r 199 uL + 30 pL ad;. 199 uL + 30 L ad,. IM 5
LIC10009r 50 yL + 8 pL ad;. 50 yL + 8 pL ad;. IM 5
LIC13305r 217 uL + 33 pL ad;. 217 uL + 33 pL ad;. IM 5
Controle +  10°cél. L. interrogans  10°cél. L. interrogans IP 5
(Bacterina) (1 mL + 15% adj.) (1 mL + 15% adj.)
Controle — 85 uL salina 85 uL salina IM 5
[AI(OH);] + 15 L ad;. + 15 uL adj.

IM — via de inoculagdo intra-muscular
IP — via de inoculagéo intraperitonial
Adj. — Adjuvante hidroxido de aluminio [AI(OH)s]


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.11 Avaliagdo da resposta imune humoral

A resposta imune humoral dos animais vacinados foi monitorada através de
ELISA (Enzime-linked immunossorbent assay), no qual foram utilizadas as proteinas
recombinantes como antigeno. Microplacas de poliestireno de 96 cavidades (Nunc-
Immuno™ Plate PolySorp™ Surface, NUNC™ Brand Products) foram sensibilizadas
com 5 pug.mL™" de proteina recombinante a 4° C, overnight, diluidas em tampao
carbonato bicarbonato pH 9,8. As placas foram lavadas 3 vezes com tampao salino
fosfato pH 8,0 acrescido de Tween 20 0,05% (PBS-T) e bloqueadas com caseina
0,25% por 1 hora a 37° C. Apdés mais 3 lavagens com PBS-T adicionou-se os soros
dos animais inoculados com as proteinas recombinantes e com os controles, na
diluicdo 1:20 em PBS-T, incubou-se por mais 1 hora a 37° C e, apds nova lavagem
das placas, adicionou-se o soro anti-imunoglobulina de camundongo conjugado com
peroxidase (DAKO) na diluigdo 1:2000 em PBS-T, incubando-se por mais 1 hora a
37° C. Procedeu-se 5 lavagens com PBS-T e adicionou-se o substrato ELISA-OPD
Peroxidase (Sigma), incubou-se por 15 minutos a temperatura ambiente em local
escuro e procedeu-se a leitura da densidade optica a 450 nm em leitor de ELISA
Multiskan MCC/340 (Titertek). As amostras de soro de cada animal foram avaliadas

em triplicata no ELISA.

3.12 Reatividade de soro imune contra L. interrogans sorovar Copenhageni L1-

130 com as proteinas recombinantes

O reconhecimento das proteinas recombinantes pelo soro de camundongos
imunizados com uma bacterina (célula inteira de L. interrogans Copenhageni L1-130
inativada) foi avaliado através de ELISA. Para sensibilizacdo da microplaca de
poliestireno de 96 cavidades (Nunc-Immuno™ Plate PolySorp™ Surface, NUNC™
Brand Products) foram utilizados 5 pug.mL™ de proteina recombinante, diluida em
tampéao carbonato bicarbonato pH 9,6, 4° C, overnight. A placa foi lavada trés vezes
com PBS-T e bloqueada com 1% de caseina a 37° C por 1 hora. Apds adicionou-se
0 soro imune dos camundongos imunizados com a bacterina, na diluicdo 1:20,
incubando-se 1 hora a 37° C. Procedeu-se nova lavagem da placa (3 vezes com
PBS-T) e adicionou-se o conjugado anti-imunoglobulina de camundongo conjugado
com peroxidase (DAKO), na diluicdo 1:2000, incubando-se por 1 hora a 37° C. Ao
final deste periodo de incubacao, a placa foi lavada 5 vezes com PBS-T e acrescida

do substrato ELISA-OPD Peroxidase (Sigma). As placas foram incubadas a
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temperatura ambiente, em local escuro, por 15 minutos e procedeu-se a leitura da
densidade optica a 450 nm, em leitor de ELISA Multiskan MCC/340 (Titertek). Nesta
avaliacdo, foram utilizados os seguintes controles para sensibilizacdo da placa:
proteina recombinante LipL32 (5 pg.mL™") e bacterina L1-130 (5 x 10" cél.mL™)
confrontados com o soro imune dos camundongos imunizados com a bacterina e
ainda os controles considerados negativos, onde a placa foi sensibilizada com pool
das proteinas recombinantes (5 ug.mL™") e a bacterina L1-130 (5 x 10" cél.mL™), que
foram avaliados quanto a reatividade com o soro pré-imune destes animais. Todos
os reativos foram adicionados a placa em um volume de 50 pL por cavidade e para

lavagem das cavidades acrescentou-se 200 pyL de PBS-T 1x.

3.13 Analise estatistica

Para calcular as diferencas estatisticas obtidas no ensaio de avaliagcdo da
resposta imune humoral dos animais vacinados, realizada através de ELISA, foi
utilizado o Teste T de Student, onde o valor de P menor que 0,05 foi considerado

significativo.

