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RESUMO

NAKAJIMA E. Investigacio de proteinas candidatas vacinais contra leptospirose.
Apresentacdo de antigenos na forma de proteinas recombinantes purificadas ou como
vacinas vivas em salmonelas atenuadas. 2010. 178 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) —
Interunidades em Biotecnologia, USP/Instituto Butantan/IPT, Sdo Paulo, 2010.

A leptospirose ¢ uma doenca de importancia global que acomete humanos e alguns animais,
causada por bactérias do género Leptospira. No Brasil sdo notificados cerca de trés mil casos da
doenga em humanos por ano e 10% chegam a Obito. A leptospirose ¢ um problema sério
especialmente nos grandes centros urbanos devido a quantidade de roedores que sdo reservatorios
de leptospira. A melhor forma de controle da leptospirose seria a prevengao com medidas de
saneamento basico e conscientiza¢do da populagdo. O projeto para sequeciamento do genoma da
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni coordenado por um grupo de pesquisadores do
Instituto Butantan e projeto Genoma funcional para desenvolvimento de vacina contra
leptospirose, no qual nosso trabalho se insere, foram incentivados para necessidade de uma vacina
eficaz para humanos. Além de estudos com proteinas recombinantes, abordamos também a
estratégia de utilizacdo de salmonela vacinal como apresentadora dos antigenos expressos in vivo.
Apo6s a andlise do genoma da Leptospira interrogans sorovar Copenhageni por bioinformatica,
selecionamos e amplificamos 10 genes, LIC10191, LIC10793, LIC12302, LIC11227, LIC13101,
LIC12033, LIC12659, LIC10537, LIC10508 ¢ LIC10868. Nos ativemos ao estudo de seis
antigenos codificados pelos seis primeiros genes listados, além das proteinas Lip32 (LIC11352) e
Lig A (LIC10465). Os genes foram clonados em vetor pAE e pAEsox. As proteinas foram
expressas in vitro em E. coli e purificadas por IMAC. Construimos plasmideos carregando dois
genes e testamos a capacidade da salmonela de expressar simultaneamente dois antigenos
heter6logos in vivo. As proteinas LIC10191 e LIC10793 foram utilizadas como proteinas
purificadas ou expressas em salmonelas recombinantes, SLLIC10191 e SLLIC10793, em ensaios
de imunizacdo de camundongos. As salmonelas recombinantes administradas pela via
intraperitoneal induziram maior resposta imune contra os antigenos em relagdo a administragao
pelas vias intranasal e oral. A resposta imune de anticorpos especificos gerada contra os antigenos
purificados foi sempre maior do que quando os antigenos foram apresentados por salmonelas. Um
resultado importante foi a protecdo parcial em hamsters imunizados com a SLLIC10191 e

desafiados com Leptospira interrogans sorovar Pomona. Em outro ensaio, observamos que a



imunizagdo com as salmonelas induziu producao de anticorpos contra dois antigenos expressos in
vivo simultaneamente. Nesse ensaio ndo houve prote¢do dos hamsters imunizados desafiados com
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni. Os ensaios de imunizacdo e desafio com a
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni ndo foram conclusivos. Esse sorovar apresentou
diferencas marcantes em relagdo ao sorovar Pomona, resultando em maior dificuldade de
manipulacdo e de adequagdo da dose de desafio. Algumns pardmetros foram considerados e
investigados, como a varia¢do na viruléncia das leptospiras durante cultivo in vitro e a dificuldade
na precisdao da contagem de bactérias a serem administradas por animal, além das dificuldades
intrinsecas dos ensaios de desafio, como a interferéncia da idade dos animais no momento do
desafio limitando o tempo para imunizacdes. A padronizagdo do desafio com leptospiras constitui
etapa fundamental para a andlise da capacidade protetora dos antigenos estudados, assim como a
acdo adjuvante das salmonelas recombinantes. Nossos ensaios abordaram varios aspectos
necessarios para a padronizacdo dos ensaios de desafio. As proteinas Lip32, LigA e ankB
induziram altos titulos de IgG e mostraram-se interessantes candidatas vacinais. A proteina
LIC10191 apresentada por salmonelas induziu protecdo parcial em hamsters. Os ensaios para
medir a capacidade imunoprotetora desses antigenos serdo repetidos, considerando os critérios

para padronizacao elaborados neste trabalho.

Palavras-chave: Desenvolvimento de vacinas. Leptospirose. Leptospira interrogans. Salmonela

vacinal recombinante SL.3261. soxRS.



ABSTRACT

NAKAJIMA E. Investigation of proteins vaccine candidates against leptospirosis. Antigens
presentation as purified recombinant proteins or as live vaccines by attenuated salmonelas.
2010. 178 f. Ph. D. Thesis (Biotechnology) — Interunidades em Biotecnologia, USP/Instituto
Butantan/IPT, Sao Paulo, 2010.

Leptospirosis is a disease of global importance that affects humans and animals, caused by
bacteria of the genus Leptospira. In Brasil, about three thousands human cases are notified every
year and 10% of the patients die. Leptospirosis is a serious issue, especially in urban centers, due
to the amount of rodents that are reservoirs of leptospira. The best way to control leptospirosis is
prevention with better sanitation measures and public awareness. The project for sequencing the
genome of Leptospira interrogans serovar Copenhageni, coordinated by a group of researchers
from Instituto Butantan and the Funtional genome for vaccine development, in which our work
belong, were encouraged by the need of an effective vaccine for humans. Besides the studies
using recombinant proteins, we aprouched also the strategy of using salmonella vaccines to
present the antigens expressed in vivo. After analysis of the genome of Leptospira interrogans
serovar Copenhageni using bioinformatic tools, we selected and amplified ten genes, LIC10191,
LIC10793, LIC12302, LIC11227, LIC13101, LIC12033, LIC12659, LIC10537, LIC10508 and
LIC10868. We had focused our study on six antigens, encoded by six first genes listed above,
besides the antigens Lip32 (LIC11352) and LigA (LIC10465). The genes were cloned into pAE
and pAEsox vectors. The proteins were expressed in vitro in E. coli and purified by IMAC. We
constructed plasmids carrying two genes and we tested the salmonella ability to express the two
heterologous antigens simultaneously in vivo. The proteins LIC10191 and LIC10793 were used as
purified proteins or expressed by recombinant salmonellas (SLLIC10191 and SLLIC10793) for
immunization of mice. Recombinant salmonellas administered by intraperitoneal route induced
higher immune response against the antigens comparing with the administration by oral and
intranasal routes. The immune response of specific IgG using purified antigens was always higher
than to the antigens presented by salmonellas An important result was the parcial protection of
hamsters immunized with SLLIC10191 and challenged with Leptospira interrogans serovar
Pomona. In other experiment, we observed that immunization with salmonellas induced
antibodies against two antigens expressed simultaneously in vivo. In this assay there was no

protection of immunized hamsters and challenged with Leptospira interrogans serovar



Copenhageni. The immunization and challenge assays with Leptospira interrogans serovar
Copenhageni assays were not conclusive. This serovar showed significant differences comparing
with serovar Pomona, resulting more difficult its manipulation and the dose adjustments for
challenge assays. Some issues were considerated and investigated, as the variability of leptospira
virulence during culture in vitro and the difficulty on accurately counting the bacteria to be
inoculated per animal, besides the intrinsic difficulties in the challenge assay, such as the
interference of the age of the animals at the challenge, limiting the immunization period. The
standardization of the challenge assay with leptospiras is an important step for the analysis of the
immune protective capacity of the antigens, as well as the adjuvant ability of the recombinant
salmonellas. In our assays we approach some important aspects for standardization of the
challenge assays. The proteins Lip32, LigA and ankB induced high IgG titers and showed to be
interesting vaccine candidates. The protein LIC10191 presented by salmonella induced partial
protection in hamsters. The assays to properly measure the immune protective capacity of these
antigens are going to be repeated considering the criteria for standardization established in this

work.

Key words: Vaccine. Leptospirosis. Leptospira interrogans. Recombinant salmonella vaccine

SL3261. soxRS.
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1 INTRODUCAO

1.1 A leptospirose

A leptospirose ¢ uma zoonose causada por diferentes linhagens de bactérias
espiroquetas do género Leptospira. Roedores sdo reservatérios das leptospiras, pois se
adaptam e nao morrem em decorréncia da infec¢do. Sua urina e o tecido renal com pH
alcalino sdo favoraveis para a sobrevivéncia do microrganismo, permitindo a colonizagdo e
eliminagdo permanente pela urina (SILVA, 1998).

Nos ultimos anos a leptospirose tem sido considerada uma das doencas infecciosas
emergentes de importancia global (BHARTI et al., 2003). A leptospirose também esta entre as
doengas negligenciadas por ser um grave problema em paises em desenvolvimento (HOTEZ e
FERRIS, 2006). O crescimento urbano descontrolado, a falta de saneamento basico e o
acumulo de lixo favorecem a proliferagdo dos roedores, os principais responsaveis pela
transmissao da doenca ao homem. O impacto causado pelas doengas negligenciadas ¢ medido
pelo numero de anos perdidos por causa de morte prematura ou incapacidade fisica (DALY —
“disability-adjusted life year”) (HOTEZ e FERRIS, 2006). De fato, pacientes com
leptospirose necessitam de dias de repouso a internagdes em UTIs com auxilio de aparelhos
de hemodidlise, sendo privado do convivio familiar e perdendo dias de trabalho. Nos paises
desenvolvidos, a doenga estd principalmente relacionada com atividades de lazer e esportivas
ao ar livre, como natac¢do, canoagem e pesca, € também atividades de risco ocupacional, como
lixeiros, trabalhadores de esgoto, criadores de peixe, rizicultores e cortadores de cana
(LEVETT, 2001; MORGAN et al., 2002; HAAKE et al., 2002).

No Brasil, a leptospirose ¢ endémica em todas as regides (Figura 1). Segundo dados
divulgados pelo Ministério da Satde, sdo diagnosticados em média trés mil casos por ano e
cerca de 10% dos pacientes morrem. Esporadicamente ocorrem surtos epidémicos, como em
1996 quando foram confirmados 5579 casos, em 2009 foram 3755 casos e 331 pacientes
chegaram ao 6bito. Devido a dificuldade do diagndstico, muitos casos nao sao notificados, o
que interfere nos dados estatisticos. Os casos da doenga aumentam significativamente durante
os periodos de chuvas, principalmente nas regides sul e sudeste, isso porque a urina dos
roedores se mistura com a dgua das enchentes, contaminando a populacao exposta (Figura 2).
Ainda segundo dados do Ministério da Satde, quase 80% dos pacientes sdo do sexo

masculino e a maior incidéncia esta na area urbana.

27



rEQLIBMCIa

[ stén
Bl o055
1 ss-- 177
Bl 177 - 255
Bl ces 354
| [T R

Figura 1 — Distribuicio de casos de leptospirose por municipio no Brasil, de 2007 a 2008. A
leptospirose ¢ endémica em todo pais com maior incidéncia nas regides sul e sudeste.
FONTE: Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude, 2009.