3.14 Reconhecimento das proteinas pelo soro de pacientes com leptospirose
As proteinas recombinantes purificadas e dialisadas foram submetidas a um
Western blotting (SAMBROOK; RUSSELL, 2001) com pool de soro humano de
pacientes com leptospirose. As proteinas purificadas foram submetidas a um SDS-
PAGE 15% e eletrotransferidas para uma membrana de nitroceluse Hybond™ ECL™
(Amersham Biosciences). A membrana foi bloqueada com PBS acrescido de 0,5%
de Tween 20 e 5% de leite em p6 desnatado, a 4° C, overnight e, apds este periodo,
lavada 3 vezes com PBS-T e incubada com soro humano de pacientes com
leptospirose em fase convalescente com teste de aglutinagcdo microscopica (MAT)
com titulo de 25000, na diluicdo de 1:100, a temperatura ambiente por 1 hora. A
membrana foi entdo lavada 3 vezes com PBS-T e incubada com o anticorpo
secundario anti-IgG humana conjugado com peroxidase (Calbiochem), na diluicéo
1:500 em PBS-T. As bandas foram reveladas com cromégeno H,0O2/4-cloro-1-naftol
(10 mL de Tris-HCI 50 nm pH 7,6; 0,1 mL de cloronaftol; 10 yL de perdxido de
hidrogénio). As proteinas também foram testadas contra pool de soro humano
negativo para leptospirose. As condi¢des para o Western blotting nesta analise

foram as mesmas descritas acima. A diluicao do soro negativo foi de 1:100
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4 RESULTADOS

4.1 Identificac&o in silico das proteinas candidatas a vacina de subunidade

Na analise in silico do genoma sequenciado de L. interrogans sorovar
Copenhageni L1-130 (FIOCRUZ, BA), optou-se por selecionar sequéncias génicas
que codificam proteinas associadas a superficie celular, pois sdo potencialmente
capazes de induzir resposta imune. Estas sequéncias podem ser identificadas nos
bancos de dados por similariedade com as de outros microrganismos. Para analise
inicial, utilizou-se o programa PSORT na identificagdo de proteinas associadas a
membrana, sendo escolhidas as sequéncias que apresentaram um escore mais
elevado. Genes envolvidos na codificacdo de proteinas com fungao citoplasmatica
foram excluidos. Neste sentido, foram identificados oito alvos potenciais que
codificam lipoproteinas associadas a membrana celular: LIC11058, LIC10054,
LIC20172, LIC13059, LIC11567, LIC10091, LIC10009 e LIC13305.

4.2 Amplificacdo dos genes

Os genes LIC11058, LIC10054, LIC20172, LIC13059, LIC11567, LIC10091,
LIC10009 e LIC13305 foram analisados através do programa Vector NTI 8.0
(Informax inc.) e os primers desenhados para amplificar regides mais hidrofilicas da
proteina. Regides hidrofébicas foram evitadas, pois tendem a dificultar o processo de
purificacdo e manutencao destas proteinas na forma soluvel. Regides génicas que
codificam a sequUéncia sinal das lipoproteinas também foram excluidas. Convém
ressaltar, que dos oito genes clonados, somente dois deles (LIC11567 e LIC10009)
foram clonados inteiros, com exclusdo apenas da sequéncia sinal. Os demais
tiveram somente as regides mais hidrofilicas e antigénicas clonadas. O tamanho dos
genes inteiros e dos recombinantes, bem como a massa molecular das proteinas
resultantes encontra-se na tabela 3. Na Figura 1 pode ser visualizado o gel de

agarose com os genes amplificados através de PCR.
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Tabela 3: Tamanho dos genes inteiros e recombinantes e massa molecular das
proteinas nativas e recombinantes.

Tamanho dos genes (pb) Massa molecular proteinas (kDa)
Genes Inteiro Recombinante Nativa Recombinante
LIC11058 597 424 22,7 17,3
LIC10054 2154 833 74,0 32,1
LIC20172 966 742 35,7 28,1
LIC13059 696 341 26,7 14,4
LIC11567 375 323 14,6 13,9
LIC10091 1044 341 40,7 14,6
LIC10009 738 630 27,8 24,8
LIC13305 876 498 33,6 20,3

pb — pares de bases
kDa — kilodaltons

506 pb —p

Figura 1 — Eletroforese dos produtos de PCR em gel de agarose 1%. Coluna 1,
Marcador de Massa Molecular 1 kb DNA Ladder; coluna 2, LIC11058 (424 pb);
coluna 3, LIC10054 (833 pb); coluna 4, LIC20172 (742 pb); coluna 5, LIC13059 (341
pb); coluna 6, LIC11567 (323 pb); coluna 7, LIC10091 (341 pb); coluna 8, LIC10009
(630 pb) e coluna 9, LIC13305 (498 pb).

4.3 Clonagem, expressao e purificacado das proteinas recombinantes

Todos os oito genes amplificados foram purificados e ligados ao vetor de
expressao pQE30 (Qiagen). As transformagdes em E. coli TOP10F com os produtos
das ligagdes resultaram em varios transformantes. O DNA plasmidial de possiveis
clones recombinantes, identificados em uma triagem rapida, foi extraido e digerido
com enzimas de restricdo, confirmando a presengca do inserto (dados néo
mostrados). Os vetores construidos foram ainda checados por sequenciamento de
DNA. Os clones recombinantes selecionados foram denominados: pQE30/LIC11058,
pQE30/LIC10054, pQE30/LIC20172, pQE30/LIC13059, pQE30/LIC11567,
pQE30/LIC10091, pQE30/LIC10009 e pQE30/LIC13305. O mapa de restricdo destes

vetores pode ser visualizado na Figura 2.
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Figura 2 — Mapas dos plasmideos construidos.
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Os vetores transformados em E. coli TOP10F permitem a expressdao das
proteinas recombinantes fusionadas a seis residuos de histidina em sua por¢cao N-
terminal, possibilitando a purificagdo das mesmas através de cromatografia de
afinidade. A checagem da expressdo das proteinas recombinantes foi feita em
pequena escala. As oito lipoproteinas foram expressas com sucesso na cepa de E.
coli TOP10F utilizando o vetor pQE30 (Figura 3).

A expressao das proteinas recombinantes foi confirmada através de Western
blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-cauda poli-histidina conjugado com
peroxidase (Sigma), na diluigdo 1:3000, que reconheceu as proteinas recombinantes
devido a presenga da cauda de histidinas. Este resultado pode ser visualizado na

Figura 4.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

42 kba —»

25 kba—»

14 kDa—»

42 kDa —»

25 kba—»

14 kDa—»

Figura 3: SDS-PAGE 15% corado com Comassie Blue, mostrando a cepa de E. coli
TOP10F expressando as proteinas recombinantes. Coluna 1 e 10, Marcador de
Massa Molecular; coluna 2, LIC11058r i (induzido); coluna 3, LIC11058r n.i (ndo
induzido); coluna 4, LIC10054r i; coluna 5, LIC10054r n.i; coluna 6, LIC20172r i;
coluna 7, 20172r n.i; coluna 8, LIC13059r i; coluna 9, LIC13059r n.i; coluna 11,
LIC11567r i; coluna 12, LIC11567r n.i; coluna 13, LIC10091r i; coluna 14, LIC10091r
n.i; coluna 15, LIC10009r i; coluna 16, LIC10009r n.i; coluna 17, LIC13305r i e
coluna 18, LIC13305r n.i.
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Figura 4: Western blotting com anticorpo monoclonal anti-cauda poli-histidina
conjugado com peroxidase (Sigma) na diluicdo 1:3000. As bandas foram reveladas
com DAB/H;0,. Coluna 1, Marcador SeeBlue® Plus Pre-Stained Standard 1x;
coluna 2, LIC11058r (17,3 kDa); coluna 3, LIC10054r (32,1 kDa); coluna 4,
LIC20172r (28,1 kDa); coluna 5, LIC13059r (14,4 kDa); coluna 6, LIC11567r (13,9
kDa); coluna 7, LIC10091r (14,6 kDa); coluna 8, LIC10009r (24,8 kDa); coluna 9,
LIC13305r (20,3 kDa) e coluna 10, controle positivo LipL32 (32 kDa).

Apos verificar a expressao das proteinas recombinantes em pequena escala,
elas foram submetidas ao teste de solubilidade. Nesta avaliagao o extrato lisado da
cepa de E. coli TOP10F, expressando as proteinas recombinantes, foi submetido a
um SDS-PAGE 15% para verificar se as proteinas estavam sendo expressas na
forma soluvel ou insoluvel, ou seja, as proteinas que estavam presentes no pellet,
foram consideradas insoluveis e aquelas presentes no sobrenadante, soluveis. Nas
oito proteinas testadas, observou-se maior presenga no pellet celular (dados n&o
mostrados), onde se encontram proteinas mais hidrofobicas. Portanto, adotou-se um
protocolo de purificacdo para proteinas insoluveis, que utiliza uréia para auxiliar no
rompimento das células e solubilizacdo das proteinas expressas na forma de
corpusculos de inclusdo. Devido a formacdo destes corpusculos, optou-se por
crescer as culturas a 30° C, pois a esta temperatura o nivel de expressado das
proteinas recombinantes é melhor. As proteinas foram purificadas por cromatografia
de afinidade utilizando Ni*’>-Sepharose, através do sistema de cromatografia liquida
de baixa pressdo AKTAPrime (Amershan Bioscience). As fragdes coletadas do
AKTAPrime foram submetidas a um SDS-PAGE 15% para avaliar a purificagéo das
proteinas recombinantes e a possivel presenga de proteinas inespecificas. Na
Figura 5 pode-se visualizar um gel de poliacrilamida 15% com as oito proteinas

recombinantes purificadas através deste sistema.
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Figura 5: Gel de poliacrilamida 15% corado com Comassie Blue mostrando as oito
proteinas recombinantes purificadas utilizando o sistema AKTAPrime (Ni**-
Sepharose). Coluna 1, Marcador BENCHMARK™ Protein Ladder; coluna 2,
LIC11058r (17,3 kDa); coluna 3, LIC20172r (28,1 kDa); coluna 4, LIC13059r (14,4
kDa); coluna 5, LIC10054r (32,1 kDa); coluna 6, LIC10009r (24,8 kDa); coluna 7,
LIC10091r (14,6 kDa); coluna 8, LIC13305r (20,3 kDa) e coluna 9, LIC11567r (13,9
kDa).