Casos confirmados de leptospirose, segundo més de inicio de sintomas. Brasil e
Grandes Regides, 2009*
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Figura 2 — Numero de casos confirmados de leptospirose no Brasil em 2009. O numero de casos
aumenta nas regioes sul e sudeste nos meses de dezembro a margo, € na regido nordeste
entre os meses de abril e julho. Esses periodos sdo caracterizados por fortes chuvas.
FONTE: Ministério da Saude, Secretaria de Vigilanicia em Saude, 2010.
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A leptospirose animal também gera um problema sério de ordem econdmica, por
causar perda de produtividade do gado, diminui¢do na produgdo de leite e abortos, diminui¢ao
de engorda de suinos. Os animais domésticos, como os cachorros, também sao infectados pela
bactéria ¢ podem morrer em decorréncia da infec¢do. Esses animais ainda aumentam a
contaminag¢do dos ambientes liberando as leptospiras pela urina.

As autoridades em Saude Publica, como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa), fazem campanhas de prevengdo contra a leptospirose. Algumas medidas preventivas
consistem em evitar o contato com a agua ou lama de enchentes, contencdo e destino
adequado do lixo, uso de botas e luvas ao manusear entulhos e desentupir esgotos e a
vacinagdo periddica de animais domésticos. Além disso, sdo necessarias medidas ligadas ao
meio ambiente, tais como obras de saneamento basico (abastecimento de agua, coleta de lixo
e esgoto), desinfeccdo de reservatérios de agua, melhorias nas habitagdes humanas e o
combate a proliferagdo dos ratos. No entanto, esses trabalhos de conscientiza¢do da populacao
e melhoria da condi¢do ambiental sdo de longo prazo e ndo dispensam medidas de prevencao

como a utilizagdo desenvolvimento de testes de diagnostico rapido e de vacinas.

1.2 A leptospira

Os agentes causadores de leptospirose sdo bactérias espiroquetas do género
Leptospira, pertencente a familia Leptospiraceae, ordem Spirochaetales (FAINE et al., 1999).
As leptospiras sdo aerObias obrigatorias, helicoidais flexiveis e moveis, possuem
aproximadamente 0,1 pm de didmetro e 6 a 20 um de comprimento e apresentando uma ou
ambas extremidades em forma de gancho (FAINE et al., 1999). Devido a sua forma, as
leptospiras ndo podem ser vistas a0 microscopio Optico comum, apenas em microscopio de
campo escuro ou contraste de fase, e ndo sdo coradas pela técnica de Gram. A estrutura da
bactéria pode ser descrita por seus componentes: - uma membrana externa que cerca a parede
celular, o complexo peptideoglicano; - um flagelo, denominado filamento axial ou
endoflagelo, que se encontra entre a parede celular ¢ a membrana externa € — a membrana
interna contendo varias estruturas internas, incluindo o DNA (FAINE et al., 1999). Este
género de bactéria ¢ subdividido em muitas espécies, dentre as quais oito sdo patogénicas.
Subgrupos sdo determinados de acordo com os sorovares, sendo que existem mais de
duzentos sorovares patogénicos (FARR, 1995; FAINE et al., 1999). A classificacdo dos
diferentes sorovares ¢ baseada na antigenicidade do LPS (lipopolissacarideo) da membrana da

bactéria (LEVETT, 2001). A temperatura 6tima para o crescimento da bactéria esta entre 28
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°C e 30 °C, e o tempo de geragcdo ¢ de aproximadamente 6-8 horas (FAINE et al., 1999).
Quando livres no meio ambiente, sobrevivem por um longo periodo de tempo em solo imido
com pH entre 7 ¢ 8 (CHANG, 1948). As leptospiras podem ser cultivadas in vitro, porém,
necessitam de meios de cultura especiais, sendo os mais utilizados o Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH) e o meio semi-solido Fletcher, enriquecidos com soro

de coelho ou albumina bovina (ADLER et al., 1986).

Figura 3 - Eletro micrografia da bactéria Leptospira interrogans, causadora da leptospirose.
FONTE: Weyant et al., 1999.

O genoma da leptospira consiste em dois cromossomos circulares (BOURSAUX-
EUDE et al., 1998). E um genoma grande comparado com os genomas de outras espiroquetas
como treponema e borrelia, o que pode estar relacionado com a habilidade da leptospira se
adaptar em diferentes ambientes, como no hospedeiro animal ou livre no meio (BHARTI et
al., 2003). Até o momento, foram seqiienciados o genoma de quatro espécies de leptospiras
patogénicas, Leptospira interrogans sorovar Lai e sorovar Copenhageni, duas linhagens de
Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis, e duas linhagens de leptospira ndo
patogénica, biflexa sorovar Patoc. Os genomas das duas leptospiras do género interrogans
possuem aproximadamente 4,6 Mpb codificando cerca de 3700 genes no sorovar
Copenhageni e 4700 genes no sorovar Lai (NASCIMENTO et al., 2004; REN et al., 2003). O
genoma da Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis é menor com 3,9 Mpb
codificando aproximadamente 2900 genes (LO et al., 2006) e o genoma da Leptospira biflexa
sorovar Patoc possui 3,9 Mpb codificando 3600 genes. Além dos dois cromossomos, a biflexa

possui um plasmideo de 74 Kpb que codifica 59 proteinas (PICARDEAU et al., 2008).
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Apesar das diferencgas entre as trés espécies, foram encontradas 2052 sequéncias codificadoras
de proteinas comuns entre os genomas. Poucos genes sdo exclusivos em cada espécie e 656
genes sdo comuns apenas entre linhagens patogénicas (PICARDEAU et al., 2008).

A entrada da leptospira nos hospedeiros pode ocorrer por pequenas lesdes e aberturas
na epiderme. Essas bactérias possuem grande capacidade de atravessar os tecidos.
Possivelmente, entram na corrente sanguinea ou linfatica apos atravessarem pela conjuntiva,
pelo trato genital em alguns animais, pela mucosa nasofaringea ou pelos pulmdes por inalacao
de aerossois. Alcancam todos os orgdos e tecidos do organismo, porém, se localizam
preferencialmente no figado, rins, cora¢do e musculo esquelético. Podem atravessar a placenta
da mae para o feto em qualquer estagio de gestacdo. A principal lesdo causada pela leptospira
ocorre nas paredes das pequenas veias sanguineas, levando ao escape € ao extravasamento de
células, podendo chegar a um quadro grave de hemorragia. Outras lesdes sdo consideradas
secundarias. Propriedades relevantes na patogenicidade da leptospira sdo: a invasdo, a adesao

a superficie celular, os fatores de colonizacao e a toxicidade (FAINE et al., 1999).

1.3 Patologia, diagndstico e tratamento

A infecgdo por leptospiras pode ser assintomatica ou pode gerar sintomas diversos,
muitas vezes confundidos com outras doengas como gripe, dengue, febre tifoide, febre
amarela, malaria, hepatite, entre outras. Nos casos sintomaticos, mais de 90% dos individuos
apresentam a forma mais branda, enquanto que 5 a 10% dos pacientes apresentam a forma
mais grave com sinais de ictericia (World Health Organization - WHO, 2003). O periodo de
incubagdo da bactéria pode variar de 2 a 30 dias, sendo dividido em duas fases nem sempre
bem evidentes. Na primeira fase, chamada bacteremia, ocorre a disseminacao das bactérias no
sangue e tem duracdo de 4 a 7 dias. Na segunda fase, chamada imune, ha o aparecimento de
anticorpos e as bactérias sdo eliminadas na urina. Essa fase dura entre 10 a 30 dias
(PEREIRA, 2005). A doenca pode ainda se manifestar de duas formas: a anictérica e a
ictérica. A forma anictérica € caracterizada por febre alta continua, calafrios, dores de cabeca,
dores musculares e abdominais, diarréia, njuseas e vomitos. A forma ictérica, mais grave,
também conhecida como sindrome de Weil, € caracterizada por ictericia, insuficiéncia renal,
disturbios hemorragicos e alta mortalidade (FAINE et al.,, 1999; PEREIRA, 2005). Os
sintomas da forma anictérica ¢ do inicio da forma ictérica sdo comuns e facilmente
confundidos com outras doengas, o que pode atrasar o diagnostico e o tratamento. Além disso,

muitas vezes o paciente ¢ tratado apenas com antibidticos e a doenca ndo ¢ diagnosticada e,
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portanto, ndo notificada para os 6rgdos responsaveis que assim, publicam dados subestimados
do niimero de casos.

O diagnostico da doenga deve ser confirmado por analise de presenga de leptospiras,
fragmentos de DNA ou deteccdo de anticorpos especificos por testes sorologicos. As
leptospiras sdo geralmente isoladas a partir do sangue, liquor ou urina, e cultivadas in vitro em
meio EMJH (Ellinghausen McCullough Johnson Harris). Porém, o crescimento in vitro ¢é
lento. Os resultados sdo obtidos de duas a quatro semanas e ndo acompanha a evolucao da
doenca. Testes de PCR tém sido mais utilizados por serem mais sensiveis € assim o
diagnostico ¢ feito nos primeiros dias de infec¢do, permitindo tratamento mais especifico e
eficaz (BROWN et al., 1995; CABALLERO et al., 1994; ZUERNER, 1995; OLIVEIRA et
al., 2003, BAL et al., 1994; LEVETT et al., 2005). Anticorpos sdo detectaveis no sangue 5 a 7
dias apos o inicio dos sintomas. Nesta fase os testes ELISA-IgM e micro-aglutinagao (MAT)
também podem ser utilizados. Os testes de ELISA-IgM s3o considerados mais apropriados e
sdo mais acessiveis para laboratorios clinicos. O MAT ¢ um teste quantitativo e mais
complexo porque necessita da manutengdo das cepas marcadoras. O diagndstico diferencial
deve considerar os dados epidemiolégicos e clinicos.

O tratamento contra a leptospirose ¢ feito com antibidticos, como penicilina G
cristalina, doxiciclina ou tetraciclina, e deve ser iniciado preferencialmente até o 5° dia do
inicio dos sintomas. Em paralelo com os antibidticos, existe a terapia de suporte que consiste
na reposicao hidroeletrolitica, na assisténcia cardio respiratorio, transfusdo de sangue e
derivados, nutri¢ao enteral ou parental, prote¢do gastrica, entre outros (WHO, 2003). Estes
tratamentos, além de custosos, muitas vezes requerem internagdo, privando o paciente do
convivio familiar e social e causando perda de dias de trabalho.

Uma proposta 6ébvia na prevencao da leptospirose € a utiliza¢ao de vacinas.

1.4 Desenvolvimento de vacinas contra leptospirose

Nao existe ainda uma vacina contra leptospirose para uso em humanos, registrada no
FDA (Food and drugs administration) ou na Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Em
alguns paises existem vacinas disponiveis contra leptospirose, recomendadas apenas para
pessoas em grupos de risco. A vacina cubana, vax-SPIRAL®, ¢ trivalente contra Leptospira
interrogans sorovar Canicola, Leptospira interrogans sorovar Copenhageni e Leptospira
interrogans sorovar Mozdok contendo células inteiras inativadas com formaldeido e

adsorvidas em Alhydrogel. Na suspensdo de 0,5 ml ha 5-8 x 10° células de cada sorovar
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(MARTINEZ et al., 1998; MARTINEZ et al.,, 2000). A vacina francesa, Spirolept®, ¢
composta por Leptospira interrogans Icterohaemorrhagiae. Cada dose da vacina ¢ composta
por 2x10° bactérias em 1 ml de tamp3o. Deve ser administrada duas doses subcutdneas em
intervalo de 15 dias, com revacinagdao apdés 4 a 6 meses e reforco a cada dois anos
(RODRIGUEZ-GONZALES et al., 2004). Existe também uma vacina tetravalente disponivel
no Japdo. A vacina ¢ composta por bactérias inteiras mortas por formalina. Na suspensdo ha
2,5x10° das bactérias Leptospira interrogans sorovar Australis, Leptospira interrogans
sorovar Autumnalis e Leptospira interrogans sorovar Hebdomadis e 5x10° da bactéria
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni. A vacina ¢ administrada via subcutinea em
duas doses, com intervalo de 7 dias e um reforco apds 5 anos (KITAOKA e INOUE, 1952
apud KOIZUMI e WATANABE, 2005). Existem vacinas em desenvolvimento na Russia e
China (IKOEV et al., 1999; CHEN, 1985; YAN et al., 2003). As vacinas para uso humano sao
preparadas com sorovares predominantes em determinadas areas e sdo utilizadas em grupos
de alto risco. A protegdo ¢ de curta duracdo e sdo sorovares especificos, além de gerar efeitos
colaterais indesejaveis.

As vacinas veterindrias, como por exemplo as para caes e bovinos, impedem que os
animais adoecam, mas ndo impedem a infec¢do e a transmissdo para humanos (BOLIN e
ALT, 2001; BHARTI et al., 2003). Sao geralmente preparadas na forma de bacterinas, ou
seja, utilizando células inteiras mortas por calor ou formol, e sdo baseadas na resposta imune
ao LPS da bactéria. Ha a necessidade de revacinacao a cada seis meses.

Uma boa vacina deve contemplar aspectos de protegdo prolongada, de cobertura
contra varias espécies do patdogeno, ndo causar efeitos colaterais e ainda ter baixo custo de
produgdo, uma vez que se destina principalmente a populagdes de baixa renda e teria que ser
financiada pelo governo. As vacinas protéicas sdo supostamente mais apropriadas para
corresponder a esses aspectos.

Com o sequenciamento de genomas bacterianos inteiros, foi proposta uma nova forma
de busca direcionada de antigenos vacinais, a “vaccinologia reversa” (RAPPUOLI, 2000).
Essa metodologia foi inicialmente utilizada na investigagao de vacinas contra as bactérias
Neisseria meningitidis, sorogupo B (TETTELIN et al.,, 2000; PIZZA et al., 2000),
Streptococcus pneumoniae (WIZEMANN et al., 2001) e Mycobacterium tuberculosis (COLE
et al., 1998; DOHERTY ¢ ANDERSEN, 2000) e tem sido usada, mais recentemente, na busca
de antigenos vacinais contra o parasita Schistosoma mansoni (VERJOVSKI-ALMEIDA et al.,
2003).
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O genoma da Leptospira interrogans sorovar Copenhageni foi sequenciado
(NASCIMENTO et al., 2004) e anotado utilizando-se varias ferramentas de bioinformatica.
As proteinas preditas foram classificadas de acordo com a provavel funcdo por comparacao
com outras proteinas dos bancos de dados. Essas informagdes podem ser acessados na pagina
da Internet Leptospira interrogans sorovar Copenhageni Genome Project.

A andlise dos dados do genoma possibilitou selecionar uma série de proteinas
interessantes para investigacdo como antigenos vacinais. Elas apresentam caracteristicas de
proteinas de superficie e, portanto, estariam expostas ao sistema imune do hospedeiro na
infeccdo, proteinas secretadas, de adesdo, ou associadas a atividade patogénica da bactéria.
Proteinas da membrana externa sdo consideradas candidatas vacinais por serem geralmente
abundantes e estarem em contato direto com o sistema imune do hospedeiro. Essas proteinas
possuem dominios conservados encontrados em leptospiras patogénicas ampliando a protecao
entre os diferentes sorovares (CULLEN et al., 2004). Existem estudos sobre antigenos com
caracteristicas de lipoproteinas de membrana externa (HAAKE, 2000), como LipL21
(CULLEN et al., 2003), LipL36 e LipL41, importantes na infec¢ao renal (BARNETT et al.,
1999), LipL32 (HAUK et al., 2005; HAAKE et al., 2000). Tambem tem sido estudadas as
proteinas com atividade de adesdo em fagécitos (CINCO et al., 2002) ou com capacidade
hemolitica, como a HlyX (HAUK et al., 2005; BRANGER et al., 2005). Atualmente as
proteinas LigA e LigB vem sendo bastante estudadas como possiveis antigenos vacinais.
Essas proteinas possuem dominios repetidos de aproximadamente 90 aminoacidos similares a
imunoglobulinas de bactérias. Segundo Choy et al. (2007) essas proteinas tém a capacidade de
se ligar a proteinas da matriz extracelular e a fibrinogénio sugerindo que, devido a capacidade
como adesinas, devem estar envolvidas na colonizagao inicial e dissemina¢ao das leptospiras.
Alguns estudos mostraram que a imuniza¢ao com a proteina LigA protege hamsters da morte
na infeccdo por Leptospira interrogans sorovar Pomona e sorovar Copenhageni
(PALANIAPPAN et al.,, 2006; SILVA et al., 2007), embora ndo seja uma prote¢ao
esterilizante, ou seja, os ris dos animais permanecem colonizados.

No Instituto Butantan, apds a disponibilizacdo dos dados do genoma da leptospira,
iniciou-se o projeto de genoma funcional para estudo de varios antigenos com potencial
vacinal, avaliando-se a imunogenicidade, conservacao dos antigenos nas diferentes linhagens
de leptospira e reconhecimento desses antigenos por anticorpos presentes no soro de pacientes

de leptospirose (GAMBERINI et al., 2005), projeto no qual nosso trabalho se insere.
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1.5 Salmonelas vacinais recombinantes

Bactérias vivas atenuadas tém sido estudadas como vetores vacinais carregando
antigenos ou DNA. Atualmente existem trés linhagens de bactérias atenuadas licenciadas para
uso humano, Mycobacterium bovis (BCG) (LAGRANDERIE et al., 2000), contra algumas
formas de tuberculose, Vibrio cholerae CVD103-HgR, contra célera (LEVINE e KAPER,
1993; SANCHEZ et al., 1994), e Salmonella Typhi Ty21a, contra febre tiféide (SPRENG et
al., 2006). A linhagem Ty21a de Salmonella enterica sorovar Typhi ¢ licenciada como vacina
viva oral contra febre tifoide em humanos (LEVINE et al., 1989), e tem sido usada por 25
anos, mostrando-se estavel e eficaz (KOPECKO et al.,2009). A vacina ¢ administrada por via
oral, em trés ou quatro doses em um periodo de uma semana, com doses de 2 a 10 x 10’
bactérias.

As bactérias atenuadas usadas como vetores vacinais apresentam a vantagem da
imunizacdo direta, sem necessidade de purificacdo e renaturagdo da proteina, processos caros
e trabalhosos. Além disso, a bactéria pode agir como adjuvante e aumentar a resposta imune
do organismo. A salmonela também promove a modulagao da resposta imune, dirigindo para
o tipo celular, o que muitas vezes ¢ desejavel.

Salmonelas com patogenicidade atenuada tém sido utilizadas como vacina devido a
sua capacidade de invadir e permanecer nos hospedeiros por tempo suficiente para estimular o
sistema imune (ROZENKRANZ et al., 2003). Salmonelas atenuadas sdo capazes de induzir a
producao de varias citocinas (TNF-a, IFN-y e IL-12) e mediadores pro-inflamatérios como
oxido nitrico (SPRENG et al., 2006). Linhagens recombinantes de salmonelas tém sido
utilizadas como formas de vacinas multiplas, carregando antigenos heterélogos para
apresentacao ao sistema imune.

Um dos aspectos deste projeto ¢ a utilizacdo de salmonelas atenuadas carregando os
genes de leptospira para a expressao in vivo, ou seja, no hospedeiro mamifero. Para estudos
em camundongos a linhagem mais usada € Salmonella enterica sorovar Typhimurium. A
atenuacgao da bactéria envolve mutacdes em genes das vias metabodlicas, como a de biossintese
de aminoacidos aromaticos (genes aroA, aroC e aroD), de biossintese de purinas (gene purA),
genes que codificam adenilato ciclase ou seu receptor (genes cya e crp) (GARMORY et al.,
2002). As mutagdes podem ser feitas também em genes envolvidos no sistema regulatorio,
responsaveis pela sobrevivéncia e viruléncia da bactéria, como os genes phoP/phoQ
(MILLER, 1991). Existem estudos de atenuagdo da toxicidade de bactérias E. coli e

Salmonella por mutagdo no gene msbB (waaN). Esse gene codifica a miristil transferase,
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enzima responsavel pela acilagdo secundaria do lipideo A do LPS das bactérias, o que ¢
essencial para a atividade endotoxica da molécula de LPS (SOMERVILLE et al., 1996;
KHAN et al., 1998; LOW et al., 1999). O LPS ¢ um dos componentes da membrana externa
de bactérias gram-negativas responsavel pela ativacdo do sistema imune inato apds o
reconhecimento pelo receptor TLR4 em humanos. O componente lipideo A do LPS foi
descrito como a por¢do mais importante na atividade endotoxica devido a inducdo de
mediadores como prostaglandinas e citocinas relacionadas com processo inflamatorio.
Recentemente um adjuvante para vacinas foi licenciado na Europa para uso em humanos
baseado no lipideo A de salmonela detoxificado, o monofosforil lipideo A (MPLA). Esse
adjuvante, adsorvido em Alhydrogel ou fosfato de aluminio, foi capaz de induzir resposta
imune protetora sem induzir resposta toxica (GARCON et al., 2007, TAGLIABUE e
RAPPUOLLI, 2008).
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Outros estudos utilizando fra¢cdes de salmonelas como adjuvantes tem sido descrito na
literatura, como a flagelina (SBROGIO-ALMEIDA et al., 2004, BARGIERI et al., 2010),
também aproveitando o reconhecimento do sistema imune por moléculas de microrganismos.

A eficacia do uso das salmonelas inteiras atenuadas foi comprovada em estudos com
genes de Schistossoma mansoni (PACHECO et al., 2005), com o antigeno PspA do
pneumococo (KANG et al., 2002; XIN et al., 2009), antigenos F1 e V de Yersinia pestis
(TITBALL et al., 1997, GARMORY et al., 2003), antigeno O de Pseudomonas aeruginosa
(DiIGIANDOMENICO et al., 2004).

Em nosso laboratorio foram desenvolvidos ensaios com salmonelas vacinais
recombinantes carregando o vetor pGEM-T Easy com o gene do fragmento C da toxina
tetanica sob controle do sistema soxRpsoxS para expressdao in vivo (TOMITA, 2005). Os
resultados foram interessantes, determinando protecdo dos animais imunizados em desafios
com toxina tetanica. Isso incentivou o uso dessas bactérias e do sistema controlador de
expressao génica soxRpsoxS para estudos com genes de lepospira neste projeto.

Existem muitas consideragdes na literatura sobre o uso de salmonelas para vacinagdes
multiplas, uma vez que o reconhecimento especializado do sistema imune por LPS e
desenvolvimento de anticorpos impediria a sobrevivéncia da bactéria em uma segunda ou
terceira dose vacinal. Ha controvérsias (DOMENECH et al., 2007, VINDURAMPULLE e
ATTRIDGE, 2003) e também propostas de utilizacdo de imunizagdo “prime-booster”
heter6loga (DOMENECH et al., 2008), ou seja, usando diferentes sorotipos em cada dose.