O método de Bradford (BRADFORD, 1976) utilizado na quantificacdo das
proteinas recombinantes purificadas, permitiu calcular o seu rendimento e sua
concentragao, antes e apds a didlise (Tabela 4). A purificagdo das proteinas rendeu,
em volume, uma média de 17,75 mL por proteina, com um rendimento médio de
43,31 mg.L", o qual foi medido a partir das concentragdes das proteinas antes da
didlise. A concentracdo das proteinas apos a dialise variou, algumas proteinas
precipitaram com a redugdo na concentracdo de uréia, como ocorreu com as LICs
13059r, 11567r, 10091r e 13305r, contudo, a quantidade que se manteve em
solugéo foi suficiente para realizar as imunizagdes dos camundongos e o restante
dos experimentos. As demais (LIC11058r, LIC10054r, LIC20172r e LIC10009r) n&o

precipitaram durante a dialise e mantiveram as mesmas concentragdes (Tabela 4).

Tabela 4: Rendimento e concentragao das proteinas recombinantes produzidas em
E. coli TOP10F e quantificadas pelo método de Bradford.

Proteina Caracteristica Volume final Rendimento Concentracdo’
(mL) (mg.L™) (mg.mL™)
LIC11058r lemA 17 42,84 1,17
LIC10054r ripA 14 20,75 0,74
LIC20172r lipoproteina 18 32,06 0,89
LIC13059r provavel lipoproteina 20 61,32 0,86
LIC11567r provavel lipoproteina 22 69,80 0,56
LIC10091r provavel lipoproteina 10 17,68 0,50
LIC10009r provavel lipoproteina 17 70,84 2,02
LIC13305r provavel lipoproteina 8 31,20 0,47

*. concentragao final das proteinas obtida apds a didlise
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4.4 Respostaimune humoral induzida pelas vacinas de subunidade

A inoculagdo de duas doses das vacinas foi capaz de induzir uma resposta
imune humoral especifica nos animais vacinados (Figura 6). Das oito proteinas
avaliadas, seis delas (LIC11058r, LIC20172r, LIC13059r, LIC11567r, LIC10091r e
LIC10009r) apresentaram, com a primeira dose, uma intensidade de resposta média
equivalente, que foi de 0,127 (OD4sp), em relagado ao soro pré-imune dos animais e
do grupo controle negativo salina/Al(OH)s. Estes niveis foram observados no 21° dia
apo6s a primeira dose. As outras duas lipoproteinas (LIC10054r e LIC13305r)
apresentaram a maior e menor leitura no 21° dia (0,367 e 0,046, respectivamente).

Todas as respostas aumentaram ainda mais com a segunda dose da vacina.
As absorbancias aos 21 dias apds a segunda dose da vacina variaram de 0,248 a
0,502, para seis LICs (11058r, 10054r, 20172r, 13059r, 11567r €10091r). No 42° dia
de avaliacdo, péde-se observar que a LIC10009r apresentou uma resposta mais
elevada, se destacando das demais, com uma absorbancia de 0,648. A LIC13305r
continuou apresentando os niveis mais baixos de resposta (OD4s de 0,079). O
grupo controle negativo salina/Al(OH); apresentou uma ODg4s9 de 0,049, no 42° dia
de avaliacao.

Das oito proteinas avaliadas a que demonstrou maior imunogenicidade foi a
LIC10009r, com niveis maximos de absorbancia de 0,705, observado no 84° dia. Os
camundongos inoculados com as LICs 11058r, 10054r, 20172r, 13059r, 11567r e
10091r apresentaram uma ODy4s5p maxima de 0,406; 0,495; 0,475; 0,507; 0,265 e
0,361, respectivamente. Estes indices de absorbancia foram observados entre o 63°
e 84° dias. A LIC13305r apresentou as ODs450 mais baixas ao longo de todo o
experimento, ndo excedendo 0,101, embora ainda apresentasse aos 105 dias um
aumento gradativo da resposta. Todas as oito lipoproteinas avaliadas mantiveram a
resposta imune humoral, atingida com a segunda dose da vacina, estavel até os 105
dias apés a primeira inoculagado. A resposta imune apresentada pelos camundongos
foi monitorada até 105 dias apds a primeira dose da vacina (Figura 6) e, durante este
periodo, os niveis de resposta do grupo controle negativo salina/Al(OH); nao
excederam a OD4sp de 0,057. Todos os animais foram avaliados em triplicata nos

testes de ELISA, ressaltando que cada grupo era formado por cinco animais.
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Figura 6 — Resposta imune humoral dos animais inoculados com as proteinas
recombinantes e do grupo controle negativo salina/Al(OH);, mensurada através de
ELISA. A medida das respostas imunes esta expressa em absorbancia.