Para construgdes de clones recombinantes de salmonelas utilizamos a linhagem
SL3261 (BROWN et al., 1987), uma linhagem de Sa/monella enterica sorovar Typhimurium.
mutada no gene arod (AroA, 5-enolpyruvylshikimate 5-phosphate Synthase), descrita por
Hoiseth e Stocker (1981). Essas bactérias necessitam de acido p-aminobenzoico (pABa) para
sintetizar, por exemplo, 2,3 — dihidroxibenzoato (DHB) e acido folico, precursores de
compostos para aquisicdo de ferro da bactéria. A salmonela sintetiza pABa ¢ DHB de
corismato, produto final da via de biossintese de aromadticos (aro). O bloqueio em algum
passo desta via torna a salmonela auxotrofica para dois componentes, os quais nao disponiveis
em tecidos de vertebrados, e portanto, atenua a viruléncia. No trabalho de Hoiseth e Stocker
foi descrita a dele¢do do gene aroAd originando a cepa vacinal de Salmonella typhimurium
SL3261. A maior dose administrada em camundongos BALB/c foi 3x10° bactérias via
intraperitoneal. Em nenhum grupo foi observado sinais de doenca nos animais. Todos os

animais sobreviveram apds o desafio com a cepa selvagem virulenta, tanto por via
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intraperitoneal, quanto pela via oral (HOISETH e STOCKER, 1981), comprovando a

capacidade vacinal da cepa SL3261 viva.

1.6 O regulon soxRS e o vetor pAEsox

As bactérias entéricas possuem sistemas de defesa que respondem ao estresse
oxidativo imposto pelos macrofagos durante infeccado (DEMPLE et al., 1999). Um desses
sistemas ¢ o regulon soxRS, o qual ¢ ativado por anions superdxido e oxido nitrico € promove
a expressao de varias proteinas relacionadas com atividade antioxidante. Estudos indicam que
a inducdo deste sistema ocorre em duas fases distintas, inicialmente um sinal redox ativa a
proteina SoxR preexistente que, ligada ao promotor do gene soxS, induz forte transcricdo. A
proteina SoxS por sua vez, vai induzir a expressao dos varios genes do regulon, como
superdxido dismutase A, endonuclase IV, fumarato desidrgenase etc. (AMABILE-CUEVAS e
DEMPLE, 1991; NUNOSHIBA et al., 1992).

O vetor pAE foi construido no Centro de Biotecnologia (Instituto Butantan) a partir de
vetores comerciais pRSET e pET (RAMOS et al., 2004), para expressao de proteinas em E.
coli, por indugdo com IPTG. O vetor pAE foi modificado novamente no laboratorio por
inser¢do de parte do locus do sistema controlador do regulon soxRS, o gene de soxR e o
promotor de soxS, de modo a controlar a expressdo de genes de interesse por estresse
oxidativo. O vetor permite inducdo in vitro por exposi¢do das bactérias transformadas a
paraquat, uma bipiridina que promove estresse oxidativo. A inducdo de expressao ocorre in
vivo quando as bactérias transformadas sdo fagocitadas pelos macrofagos e sdo expostas ao
“burst” oxidativo. Esse sistema foi testado no laboratério e mostrou-se funcional em

camundongos.
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causada por superoxido, indug¢do de expressdo da proteina SoxS e indugdo de outras
proteinas do regulon pela SoxS. Esquema da substituigdo do gene soxS por genes
heter6logos, para expressao sob extresse oxidativo
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2 OBJETIVOS

Os objetivos desse projeto sdao: investigar o potencial vacinal de antigenos de
leptospira e o potencial de uso dessas proteinas em testes de diagnostico. Investigar a
resposta imune quando esses antigenos sdo apresentados por salmonelas vacinais

recombinantes.

Etapas de desenvolvimento do projeto:

1- Amplificagdo dos genes por PCR e clonagem inicial para producdo de massa de
plasmideos com os fragmentos de interesse.

3- Transferéncia dos genes para os vetores de expressao pAE e pAEsox.

4- Anélise da expressao das proteinas recombinantes em E. coli por indugdo in vitro
com IPTG ou paraquat.

5- Transferéncia das construgdes para obtengdo de clones recombinantes em salmonela
e analise da expressao dos antigenos in vitro.

6- Testes de antigenicidade com soros de animais infectados e pacientes de
leptospirose por western blot.

7- Imunizagdo de camundongos e hamsters para obtencao de soros.

8- Imunizac¢do de hamsters para ensaios de desafio.

9- Testes de imunogenicidade por ELISAs e Western blots.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagens de bactérias utilizadas

e E. coli DHSa - para a amplificagdo de plasmideos;

e E. coli BL21(DE3)StarpLysS - para a expressdo de proteinas recombinantes; possui
o gene T7 RNA polimerase integrado no cromossomo induzivel por IPTG. Os genes
recombinantes sdo clonados sob controle do promotor T7, reconhecido pela RNA polimerase.

o Salmonella enterica sorovar Typhimurium SL3261 - gendtipo (Lt2 arod);
linhagem vacinal para camundongos, atenuada por mutagdo no gene aroAd. Utilizada para
expressao das proteinas in vivo.

e Salmonella enterica sorovar Typhimurium SL4213 — usada para a transferéncia dos
plasmideos de E. coli para a salmonela vacinal. Possui gendtipo deficiente no sistema de

restri¢ao de reconhecimento de DNA exogeno.

3.2 Preparo de bactéria competente e transformacao

As bactérias E. coli e salmonelas foram preparadas quimicamente para transformacao

por choque térmico com as construgdes plasmidiais. (SAMBROOK et al., 1989)

3.2.1 Meios de cultura para crescimento de bactérias

e 2YT (pH 7,0) — Triptona 1,6%, extrato de levedo 1%, cloreto de sédio 0,5% em agua
LB (pH 7,0) — Triptona 1%, extrato de levedo 0,5%, cloreto de s6dio 1% em agua

e LB-4gar e 2YT-4gar — 1,5% de select-4gar em meio de cultura liquido.

e SOB - Triptona 1,6%, extrato de levedo 0,4%, Cloreto de sédio 0,5%, cloreto de
potassio 0,02% em agua

e SOC — adicionar glicose 0,36% estéril em meio SOB

e Antibidticos — Ampicilina 100 pg/ml

Novobiocina 20 pg/ml

41



3.2.2 Materiais e solugcoes para preparo de bactéria competente

Solugdo de MgCl, 1 M
Solugdao RFI — KCI1 1 M, MnCl4.2H,0 1 M, acetato de potassio 0,5 M, CaCl,. 2H,0 1

M, glicerol 15% em agua milliQ

e Solucao RFII - KC1 0,5 M, CaCl,. 2H,0 1 M, Na-MOPS 0,5 M pH 7,0, glicerol 15%
em agua milliQ.

e Solucdo de PIPES - cloreto de calcio 60 mM; glicerol 15%; PIPES 10 mM; em agua
deionizada); pH 7,0; esterilizada por filtracdo em membrana de 0,22 um;

e Espectrofotometro — Ultrospec 2000 — Pharmacia Biotech para o acompanhamento das
D.0O.600nm

e (Centrifuga para tubos de 50 ml — Juan CR3i

e Estufa com agitacdo - HT INFORS minitron

e (apela fluxo laminar

e micropipetas

3.2.3 Preparacdo de E. coli competente

As linhagens de bactérias E. coli utilizadas foram preparadas pelo tratamento com
solucdes contendo cloreto de calcio seguindo a metodologia descrita por SAMBROOK et al..
(1989). As bactérias, armazenadas em freezer -80 °C, foram estriadas em placas contendo
meio 2YT-agar e incubadas a 37 °C por 16 horas. Uma coldnia isolada da placa foi inoculada
em 2 ml de meio de cultura LB e incubada a 37 °C por 16 horas sob agita¢do. A cultura foi
diluida em 100 ml de meio LB e incubada a 37 °C sob agitacdo até a DOgoonm 0,6. Foi
adicionada a cultura, 4 ml de solugdo de cloreto de magnésio 1 M, e deixada no gelo por 15
minutos. A cultura foi entdo centrifugada a 3214 g por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi
retirado. O sedimento celular foi ressuspendido em 5 ml de solu¢do RFI gelada e a suspensdo
centrifugada a 2057 g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado. A lavagem com a
solucao RFI foi repetida mais uma vez. O sedimento restante foi ressuspendido em 1 ml de
solucdo RFII e dividido em aliquotas de 50 pl em tubos de 1,5 ml gelados e foram

aramzenadas a -80 °C.
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3.2.4 Preparacdo de salmonela competente

As bactérias salmonelas foram preparadas de forma ligeiramente diferente das
bactérias E. col, sendo utilizada solugcdo tampao PIPES. As bactérias armazenadas a -80 °C
foram estriadas em placas contendo meio 2YT-4agar e incubadas a 37 °C por 16 horas. Uma
coldnia isolada foi inoculada em 5 ml de meio 2YT e incubada a 37 °C por 16 horas sob
agitacdo. A cultura foi diluida em 500 ml de meio 2YT e incubada a 37 °C sob agitagdo até a
DOgoonm 0,4. A cultura foi entdo centrifugada a 1500 g por 15 minutos a 4 °C para a retirada do
meio de cultura. O precipitado bacteriano foi ressuspendido em 20 ml de solu¢dao de PIPES
estéril gelada e a suspensdo centrifugada novamente a 1500 g por 14 minutos a 4 °C. O
procedimento foi repetido duas vezes antes de ressuspender as células em 250 pl de solucao

de PIPES. A suspensao foi dividida em aliquotas de 50 ul que foram armazenadas a -80 °C.

3.2.5 Transformacdo de bactéria competente por choque térmico

As bactérias competentes foram usadas para introducdo de plasmidios com as
contrucoes recombinantes dos genes a serem estudados. Em sua maioria os plasmideos
conferiam resisténcia a ampicilina, usado como pressao seletiva no meio. A transformacao de
bactérias foi utilizada com o objetivo de amplificar os vetores e também para gerar os clones

para expressao de protenas recombinantes.

3.2.6 Materiais e solucoes para transformacdo de bactéria competente

e Tropi Cooler mode 260014 — Boekel Scientific
e Estufa— HT INFORS minitron

e Meio de cultura liquido 2YT

e Placas 2YT-agar com antibidtico

e Alga plastica estéril descartavel para plaqueamento

3.2.7 Procedimento para transformacgdo de bactéria competente

Para reagdo de transformacgao, aliquotas de 50 pl de células quimicamente competentes

foram descongeladas em gelo e receberam 1 pl a 2 pl de mini-preparacdes dos plasmideos de
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interesse ou Sul das reagdes de ligacdo vetor/inserto. As misturas foram mantidas em gelo por
mais 30 minutos. As células foram entdo submetidas a 42 °C por 2 minutos € novamente
submetidas ao banho de gelo por 5 minutos. Apds o choque térmico, adicionamos 450 pl de
meio de cultura 2YT as suspensodes de células e incubamos a 37 °C por 90 minutos. Apos este
periodo, plaqueamos volumes variados destas suspensdes em meio 2YT-agar contendo os
antibioticos apropriados, para obtencdo de coldnias isoladas. As coldnias foram selecionadas
para estabelecimento dos clones por cultivo em meio de cultura liquido e armazenamento com

15% de glicerol.