4.5 Reatividade de soro imune contra L. interrogans com as proteinas

recombinantes

As proteinas recombinantes foram confrontadas com pool de soro imune dos
camundongos inoculados com L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130
(bacterina), através de um ELISA, com o intuito de testar se estas proteinas séo
reconhecidas e, assim, confirmar que houve a produgao de anticorpos especificos. A
figura 7 ilustra os resultados deste experimento. Foi observada uma absorbancia
média de 0,140, para as proteinas recombinantes alvos testadas contra o soro,
indicando haver a produgcdo de anticorpos contra elas pelos camundongos
inoculados com a bacterina. O soro pré-imune destes animais foi confrontado com o
pool das proteinas recombinantes e apresentou uma OD4s59 de 0,040. Nos controles
positivos foram verificadas absorbancias de 0,530 e 0,551, para a proteina LipL32 e
a bacterina, respectivamente, em relacdo ao soro pré-imune dos animais inoculados
com a bacterina (ODg4so 0,085).
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Figura 7 — Reconhecimento das proteinas recombinantes pelo soro imune de
camundongos inoculados com L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130
(bacterina). A medida das respostas imunes esta expressa em absorbancia.
Controles positivos: coluna A, proteina recombinante LipL32 (5 ug.mL™") e coluna B,
bacterina (5 x 10” cél.mL”) confrontados com o soro imune dos camundongos
imunizados com a bacterina. Controles negativos: coluna C, bacterina (5 x 10’
cél.mL") e coluna D, pool proteinas recombinantes (5 pg.mL™"), confrontados com
soro pré-imune de camundongos inoculados com a bacterina.

4.6  Analise estatistica

A avaliacdo das diferencas estatisticas utilizando o Teste T Student com nivel
de significancia P < 0,05, demonstrou que sete das oito lipoproteinas avaliadas
induziram uma resposta imune humoral especifica significativa nos camundongos,
em relacdo aos animais do grupo controle negativo salina/Al(OH); e ao dia pré-
imune dos animais vacinados. A excegao foi a LIC13305r, que ndo demonstrou uma
resposta significativa estatisticamente.

Quanto a avaliagdo da reatividade do soro imune de L. interrogans com as
proteinas recombinantes, todas as oito lipoproteinas testadas apresentaram
diferenca estatistica quando comparadas ao controle negativo, onde a placa foi
sensibilizada com o pool proteinas recombinantes (5 ug.mL"). J& para o outro
controle negativo utilizado nesta avaliagdo, onde a placa foi sensibilizada com a
bacterina (5 x 10" cél.mL™), uma Unica proteina (LIC10009r) ndo apresentou

diferencga estatistica significativa (P > 0,05) em relagéo a este grupo.
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4.7 Reconhecimento das proteinas pelo soro de pacientes com leptospirose

As proteinas recombinantes dialisadas foram avaliadas quanto a reatividade
com pool de soro de pacientes com diagndstico de leptospirose. Utilizou-se como
controle positivo a proteina recombinante LipL32, por ser uma proteina
comprovadamente antigénica e altamente conservada entre diferentes sorovares.
Das oito proteinas testadas neste estudo, seis foram reconhecidas pelo soro
convalescente de pacientes com leptospirose (Figura 8 painel A). Nesta avaliagéo,
as lipoproteinas LIC10054r e LIC10009r, n&o apresentaram uma reagdo téo
evidenciada quanto as demais (Figura 8 painel A, coluna 3 e 8).

As oito proteinas recombinantes foram também testadas contra um pool de
soro humano sem titulos de anticorpos contra leptospira. Na figura 8 (painel B) pode
ser visualizado o resultado desta avaliagdo. Duas proteina (LIC20172r e LIC13305r),
que tinham sido reconhecidas pelo soro com titulos de anticorpos para leptospirose,
também apresentaram reagcdo com o soro negativo, indicando a presenca de
anticorpos contra estas proteinas. Para comprovar que as proteinas ndo estavam
reagindo de forma inespecifica com o anticorpo secundario anti-lgG humana
conjugado com peroxidase (Calbiochem), elas foram submetidas a um Western
blotting nas mesmas condi¢cbes dos demais, utilizando somente o anticorpo
secundario. Nesta avaliagdo, nenhuma das oito proteinas recombinantes apresentou
reacdo com o anticorpo conjugado anti-lgG (dados ndo mostrados). Na figura 8
(painel C) pode ser visualizado uma réplica do SDS-PAGE utilizado para a

realizacdo dos Western blotting.
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Figura 8: Antigenicidade das proteinas recombinantes de L. interrogans. Painel A:
Western blotting com pool do soro de pacientes com diagnostico de leptospirose na
fase convalescente (diluicdo 1:100). Painel B: Western blotting com pool de soro
humano sem titulos para leptospirose. Painel C: SDS-PAGE 15% corado com
Comassie Blue. Anticorpo anti-lgG humana conjugado com peroxidase foi utilizado
como anticorpo secundario na diluigdo de 1:500. As bandas foram reveladas com
DAB/H,0,. Coluna 1, Marcador SeeBlue® Plus Pre-Stained Standard 1x; coluna 2,
LIC11058r (17,3 kDa); coluna 3, LIC10054r (32,1 kDa); coluna 4, LIC20172r (28,1
kDa); coluna 5, LIC13059r (14,4 kDa); coluna 6, LIC11567r (13,9 kDa); coluna 7,
LIC10091r (14,6 kDa); coluna 8, LIC10009r (24,8 kDa); coluna 9, LIC13305r (20,3
kDa); coluna 10, controle positivo LipL32r (32 kDa) e Coluna 11, Marcador SeeBlue®
Plus Pre-Stained Standard 1x.
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5 DISCUSSAO

A superficie celular bacteriana constitui o sitio das interagbes com os tecidos do
hospedeiro durante o curso da infeccdo. Comprovadamente, ha expressao de uma
série de proteinas de membrana, quando o patdégeno interage com o hospedeiro, 0
que estimula o sistema imune.

Para L. interrogans Icterohaemorrhagiae sorovar Copenhageni, objeto deste
estudo, a identificacdo de determinantes de viruléncia expressos durante a infeccao,
sdo alvos de intensiva investigacdo no campo da patogénese deste microrganismo
(SHANG; SUMMERS; HAAKE, 1996; HAAKE et al., 2000; MATSUNAGA et al.,
2002; CULLEN et al., 2003). O foco da nossa pesquisa foi, portanto, identificar in
silico proteinas potenciais e testa-las quanto ao seu potencial imunoprotetor no
desenvolvimento da vacina recombinante contra leptospirose e para uso em testes
diagndsticos.

A era pos-genoma de Leptospira tem possibilitado caracterizar novos alvos
para desenvolvimento da vacina e uso em testes diagndsticos. Até ser completado o
sequenciamento do genoma de Leptospira, somente cerca de oito lipoproteinas
associadas a OM deste patégeno tinham sido identificadas por isolamento de
fragbes da membrana, como as proteinas LipL32 e LipL41 (SHANG; SUMMERS;
HAAKE, 1996; HAAKE et al., 2000).

Com o advento da tecnologia recombinante e uso de uma estratégia
revolucionaria no campo de desenvolvimento de vacinas, que utiliza a analise in
silico de potenciais alvos, Gamberini e colaboradores (2005), conseguiram clonar e
expressar em E. coli, mais de 174 novas proteinas de Leptospira, das quais 16
foram identificadas como candidatas potenciais a vacina. Similarmente, Maione et al.
(2005), clonaram e testaram 312 proteinas do grupo B de Streptococcus e, deste
total, quatro demonstraram prote¢ao em ratos.

O programa PSORT nos permitiu selecionar proteinas que apresentaram um
escore mais alto, indicando que estas estavam associadas a OM do organismo em
estudo. Optou-se por proteinas com esta localizagao devido a literatura, que aponta
estes alvos como potenciais vacinogenos (SHANG; SUMMERS; HAAKE, 1996;
HAAKE et al., 1999; BRANGER et al., 2001; CULLEN et al., 2002; MATSUNAGA et
al., 2003; NATARAJASEENIVASAN et al., 2004; CULLEN et al., 2005; KOIDE et al.,
2005; ZHANG et al., 2005), devido, principalmente, a presenga de anticorpos contra
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OMPs no soro de pacientes contaminados (GUERREIRO et al., 2001; KOIZUMI;
WATANABE, 2005). Na avaliagdo da capacidade imunogénica de OMPs de
Leptospira, um importante aspecto € sua associagcdo com a membrana da bactéria
(HAAKE et al., 1999). Com base nestas avaliagbes, foram selecionadas oito
lipoproteinas associadas a OM de Leptospira.

De acordo com os critérios de identificagdo previamente descritos por Haake
(2000) e Nascimento et al. (2004a), seis das proteinas avaliadas (LIC20172r,
LIC13059r, LIC11567r, LIC10091r, LIC10009r e LIC13305r), sdo provaveis novas
lipoproteinas. As demais (LIC11058r e LIC10054r) apresentaram similariedade com
proteinas ja descritas previamente em outras bactérias, através dos mesmos
critérios de avaliagao acima referidos. De acordo com o banco de dados GenBank a
proteina LIC11058r ¢ identificada como membro da familia LemA, pois contém uma
hélice transmembrana na regido N-terminal da proteina. Foi predito que uma
pequena porcao desta regiao N-terminal é extracelular. A fungdo molecular exata
desta proteina ainda é incerta. A proteina LIC10054 apresentou homologia com uma
lipoproteina A rara (RIpA) de outros microrganismos (de acordo com dados
depositados no GenBank), possuindo uma regido conservada dobrada DPBB
(double-psi beta barrel). A fungao desta lipoproteina ainda nao € bem compreendida,
mas sabe-se que esta dobra DPBB ¢&, frequentemente, um dominio enzimatico. Os
membros desta familia sdo bastante diversos, podendo conter varias funcdes
diferentes.