3.3 Amplificaciao dos genes por PCR e inser¢io nos vetores de expressao

3.3.1 Escolha dos genes e desenho de primers (programas utilizados)

As anotagdes dos genomas da Leptospira interrogans sorovar lai e Leptospira
interrogans sorovar Copenhageni foram estudas para busca de genes com potencial vacinal. A
escolha foi feita previamente ao inicio deste trabalho, baseando-se em andlise funcional das
proteinas, buscando, por exemplo, dominios indicativos de proteinas exportadas, ou presentes
na membrana ou relacionadas com a viruléncia. Na analise foram utilizados os programas:

e Orf finder: para andlise de sequéncias codificadoras de proteinas

e Blast: comparacdo de sequéncias de nucleotideos e proteinas com um banco
de dados. Ajuda a identificar familias de sequéncias e tracar relagao funcional,

e Psort: predicdo da localizagao das proteinas nas células;

e Expasy: utilizado para anélise de sequéncias e estruturas de proteinas.

Os genes selecionados foram estudados para desenho de “primers”, para amplificagao
e clonagem. Para desenho dos primers foi usado o programa generunner, de maneira a
amplificar os genes escolhidos com adi¢do de sitios de clivagem por enzimas de restricdo, e
posicionamento no quadro correto de leitura no vetor de expressdo. A Tabela 1 mostra os
pares de oligonucleotideos iniciadores “Forward’ e reverso desenhados para amplificacao de

cada gene.
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Tabela 1 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificacdo génica por PCR, tamanho dos
fragmentos génicos ¢ massa molecular esperada para as proteinas.

Massa
Fragmento
Gene Iniciadores* b proteina
P
kDa

ggatcc ACTCTCTGCTCCTCTGCTGA BamHI
LIC10191 (Loa22) 536 20,9
ctgcagAATTATTGTTGTGGTGCGGAA Pstl

ggatccGACTTTTCTTTACTTTCTTCTCC BamHI
LIC10793 (Lp49) 1275 51,8
aagcttGTCGTAGACTTAAAAACCATCTC Hindlll

ggatccATGATCGGAATGGGAATCG BamHI
LIC12302 1138 37,5
GTATAAGCTTGCAATTCGTTTC HindIll

ggatccATGCAAACAGCCAAATTATTTA BamHI
LIC12659 (VapB) 303 8,7
aagett TAAGATTTTCTAACAGAGTCGC Hindlll

ggatccCATACCCTGCTGACTCTGATC BamHI
LIC10537 (OmpA76) 2026 76,0
aagcttATCCTTGCACCGAACACACG HindlIll

ggatccTCGATCACACTCCTGAGCCA BamHI
LIC11227 (OmpL17) 692 27,1
aagcttAAATGGAGCAACCGAACGTC HindlIll

. ggatccGGTTGTAAAAAGAGCAAAGAAG BamHI
LIC10508 (LipL23) 563 22,2
aagcttCGTTACTAACAACCAGGACC Hindlll

ggatccTTGAATTTAGGTTTCGCCGTT BamHI
LIC10868 1713 48,8
aagcttACAACAAAAATAATCGCCCG HindIll

g2atccATGGATCAATCAACTGAAATTC BamHI
LIC12033 (AnkB) 578 21,9
aagctt ACCTCCAGCTGTAGTAAGGG Hindlll

ggatccGGAAGTAAAAATTCCCTACC BamHI
LIC13101 3751 127,1
aagcttGGAAGAAAATCTACCGATGTG Hindlll

*Os nucleotideos em letra mintiscula/sublinhados representam os sitios de restri¢ao utilizados

3.3.2 Materiais e solucoes para reagdo de polimerizacio em cadeia (PCR)

e Reagentes: dgua milliQ, tampao com (NH4),SO4, MgCl, (3 mM final), dANTP mix (10
mM), iniciador “forward” 10 pmol, iniciador “reverse” 10 pmol e enzima DNA taq
polimerase (Fermentas).

e Termociclador: PTC-100™ (Programmable Thermal Controller) — MJ Research, Inc.
Programa padronizado para cada reagao de PCR

PCR foi utilizado para amplificacdo dos genes de interesse utilizando DNA gendmico

como molde.

45



3.3.3 Vetores utilizados

e pGEMT-Easy (Promega) foi utilizado para ligacdo dos produtos de PCR. Este vetor ¢
comercializado linearizado e possui uma base T livre em cada extremidade, permitindo a
insercao dos produtos de PCR que tiverem a base A adicinada nas extremidades. O pGEMT
possui origem de replicagao pUC ori que permite a propagacao em bactérias, um gene que
confere resisténcia a ampicilina e o gene lacZ que, disrompido pela presenga do inserto,
permite a selecdo de clones positivos por formacao de coldnias brancas em presenca de X-gal.

¢ pAE - vetor de expressdo derivados do vetor pRSET (Invitrogen), modificado por
Ramos e colaboradores no Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan (RAMOS et al.,
2004). O vetor pAE possui pUC ori, gene bla para amp", sitio RBS (reconhecimento no
ribossomo), codigo de iniciagdo seguido de codigo para 6 histidinas em quadro correto e
leitura com o gene de interesse e sitio de multiplas clonagens. Este sistema possibilita a
purificacdo da proteina recombinante expressa em colunas de afinidade a metal (IMAC)
através dos seis residuos de histidinas adicionados na extremidade amino-terminal da proteina
expressa.

¢ O vetor pAEsox foi gerado no laboratorio por modificagdo do vetor pAE (Figura 6),
por inser¢do de parte do sistema controlador do regulon “soxRS” (DEMPLE et al., 1996). A
utilizagdo do vetor pAEsox tem por objetivo induzir a expressdo das proteinas recombinantes
in vitro € in vivo por estresse oxidativo. O regulon “soxRS” ¢ ativado por anions superdxidos
e radicais de oxido nitrico e promove a expressao de proteinas relacionadas com atividade
antioxidante. Quando a proteina SoxR ¢ ativada, ela se liga ao promotor do gene soxS
induzindo a transcri¢cdo. Na clonagem em vetor pAEsox o gene soxS ¢ substituido pelo gene
da proteina de interesse. A expressdo da proteina pode ser testada in vitro por adigcdo de

paraquat a cultura de bactérias.
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Figura 6 - Vetor de expressao pAE e esquema da insercao de parte do locus soxRS. Destaque para
o sitio de mutiplas clonagens do vetor.

Os genes de leptospira (Tabela 1) foram amplificados por PCR a partir do DNA
gendmico da Leptospira interrogans sorovar Copenhageni (Copenhageni Fiocruz L1-130)
disponivel no laboratério. Foram usados oligonucleotideos iniciadores especialmente
desenhados com sitios de restrigdo nas pontas para a inser¢ao do fragmento no vetor de
expressdao pAEsox. Para as amplificagcdes preparamos reagdes de 50 pl contendo 1 pl do DNA
molde, 10 pmol de cada oligonucleotideo (“forward” e “reverse”), 5 pl de tampao 10X para
PCR, 1 pl de enzima taq polimerase (Fermentas) e dgua MilliQ. As amostras foram colocadas
em termociclador (PTC-100, MJ Research, Inc). O ciclo utilizado foi: 95 °C por 5 minutos,
para a denaturacao da dupla fita de DNA e 40 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 52 °C a 58 °C
por 15 segundos, para o anelamento dos primers e 70 °C por 1 a 3 minutos, para a extensao
das fitas. Ao final dos ciclos, deixamos as amostras a 70 °C por 5 minutos para a extensao
final. As temperaturas utilizadas no anelamento dos primers foram padronizadas para cada
gene amplificado.

Amostras ou todo o volume das reacdes de amplificagdo foram separados por

eletroforese em gel de agarose para avaliagdo dos fragmentos e para purificagdo. Nas
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purificagdes foi utilizado kit comercial Concert™ Gel Extraction Systems — Life
Technologies™, apropriado para extragio e DNA de gel. Os produtos de amplificagio
purificados foram utilizados para a ligacdo em vetor pGEM-T Easy.

As reacdes de ligacdo foram realizadas com 1ul do vetor pGEM-T Easy, 1 ul de
enzima T4 DNA ligase, 5 pl de tampao de ligacdo e 3 ul do produto de PCR purificado. Apos
a incubagdo das reacgdes por 1 hora a TA, uma aliquota de 5 pl foi utilizada para transformar
bactérias E. coli DHS5a. A transformacdo foi feita por choque térmico e as suspensdes de
bacterias foram plaqueadas em 2YT-amp-XGal para sele¢ao de clones com o plasmideo com
inserto.

Os clones de E. coli contendo os plasmideos de interesse foram cultivados em 5 ml de
meio de cultura 2YT liquido contendo ampicilina. As culturas cresceram durante 16 horas a
37 °C, as bactérias foram separadas por centrifugacdo e lisadas para a extracdo de DNA
plasmideal utilizando kit comercial para “mini-prep” (Concert Gibco, GE Healthcare ou
Qiagen). A purificacdo do plasmideo incluia uma separagdo em resina e a eluicdo final do
DNA foi feita em 100 ul de solugao de tampao tris-EDTA. Cada amostra foi verificada em
gel de agarose 0,8% em tampao TAE 1X, corado com 0,5 pg/ul de brometo de etidio para a
visualizagdo do DNA sob luz UV. As amostras também foram seqiienciadas utilizando os

oligonucleotideos M13F e M13R para confirmagao das construgdes.

3.3.4 Clonagem dos genes nos vetores de expressdo

Apo6s a verificagdo das clonagens em vetor pGEMT-Easy, amostras foram digeridas
com enzimas de restricdo previstas nos primers para recuperacdo do fragmento de interesse e
clonagem nos vetores de expressdo pAE e pAEsox, respeitando o quadro correto de leitura
para expressao das proteinas com os 6 residuos de histidinas na posi¢do N-terminal.

Para obtencdo dos fragmentos génicos de interesse, amostras de minipreparagdes dos
vetores de clonagem inicial foram submetidas a digestdo com uma ou outra das enzimas de
restricdo previstas, para utilizagdo do tampao adequado e garantia da atividade de cada
enzima. Para tanto, amostras de 25 ul das minipreparagdes foram digeridas com uma ou outra
enzima prevista e a digestao avaliada em gel de agarose. Em seguida as amostras recebiam a
outra enzima para separacdo dos fragmentos. No caso de tampdes incompativeis era feita
purifi¢cdo do fragmento apods a primeira clivagem, usando kit de purificagdo GFX PCR DNA
and Gel Band Purification Kit (GE Helthcare). As reagdes de digestao eram mantidas por 2h a
37 °C.
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Os genes amplificados por PCR e clonados no vetor pGEM-T-Easy foram digeridos
com as enzimas previstas (Tabela 1) Os genes LIC10325, LIC11352 e LIC10465 ja haviam
sido clonados no vetor pAE ou pDEST e foram utilizados para a subclonagem nos vetores de
expressdo. Os fragmentos génicos LIC11352 e LIC10465 ja clonados em vetor pAE foram
clivados com as enzimas Ndel e Hindlll e Xhol e Pstl, respectivamente. Para o gene
LIC10325, clonado em vetor pDEST, foram utilizadas as enzimas Ndel e EcoRI.

Apo6s o processo de digestdo, as amostras foram verificadas em gel de agarose 0,8%
para visualizagdo das bandas correspondentes ao fragmento de interesse. Confirmada a
digestdo todo material foi aplicado em um novo gel de agarose 0,8% e a banda, com o
tamanho correspondente ao fragmento foi purificada do gel usando o kit comercial (Qiagen ou
GE Heathcare). Os vetores pAE e pAEsox foram digeridos com as mesmas enzimas e
purificados para receber os fragmentos .

Os fragmentos de interesse e o vetor digerido com os mesmos sitios foram utilizados
em reacdes de ligase utilizando enzima T4 DNA ligase (Fermentas). Ap6s 60 minutos de
incubacdo a TA. Amostras das reagdes de ligagao foram utilizadas para transformar bactérias

E. coli DH5a pelo método de choque térmico.

3.4 Eletroforese em gel de agarose para analise de fragmentos génicos

As amostras de DNA amplificadas por PCR e das minipreparacdes plasmidiais foram
analizadas em gel de agarose utilizando marcador padrao de massa e tamanhos de DNA para

comparac¢do dos fragmentos.

3.4.1 Materiais e solugcoes para eletroforese em gel de agarose

e Agarose —0,8% ou 1,0% em tampao TAE

e Tampao TAE (pH 8,5) — Tris-acetato 40 mM e EDTA 1 mM (pH 8,0) em 4agua
destilada.

e Tampdo de amostra para DNA — Glicerol 50%, azul de bromofenol 0,25%, xileno
cianol 0,5% em agua milliQ.

e Marcador de massa e tamanhos de fragmentos de DNA — 1kb DNA ladder - Fermentas

e Solu¢do de brometo de etideo 10 mg/ml

e (Cuba para eletroforese — Mini-sub cell GT cell - Biorad
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e Fonte para eletroforese — BioRad Power PAC 300
e Stratagene Eagle Eye II Video Imaging System

3.4.2 Procedimento para eletroforese em gel de agarose

As amostras de DNA foram analisadas em géis de agarose seguindo o protocolo
descrito por Sambrook, 1989. Aos géis de agarose em tampao TAE com brometo de etideo (4
pl de solucdo para 100 ml de gel) foram aplicadas as amostras em tampao de amostra. As
corridas foram feitas com voltagem 70 V por aproximadamente 45 minutos. Apos a corrida o
gel foi visualizado sob luz UV e fotografado para registro. As amostras foram comparadas
com o padrao de massa/tamanho (GeneRuler 1kb DNA Ladder — Fermentas), também

aplicado ao gel.

3.5 Método fenol:cloroformio para analise da presenca de inserto em vetores clonados

Para anélise dos plasmideos diretamente clones bacteranos recuperados das placas de

agar apos a transformacao, utilizamos o teste de fenol-cloroférmio descrito por Beuken et al.

(1998).

3.5.1 Materiais e solugoes para teste de fenol-cloroformio

e (Centrifuga para tubos de 1,5 ml/ 2 ml — Eppendorf Centrifugue 5415R
e Soluc¢do de fenol:cloroformio (1:1)
e Tampao de amostra para gel de agarose

e Agitador de tubos — Type 16700 Mixer Maxi-Mix I — Barnstead/Thermolyne

3.5.2 Procedimento para teste de fenol-cloroformio

Para o teste rapido de presenca de iserto nos clones plasmideais pelo método fenol-
cloroférmio, varias colonias isoladas das placas de agar foram inoculadas em 2 ml de meio
2YT contendo ampicilina para crescimento a 37 °C por aproximadamente 16 horas. O mesmo
foi feito com uma coldnia contendo o vetor vazio (sem inserto) para ser usado como controle

negativo. Apds a incubagdo, centrifugamos uma aliquota de 400 pl de cada cultura foi a
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16000 g por 3 minutos e descartamos o sobrenadante. O sedimento foi ressuspendido em 100
ul de tampao de amostra para gel de agarose 2X e 38 pl de solucdo de fenol-cloroférmio (1:1)
e agitado vigorosamente. A amostra foi entdo centrifugada novamente a 16000 g por 3
minutos e 15 pl de cada amostra foram aplicados em um gel de agarose 1,0% com brometo de
etideo. Neste teste podemos observar no gel uma banda reativa ao DNA cromossémico da
bactéria, uma banda relativa ao DNA plasmidial e ainda trés banda de RNA. Os clones
relativos aos plasmideos de interesse sao selecionados por comparagao em tamanho com a
banda do DNA plasmidial do vetor vazio da cultura controle. Os clones selecionados foram

crescidos para preparo de plamideos por mini preparagdes convencionais.

3.6 Seqiienciamento de DNA

Os plasmideos recombinantes e os fragmentos génicos amplificados por PCR foram
confirmados por seqiienciamento de DNA utilizando o método de Didesoxi de Sanger
adaptado para seqilienciador automatico capilar ABI3100 (Perkin Elmer). A maquina para
sequenciamento de DNA esta disponivel no Centro de Biotecnologia.

O protocolo de seqiienciamento utiliza 150 ng do DNA plasmidial (preparado usando
o kit da Gibco) e 1,6 pmol de oligonucleotideos iniciadores. No sequenciamento utiliza-se o
kit Bigdye terminator da Perkin Elmer, seguindo protocolos dos fabricantes. Utilizamos os
oligonucleotideos M13F e M13R para sequenciamento dos clones em pGEM-T Easy, para os
clones em pAE e pAEsox utilizamos T7 e PRSetRev. Os clones em pAEsox também foram
seqilienciados usando um oligonucleotideo denominado SoxMeio. Na Tabela 2 estao descritos
os oligonucleotideos utilizados nos seqlienciamentos. Quando necessario, utilizamos os
mesmos oligonucleotideos usados nas amplificagdes gé€nicas. As amostras seqiienciadas
foram analisadas comparando com as sequéncias originais para a verificacdo de mutacdes

como troca de pares de bases, delegdes ou insergdes.
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Tabela 2 — Oligonucleotideos utilizados nos sequenciamentos

Oligo nucleotideos

M13 Fow GTTTTCCCAGTCACGAC
M13 Rev CAGGAAACAGCTATGAC

7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
pRSET CTTTGAGTGAGCTGATACCG
PRSET rev ATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGG
soxmeio CCGCTACGTTTCGCAACTTC

3.7 Expressao das proteinas recombinantes em E. coli

Utilizamos clones de E. coli com as constru¢cdes com genes de interesse nos dois

vetores pAE e pAEsox, para verificar a expressao in vitro das proteinas recombinantes.

3.7.1 Materiais e solucoes para expressdo de proteinas

e Meio de cultura liquido 2YT com antibiotico

e Solucdo de glicerol 50% esteril

e Indutores: IPTG e paraquat

e Espectrofotdmetro para leitura a 600,,,- Ultrospec 2000 — Pharmacia Biotech
e (Centrifuga para tubos 50 ml — Juan CR3i

e Sonicador - SONIFIER 450 — Branson

3.7.2 Procedimento para preservagdo dos clones e teste de expressdo de proteinas

recombinantes em E. coli

Minipreparacdo das construgdes génicas confirmadas foram utilizadas para a
transformagdo de bactérias E. coli BL21(DE3)Star[pLysS]. A transformacdo e selecdo dos
clones por isolamento de colonia em placas de Agar-amp foram semelhantes aos descritos

para bactérias E. coli DH5a.
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Os clones crescidos em meio liquido por 14 horas foram utilizados para a expressao in
vitro. Aliquotas do cultivo de cada clone foram armazenadas com 15 % de glicerol (700 pl de
cultivo + 300 pl glicerol 50%) em freezer -80 °C.

A DOgoonm do cultivo foi medida e preparada diluicdo em 30 ml meio de cultura para
DOgoonm 0,2. A cultura foi incubada a 37 °C sob agitag¢do até a DOgoonm 0,5, quando dividimos
a cultura em dois tubos de 50 ml. Adicionamos o indutor paraquat a um dos tubos no caso de
clones com vetor pAEsox, para a concentragdao final 150 mM. No caso de clones com vetor
pAE, adicionamos IPTG para a concentragdo final 1 mM.

As bactérias foram induzidas por periodo de 5-8 horas, com agitacdo, a 37 °C. As
DOgoonm das culturas foram medidas ao inicio e final do processo de indugdo.

As culturas foram centrifugadas a 2500 g por 15 minutos a 4 °C e os sobrenadantes
foram descartados. Os sedimentos foram ressuspendidos em solu¢do NaCl 100 mM e as
suspensdes transferidas para tubos de 1,5 ml. As amostras foram centrifugadas por 1 minuto a
12000 g, o sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado celular guardado a -20 °C.
Os sedimentos bacterianos receberam 600 pl de solugdo NaCl 100 mM e foram lisadas por
quebra mecanica em um sonicador. O sobrenadante foi separado do sedimento apos
centrifugacdo a 16000 g por 5 minutos, obtendo-se a fragdo de proteinas soluveis, que ficam
no sobrenadante, e fracdo de proteinas insoluveis, que ficam no precipitado. A dosagem das
proteinas no sobrenadante foi medida por Bradford ou por leitura direta da absorbancia em
280 nm. Neste caso, consideramos que a medida de absorbancia 1 corresponde a concentragao
de 1 pg/ul.

As proteinas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes
desnaturantes. As massas moleculares das proteinas recombinantes foram calculadas a partir

da composicao de aminoacidos, utilizando o programa Gene Runner.

3.8 Expressao das proteinas recombinantes em salmonela

Apos a confirmagdo da expressao das proteinas recombinantes em E. coli BL21,
transferimos os plasmideos para salmonelas competentes. Inicialmente salmonelas da
linhagem SL4213 foram tranformadas pelo método do choque térmico e clones isolados em
placas de agar-amp como descrito anteriormente (a passagem nessa linhagem de salmonela
mutada para o sistema de reconhecimento de DNA exogeno € necessaria para a transferéncia
do DNA de E. coli para a salmonela vacinal). As coldnias resultantes da transformagao foram

inoculadas em meio 2YT contendo ampicilina e novobiocina para o crescimento das culturas
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e extracdo dos plasmideos. O DNA extraido foi utilizado na transforma¢do de salmonelas
competentes da linhagem vacinal SL3261 também por choque térmico e clones foram
isolados em placas de Agar-amp.

Para verificar a expressao das proteinas recombinantes in vitro foi utilizado o mesmo

método usado com as bactérias E. coli BL21(DE3)Star[pLysS].

3.9 Dosagem de proteina pelo método de Bradford

As concentragdes de proteinas nos extratos bacterianos foram medidas segundo

método de Bradford (1976).