A presenca de regides transmembrana foi evidenciada nas oito lipoproteinas. O
numero de aminoacidos transmembrana variou entre as proteinas, indo de 2 a 20,
geralmente dispostos na regido N-terminal, o que indica, supostamente, a regido de
ancoramento no espago extracelular ou periplasmatico da OM da Leptospira
(ZUERNER et al., 2000).

Embora o genoma de L. interrogans seja rico em AT, em comparagdo ao
conteudo GC (35%) (NASCIMENTO et al., 2004a), o que de certa forma dificulta o
desenho de primers e amplificagdo dos genes, foi possivel amplificar e clonar os oito
genes alvos, bem como expressar e purificar as proteinas recombinantes em E. coli.
Todas as proteinas recombinantes foram encontradas no pellet das culturas lisadas
(insoluveis), formando durante sua expresséo, corpusculos de inclusdo. Segundo
Georgiou e Segatori (2005) é dificil expressar proteinas insoluveis para o meio e

obté-las na forma soluvel e ativa, pois, freqientemente, a super-expressao conduz a
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producdo destes corpusculos, que sao agregados insoluveis de proteinas. No
entanto, o protocolo de solubilizacdo adotado por Gamberini et al. (2005), que utiliza
uréia para solubilizar lipoproteinas de Leptospira, é eficiente, o que também pdde
ser comprovado em nosso estudo, pois todas as proteinas alvos puderam ser
purificadas desta forma.

As proteinas recombinantes foram avaliadas no presente estudo, quando a seu
potencial indutor de uma resposta imune humoral especifica em camundongos,
sendo a quantidade de anticorpos produzidos por estes animais estimada através de
ELISA. Hakee et al. (1999), testaram a resposta de anticorpos em hamsters,
inoculados com 50 ug das OMPs LipL41 e OmpL1 recombinantes. A resposta
medida em leitor de ELISA demonstrou uma OD4s5¢ de 0,9 para ambas as proteinas,
em comparagao ao controle negativo (OD4so de 0,2). Na avaliagdo de uma vacina
contra L. interrogans, Branger et al. (2001), administraram o antigeno Hap1 (LipL32)
recombinante via intramuscular, obtendo uma OD de anticorpos de mais de 1.0. Em
nossa avaliagdo, obtivemos niveis de reposta variavel induzida pelas proteinas. A
que apresentou um maior potencial imunogénico foi a LIC10009r, com uma ODgysg
maxima de 0,7. As demais LICs oscilaram entre 0,3 e 0,4 de absorbancia, sendo a
LIC13305r a que apresentou a menor absorbancia, ndo excedendo 0,1. Esta
lipoproteina foi a unica que n&do apresentou uma resposta imune humoral diferente
estatisticamente da apresentada pelo grupo controle negativo salina/Al(OH)s. Nos
animais controles negativos, inoculados com salina e o adjuvante hidroxido de
aluminio, nao foi observada a presenga de anticorpos especificos. Optou-se por
utilizar este adjuvante nas vacinas, pois sua administragdo em humanos e animais é
permitida. O hidréxido de aluminio ja foi testado com adjuvante por outros autores,
na administragdo de vacinas de subunidade recombinantes (HAAKE et al., 1999;
BROWN et al., 2003).

Através da técnica de Western blotting, podemos confrontar as proteinas
recombinantes com o soro imune de pacientes com diagnostico de leptopirose.
Neste teste, seis proteinas foram detectadas como potencias candidatas a vacina e
para uso em testes diagndsticos. As proteinas LIC10054r e LIC10091r tiveram sua
imunoreatividade com soro de pacientes com leptospirose confirmada por outros
autores (GAMBERINI et al., 2005). Na avaliacdo realizada em nosso estudo, a
proteina LIC10091r confirmou o resultado obtido por estes autores, no entanto, a

LIC10054r, sob as condigdes em que realizamos o teste, ndo teve reagao
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evidenciada com o soro positivo. Talvez, isto seja devido ao fato de nao termos
clonado o gene inteiro, mas a porgdo mais hidrofilica e antigénica da proteina,
identificada através de analise no programa Vector NTI 8.0 (Informax inc.).
Considera-se, portanto, que a porgédo restante da proteina possa conter algum
epitopo reconhecido pelo soro. A realizagdo do Western blotting com soro humano
negativo para leptospirose, revelou reagdo deste com duas proteinas
recombinantes. Acreditamos que isto possa ter ocorrido devido a presenga, nestes
antigenos, de determinantes antigénicos comuns a outros antigenos que individuos
sadios tenham tido contato.