3.9.1 Materiais e solugoes para dosagem de proteina por Bradford

e Padrao de albumina 2 mg/ml (PIERCE)
e Coomassie Plus — Bradford Assay'™ Kit (PIERCE)
e Solu¢ao NaCl 0,9%

e Espectrofotdmetro para leitura a 595,,, — Ultrospec 2000 - Pharmacia Biotech

3.9.2 Procedimento para dosagem de proteina

Para a determinagdo da curva de calibragdo, utilizamos BSA (2mg/ml — Sigma) nas
concentragdes de 0 a 25 pg. As reagdes para dosagem foram preparadas adicionando 800 pl
de reagente de Bradford a 200 pl de solugcdo de NaCl 0,9% contendo concentragdo conhecida
de BSA ou volumes conhecidos das amostras de proteina. A absorbancia das reacdes foi lida
em espectrofotdmetro em comprimento de onda 595nm. A partir da curva de calibragdo,
geramos uma equacao por regressao linear que foi utilizada para a analise das massas de

proteinas nas amostras.
3.10 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Amostras de extratos dos cultivos bacterianos controle ou induzidos in vitro , fragdes
de sobrenadante ou de sedimento dos extratos foram analisadas por SDS PAGE para

identificacdo das proteinas e a nalise da forma de expressao solivel ou insoluvel.
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3.10.1 Materiais e solugoes para SDS PAGE

e Acrilamida mix — acrilamida 29%, N’N’-metilolenobisacrilamida 1% em agua milliQ

e Tampao Tris-HCI pH 8,8: tampao Tris-HCI 1,5 M e SDS 0,1%, pH 8,8

e Tampao Tris-HCI pH 6,8: tampao Tris-HCI 0,5 M e SDS 0,1%, pH 6,8

e TEMED - N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine - Sigma

e Solugdo de persulfato de amdnio: persulfato de amonio 10% - Sigma

e Tampao de corrida: tampao Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1%, pH 8,3

e Tampdo de aplicagdo de amostra — Tris-HCI 50 mM pH 6,8, SDS 10%, azul de
bromofenol 0,1%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 100 mM e dgua milliQ.

e Corante Comassie Blue R250 - Comassie blue R250 0,25%, Acido acético glacial
10% e Etanol 45%

e Descorante — Etanol 30%, acido acético glacial 10% em agua milliQ

e Secante — Etanol 50%, acido acético glacial 10% em dgua milliQ

e (Cuba para eletroforese — Biorad

e Fonte para eletroforese — Eletrophoresis Power Supply EP5600 — Pharmacia Biotec

3.10.2 Procedimento para SDS PAGE

Amostras de extratos de cultivos bacterianos e proteinas purificadas foram analisadas
por SDS-PAGE. Os géis de poliacrilamida foram preparados segundo Laemmli (1970). O gel
de separacdo foi preparado na concentragdo 12,5% de poliacrilamida, ou 10% quando
necessario, em tampao Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 ¢ SDS 0,1%. Foi adicionado 50-75 pl de
persulfato de amonio na concentragdao 10% e 3,3-5 pul de TEMED para a polimerizacao do gel.
O gel de empacotamento foi preparado na concentragdo 5% de poliacrilamida em tampao
Tris-HC1 0,5 M pH 6,8, SDS 0,1%, 25 ul de persulfato de amoénio 10% e 5 pl de TEMED
foram adiconados para polimerizagao.

As amostras soluveis foram preparadas adicionando 5 pl de tampao de amostra com
SDS e B-mercaptoetanol a 10-15 pl do sobrenadante do lisado de bactérias e aquecidas a 98
°C por 15 minutos, para desnaturagdo das proteinas, sendo aplicados 15-20 pl da amostra ao
gel. As amostras insoluveis foram preparadas adicionando 100 pl de tampdo de amostra com
SDS e B-mercaptoetanol ao precipitado do lisado de bactérias e também aquecidas a 98 °C,

sendo aplicados 5 ul da amostra ao gel. As corridas foram realizadas em tampao Tris-Glicina,
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aplicando corrente elétrica de 120 V por aproximadamente 90 minutos. Os géis foram corados

com corante de Coomassie Blue por 2 horas e depois descorados.

3.11 Purificacio das proteinas recombinantes

Apds a andlise dos testes de expressdo das proteinas recombinantes em E. coli,
partimos para a expressdo em maior volume para a purificacdio das proteinas por

cromatografia de afinidade a metal (IMAC).

3.11.1 Materiais e solugoes para purificacdo das proteinas

e Centrifuga para tubos de 250 ml/500 ml — Sorvall Evolution RC

e French Pressure — Thermo Scientific

e Solu¢ao Tampao Tris 20mM pH 8,0, NaCl 150mM com concentragdes variaveis de
Imidazol

e Solucdo de Sulfato de niquel (NiSOy4) 0,3 M

e Solugao de uréia 8 M

e C(Colunas His trap pré empacotada — GE Amershan 1 ml ou 5 ml

e Bomba peristaltica — Amershan Biosciences Pump P1

e Solu¢do de NaOH 1 M

e Solu¢aode NaCl 1,5M

e Solucdo de Isopropanol 30%

e Solucao de Etanol 20%

3.11.2 Procedimento para purificacdo das proteinas por IMAC

Apo6s os testes de expressao em pequena escala, os clones de E. coli BL21 com as
constru¢des plasmideais confirmadas foram cultivados em 20 ml de meio 2YT com
ampicilina por 16 horas a 37 °C. As culturas foram diluidas em 500 ml de meio 2YT com
ampicilina e mantidas sob agitacdo até atingir DOgoonm 0,5, quando receberam a droga
paraquat para a indugdo de expressao das proteinas recombinantes. A indu¢ao foi mantida por
5 horas depois as culturas foram centrifugadas a 2500 g por 10 minutos a 4 °C para a retirada

do meio de cultura. O precipitado resultante da centrifugacdo foi ressuspendido em 50 ml de
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solugdo Tris HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 150 mM e Imidazol 5 mM e foi congelado em freezer
-20 °C.

As suspensoes bacterianas foram descongeladas e as bactérias lisadas por 3 passagens
em prensa hidraulica (French Pressure — Thermo Scientific) a 1500 psi de pressao. O lisado
foi centrifugado a 12000 g a 4 °C por 10 minutos para a separagdo do sobrenadante. Segundo
a identificagdo previa de proteina expressa na forma soluvel ou insoluvel foram realzados os
procedimentos para purificagdo a partir da fragdo de sobrenadante ou de sedimento.

A partir dos extratos bacterianos a proteina recombinante foi purificada por
cromatografia de afinidade a metal em colunas de 1 cm de didmetro com 1 ml de resina
Chelating Sepharose Fast Flow (GE-Amersham Biosciences). A resina foi lavada com 15 ml
de dgua milliQ, carregada com 10 ml de solugdao 0,3 M de sulfato de niquel (NiSO4) e
equilibrada com 10 ml de tampao de entrada Tris HCl 20 mM pH 8,0, NaCl 150 mM e
Imidazol 5 mM. A retengdo da proteina recombinante na coluna ocorre pela complexacao da
série de 6 histidinas ao niquel imobilizado na resina. A elui¢do da proteina ocorre por
lavagens com tampao contendo concentragdes crescentes de imidazol. As moléculas de
imidazol competem com as moléculas de proteina para a ligagdo com ion metalico.

Para as proteinas soluveis foram introduzidos na coluna, 10 ml a 25 ml da fragdo de
sobrenadante contendo a proteina recombinante, utilizando uma bomba peristaltica e
velocidade de 1 ml/min. Para as proteinas insoliveis, a fragdo de sedimento do extrato
bacteriano foi incubado por 16 horas com agitagdo em 5 ml de solugdo tampao contendo os
agentes desnaturantes 8 M de uréia e 10 mM de B-mercaptoetanol. Apos a incubagdo, as
proteinas estavam solubilizadas e a solugdo foi aplicada a coluna. A concentragdo de Imidazol
para eluicao das proteinas recombinantes foi estudada e variou em fun¢do das caracteristicas
de cada proteina.

A concentragdo e a recuperagao das proteinas purificadas foram analisadas por SDS-
PAGE. As fracdes com as proteinas em maior concentracdo ¢ pureza foram separadas e
submetidas a didlise em membrana semi-permeavel de 14 kDa contra 1 L de tampao fosfato
(PBS) por 6 horas sob agitacao. A solucao foi trocada 3 vezes. As amostras dialisadas também
foram analisadas por SDS-PAGE. A renaturagao das proteinas insoluveis foi feita no processo
de dialise, diminuindo gradativamente a concentragdo de uréia na amostra. Apds a utilizacao,
a coluna foi lavada seguindo as especificacdes do manual do fabricante, usando NaOH 1 M,

NaCl 1,5 M e isopropanol 30%. A coluna foi armazena com etanol 20% a 4 °C.
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3.12 Dicroismo circular para analise da estrutura secundaria da proteina LIC10191

A integridade da estrutura secundaria da proteina LIC10191 recombinante foi
analizada por dicroismo circular (CD) em um espectropolarimetro JASCO J-810. A amostra
em concentragdo 0,5 pg/ul dialisada contra PBS foi colocada em uma cubeta com 1 mm de
espessura. As medigdes foram feitas nos comprimentos de onda de 190 nm a 260 nm e
repetidas cinco vezes para a obtencao das médias dos valores. As temperaturas foram variadas

de 2 °C a 80 °C para testar a estabilidade da proteina.
3.13 Imunizac¢io de camundongos e obtencio de soro

Para a obtencao de soros com anticorpos contra as proteinas em estudo, camundongos
da linhagem BALB/c, divididos em grupos de cinco animais, foram imunizados com as
proteinas purificadas e com as salmonelas recombinantes. As proteinas purificadas foram
injetadas via intraperitoneal, na concentragao de 5 ug por dose, em 250 ul de solugao salina e
10% de Alhydrogel como adjuvante. Para as salmonelas recombinantes, culturas de 5 ml
contendo ampicilina foram crescidas por 16 horas a 37 °C, e entdo diluidas para a DOgoonm
0,2, o crescimento bacteriano foi acompanhado até a DOgyonm 0,55. De acordo com a literatura
e com curvas de crescimento realizados em laboratoério, consideramos que em 1 ml de cultura
em DOggoum 0,55 temos 3x10°% células.

Foi realizado um ensaio para teste de trés diferentes vias de imunizacdo. Para a via
oral, utilizamos 3x10° células (equivalente a 10 ml da cultura) em 50 pl de solucdo salina;
para a via nasal utilizamos 1,8 x 10® células (equivalente a 600 pl da cultura) em 10 ul de
salina e, para via intraperitoneal, utilizamos 3 x 10’ células (equivalente a 100 pl da cultura)
em 250 pl de salina. Os volumes de cultura calculados para as doses foram separados,
centrifugados a 3000 g por 15 minutos e ressuspendidos nos volumes de salina para as
concentragdes a serem administradas. Foram administradas quatro doses em intervalos de 15
dias. As imunizagdes intranasal e oral foram administradas com o auxilio de micropipetas. O
segundo ensaio foi realizado para teste das salmonelas recombinantes carregando plasmideos
hibridos. Neste caso, utilizamos as proteinas purificadas, as salmonelas recombinantes
apresentando um Unico antigeno e as salmonelas apresentando dois antigenos
simultaneamente. Todas as amostras foram administradas via intraperitoneal. Em todos os
ensaios de imunizagdo os camundongos foram sangrados pela veia retro orbital com uma

pipeta Pasteur estéril, dois dias antes de cada imuniza¢do e quinze dias apds a Ultima
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imunizacdo. O sangue de cada animal foi recolhido em tubos microtainer (BD) que possuem
um gel separador. Os tubos foram incubados a TA por 1 hora, centrifugados a 12000 g por 1

minuto e o soro foi aliquotado para armazenamento a -20 °C.
3.14 Teste de dose de salmonelas e recuperacio de bactérias do baco de camundongos

Realizamos um teste para analisar a toxicidade das salmonelas vacinais em
camundongos, injetando variadas doses de salmonelas SL3261 carregando o vetor pAEsox
sem inserto. Para tanto foi feita uma analise do crescimento das bactérias analisando os dados
de DO versus unidades formadoras de colonias em placas de agar. Tornando-se o resultado de
varios ensaios, consideramos que em 1 ml de cultura com DOggonm 0,5 tinhamos 108 células.