Para os testes de reatividade optou-se confrontar as proteinas recombinantes
com o soro de pacientes com leptospirose diagnosticada na fase convalescente da
doenga, pois é nesta fase que ocorre maior produg¢ao de anticorpos (MITCHISON et
al., 1997; LEVETT, 2001; BAL, 2005), sendo o isotipo IgG predominante
(NATARAJASEENIVASAN et al.,, 2004). Em nosso estudo foi evidenciada a
presenca de anticorpos IgG contra as proteinas alvos no soro destes pacientes,
através do anticorpo secundario conjugado anti-IgG. Em estudos prévios, realizados
por Guerreiro et al. (2001), foi comprovado que tanto na fase aguda quanto na
convalescente, os anticorpos produzidos contra proteinas sa&o exclusivamente
imunoglobulinas G, enquanto para lipopolissacarideos (LPS) predominam
imunoglobulinas M. Nestes testes de reatividade, utilizou-se a proteina LipL32 como
controle positivo, por ser um antigeno de membrana externa imunodominante,
expresso durante a infeccdo em humanos, sendo conservado e presente em todos
0os sorovares patogénicos (HAAKE et al., 2000; GUERREIRO et al., 2001;
BRANGER et al., 2001).

Um importante aspecto do soro de pacientes naturalmente infectados por
Leptospira e que desenvolvem a infecgao, € que isto provavelmente seja resultante
de pequenas doses do agente infeccioso. Desta forma, a resposta imune
desencadeada € exclusivamente contra antigenos expressos pelo microrganismo
dentro do hospedeiro durante o curso da infecgdo e ndo contra antigenos expressos
exclusivamente em modelos animais inoculados (GUERREIRO et al., 2001). Em
nosso estudo, além de confrontar as proteinas com soro de pacientes com
leptospirose, também avaliamos sua reatividade com o soro imune de camundongos

inoculados com a bacterina. Nesta avaliacdo, os anticorpos produzidos pelos
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camundongos contra as proteinas alvos em sua forma nativa, foram capazes de
reconhecé-las em sua forma recombinante.

O uso da analise genbmica na identificagdo de novos antigenos vacinais
representa vantagens em termos de custo e tempo na constru¢do de vacinas,
quando comparada as estratégias convencionais. Oportunamente, Rappuoli (2000) e
Serruto et al. (2004), comparam a producado de vacinas utilizando a metodologia
convencional e reversa. O tempo em anos dispendido para producdo de uma vacina
nos moldes de desenvolvimento convencional, com selecdo dos antigenos,
crescimento do patdégeno, purificagdo e identificagdo dos componentes, testes com
soro convalescente e testes de imunogenicidade, dura de 5 a 15 anos, para so
depois poderem ser testadas em modelos animais. Em comparag¢do, a vacinologia
reversa, para a analise in silico das sequéncias, predicdo computacional de
antigenos candidatos a vacina, clonagem e expressao das ORFs selecionadas e
testes em modelos animais, leva de 1 a 2 anos.

Levando em consideragdo a alta imunogenicidade em camundongos, reagao
positiva com soro de pacientes com leptospirose e negativa com soro de individuos
sadios, foi possivel identificar, sob as condicbes em que realizamos os testes, as
LICs 11058r, 13059r, 11567r € 10091r como os antigenos com maior potencial.

Os resultados obtidos em nosso estudo representam uma contribuicdo
importante no campo de desenvolvimento de uma vacina potente e eficaz no
controle da leptospirose e também para uso diagndstico, pois as proteinas aqui
descritas demonstraram potencial imunogénico e certamente serdao exploradas neste
sentido, através da realizacdo de testes de desafio e de caracterizagdo destas

proteinas, motivando a continuidade dos estudos.
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CONCLUSOES

e Foi possivel clonar e expressar em E. coli os oito genes alvos selecionados
de L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130, que codificam lipoproteinas

associadas a membrana celular da espiroqueta;

e Sete das oito proteinas purificadas foram capazes de induzir uma resposta
imune humoral especifica e estatisticamente significativa nos camundongos

imunizados, em relagdo ao grupo controle negativo salina/Al(OH)s;

e Os anticorpos produzidos pelos camundongos inoculados com L. interrogans
sorovar Copenhageni L1-130 (bacterina) contra as proteinas alvos em sua
forma nativa, foram capazes de reconhecer proteinas também em sua forma

recombinante;

e Seis proteinas foram reconhecidas pelo soro humano com diagnéstico de
leptospirose na fase convalescente, confirmando a produgdao de anticorpos

contra estas proteinas no curso da infecgao;

e Considerando a imunogenicidade em camundongos e reatividade com soro
de pacientes com leptospirose, o0s antigenos com maior potencial
imunoprotetor e que deverdo ser avaliados em ensaios de desafio em
hamsters sdo as LICs 11058r, 13059r, 11567r e 10091r.
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