Grupos de 5 camundongos Balb/C foram imunizados por via ip com as doses 10
bactérias (1 ml da cultura), 5 x 107 bactérias (0,5 ml da cultura), 3 x 10’ bactérias (0,3 ml da
cultura) e 107 bactérias (0,1 ml da cultura) em solucdo salina. Os animais receberam apenas
uma dose e foram observados durante 10 dias. Dois animais de cada grupo foram sacrificados
para a retirada do bago em ambiente estéril (fluxo laminar). Os 6rgaos foram colocados em
homogeneizadores de vidro estéreis e macerados em 1 ml de solugdo salina, também estéril.
Do sobrenadante de cada macerado foram plaqueados 100 pl em placas 2YT contendo
novobiocina e em placas 2YT contendo novobiocina e ampicilina. Além disso, foi feita uma

diluicao 1:10 deste sobrenadante e também plaqueados 100 ul em cada placa.
3.15 Ensaios de imunizaciao de hamsters e desafio com leptospiras virulentas

Os ensaios de imunizagao e desafio em hamsters foram feitos em colaboracao com o
laboratério de zoonoses bacterianas da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ - USP), liderado pelo professor Dr. Silvio Arruda Vasconcellos. As imunizagdes e
sangrias dos animais foram realizadas em colaboracdo com a Dra. Patricia Estima Abreu de
Aniz. Neste trabalho, foram realizados trés ensaios distintos de imunizagdo e desafio em
hamsters. A seguir estdo descritos caracteristicas gerais dos ensaios. Detalhes especificos de
cada ensaio serdo apresentados juntamente com os resultados.

Utilizamos grupos de dez hamsters (Mesocricetus auratus) machos recém
desmamados de aproximadamente 80 g marcados individualmente. As proteinas purificadas
foram injetadas via intraperitoneal, na concentracao de 5-25 ug por dose, em 250 pl de

solucdo salina/Alhydrogel como adjuvante. Para as salmonelas recombinantes, culturas de 5
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ml contendo ampicilina foram crescidas por 16 horas a 37 °C, e entdo diluidas para a DOggonm
0,2, o crescimento bacteriano foi acompanhado até a DOggonm 0,55. De acordo com a literatura
e com curvas de crescimento realizados em laboratdrio, foi considerado que em 1 ml de
cultura temos 3x10® células. As salmonelas recombinantes foram injetadas via intraperitoneal
de 3x107 a 5x10” células em 250 pl de solugdo salina, a cultura foi centrifugada a 3000 g por
15 minutos e ressuspendida em 250 pl de salina/tampao fosfato. Utilizamos salmonela
carregando o vetor vazio como controle negativo. Usamos ainda um grupo controle negativo
imunizado apenas com salina/Alhydrogel e um grupo controle positivo imunizado com a

® B da Pfizer. Essa vacina é indicada contra Erisipela,

vacina comercial FarrowSure
Leptospirose (causada pelos sorotipos L. bratislava, L. canicola, L. grippotyphosa, L. hardjo,
L. icterohaemorrhagiae ¢ L. pomona) e Parvovirose dos suinos. Para a imunizacao dos
hamsters diluimos a vacina 1:800 em solucao salina e injetamos 200 pl por animal. Em geral
foram feitas trés imunizacdes via intraperitoneal com intervalo de quinze a vinte e um dias
entre cada uma. As sangrias foram feitas individualmente por pung¢do da veia retrorbital do
olho dos animais utilizando pipetas Pasteur estéreis. Os grupos de imunizagdo e as doses
administradas em cada ensaio realizado estdo apresentadas com os resultados.

Para o ensaio de desafio utilizamos a cepa Leptospira interrogans sorovar Pomona ou
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni. O desafio dos animais nos trés ensaios
realizados sofreu algumas varia¢des devido a diferengas na viruléncia, no crescimento e na
morfologia entre as duas cepas. Como protocolo usual de desafio com a Leptospira
interrogans sorovar Pomona, o figado de um animal infectado foi extraido e macerado em 9
ml de meio de cultura EMJH. Deste macerado, uma aliquota de 10 pl foi colocada em uma
lamina para contagem das bactérias em microscopio de campo escuro com aumento de 200X.

A quantidade de leptospiras no inoculo inicial, quando observadas em lamina comum,

foi calculada segundo a formula:

Numero de leptospiras = soma leptospiras nos cinco campos X fd Xa X b
mL de suspensao inicial

Sendo, fd = fator de diluicao

a = 100, pois os 5 campos correspondem a 1/100 do volume total da amostra na
ldmina

b =100 pois 10 ul € 1/100 do ml
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O desafio com a Leptospira interrogans sorovar Copenhageni sofreu algumas
variagoes, pois foi dependente do numero de bactérias na cultura e dos repiques definindo as
passagens em cultura.

Resumidamente, animais infectados experimentalmente com a bactéria e apresentando
os sintomas de leptospirose foram sacrificados e o figado macerado em meio EMJH. A
cultura foi mantida a 30 °C por sete dias. A passagem em cultura desta cepa ¢ necessaria para
permitir o crescimento bacteriano e possibilitar a contagem em microscopio. Fizemos a
contagem das bactérias em lamina normal e também em camara de Petroff-Hausser. A Figura
7 mostra um desenho esquematico da camara de Petroff-Hausser, a divisdo da area em
quadrados de tamanhos iguais facilita a contagem e o calculo final.

O numero de bactérias no indculo inicial apdés a contagem em camara de Petroff-

Hausser foi calculado segundo a formula:

numero de leptospiras = média leptospiras contadas nos seis campos X fd XaXb
mL de suspenséo inicial

Sendo, fd = fator de diluicao
a = 25, numero total de campos

b = 50.000 pois o volume total da camara é 1/50.000 de 1 mL

= N

0.02 cm

L
0.005 am

Figura 7 - Modelo esquematico do desenho da area de contagem de bactérias na cimara de
Petroff-Hausser.

Ap6s o desafio, os animais foram observados durante 21 dias e os sobreviventes foram
sangrados e sacrificados. O soro obtido foi utilizado no teste de MAT e em ensaios de ELISA

e western blot.
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A possivel adaptacdo dos animais sobreviventes a leptospira foi avaliada por
recuperagdo da bactéria dos rins dos animais. Para isso os rins foram extraidos, pesados,
macerados e diluidos (1:1000) com salina de Sorensen. Uma aliquota (3 gotas) das diluigdes
dos macerados de rins de cada animal foi colocada em 10 ml de meio de EMJH e a solugao
mantida a 30 °C por seis semanas para observacdo qualitativamente de crescimento de

leptospiras.

3.16 ELISA para analise de resposta humoral em camundongos e hamsters imunizados

Os soros dos camundongos e hamsters imunizados foram analisados quanto a indugao
de anticorpos IgG especificos contra as proteinas recombinantes por ELISA (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay).

3.16.1 Materiais e solugcoes para ELISA

e Microplacas de fundo chato 96 pogos: Nunc-MaxiSorp' -USA
e PBS - NaCl 137 mM, KCI 1,68 mM, Na,HPO4 8,1 mM, KH,PO4 1,47 mM pH 7,0
e Solucdo de lavagem — PBS com 0,05% tween (PBST)
e Solucdo de bloqueio - PBST com leite desnatado 10% e BSA 1%
e Solugao carbonato de sddio 0,1 M/ bicarbonato de soédio 0,1 M pH 9,2
e Solugao citrato de sddio 0,1 M/ fosfato de s6dio 0,2 M pH 5,0
e Anticorpos secundarios:
o anti-IgG camundongo produzido em coelhos conjugado com peroxidase -
PIERCE
o anti-IgG (H+L) hamster produzido em cabra conjugado com peroxidase —
KPL
e Lavadora de placas — Wellwash 4 MK 2 - Thermo Scientific
e Leitor de placas — Multiskan EX - Thermo Scientific
e Solucgdo de revelagdao: OPD 0,05% e H,O, 0,015%, em tampao citrato pH 5,0

e Solugdo para interromper a revelagdo: acido sulfarico 4 N
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3.16.2 Procedimento para ELISA

As placas foram sensibilizadas com as proteinas purificadas por IMAC na
concentracdo de 5 pg/ml em tampao carbonato/bicarbonato 0,1 M pH 9,6 ou PBS e incubadas
a4 °C por 18 horas. As placas foram lavadas 3 vezes com solugdo de lavagem (PBS/Tween 20
0,05%), bloqueadas com leite em pd desnatado 10% (MOLICO) e BSA 1% em solucao
PBS/Tween 20 0,05% e incubadas por pelo menos 2 horas a 37 °C.

Apo6s o bloqueio, o soro de animais imunizados com as proteinas purificadas ou com
as salmonelas recombinantes foi adicionado. A partir do primeiro poco dilui¢des seriadas
foram feitas em tampao PBS/Tween 20 0,05% com leite em p6d desnatado 5%. Em seguida, a
placas foram incubadas a 37 °C por 2 horas e lavadas 3 vezes com solugdo de lavagem. As
placas foram incubadas novamente por 2 horas a 37 °C com o anticorpo anti-IgG de
camundongos (PIERCE) ou anti-IgG hamsters (KPL) conjugado com peroxidade em tampao
PBS/Tween 20 0,05%/ leite em p6 desnatado 10%. Apds a incubagdo do anticorpo conjugado,
as placas foram novamente lavadas e reveladas com a solu¢dao reveladora contendo orto-
fenilenodiamina (OPD) em tampao citrato/fosfato 0,1 M pH 5,0. Para parar a reacdo usamos
uma solucdo acida forte, H,SO4 4,5 M ou HCI 3 M. A coloracdo amarelada gerada pela reagao
de revelacdo ¢ lida no comprimento de onda 492 nm em um leitor de placas, utilizou-se como
branco da reag@o os pogos da placa que receberam todas as solugdes descritas com excecao do
soro. Consideramos o titulo de anticorpo IgG para cada soro, o inverso da diluicao na qual

obtivemos absorbancia 0,1 apds a leitura das placas no comprimento de onda 492nm.

3.17 Western blot para analise de reconhecimento do antigeno pelo soro

Analisamos a especificidade do reconhecimento das proteinas recombinantes pelos

anticorpos IgG no soro dos camundongos e hamsters imunizados, por western blot.

3.17.1 Materiais e solugcoes para western blot

e Membranas de PVDF — Immobilon P - Millipore
e Solucao TBS (solugdo basal) — NaCl 150mM, Tris Base 10 mM pH 7,4 e tween 0,05%
e Tampao de transferéncia — Tris base 25 mM pHS,0, glicina 192 mM, SDS 0,02% e

metanol 20%
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e Corante de Ponceau: Ponceau S 0,5%, acido acético glacial 10% e dgua milliQ

e Solucdo de bloqueio: leite desnatado 10%, BSA 1% em solugao TBS

e Solucdo de revelagdo — Tris 60 mM, 0,7mg/ml diaminobenzidina (DAB), 0,7 mg/ml

peréxido de hidrogénio (H,O,) e uréia 2 mg/mL — Sigma (D4293 — 50SET).

e Anticorpo secundario:

o anti-IgG camundongo produzido em coelhos conjugado com peroxidase -
PIERCE

o anti-IgG (H+L) hamster produzido em cabra conjugado com peroxidase — KPL
o anti-IgG humano produzido em cabra conjugado com peroxidase - KPL

o anti-IgM (p) humano produzido em cabra conjugado com peroxidase - KPL

3.17.2 Procedimento para western blot

Para avaliar a presenca de anticorpos especificos nos soros, as proteinas foram
separadas por SDS-PAGE e transferidas para membranas de PVDF. A transferéncia foi
realizada pela passagem de corrente elétrica de 350 mA por aproximadamente 90 minutos em
gelo. O tempo de transferéncia esta diretamente relacionado com o tamanho da proteina,
quanto menor a massa molecular mais fécil a proteina ¢ transferida. Para avaliar a qualidade
da transferéncia, as membranas foram coradas com solugdo de Ponceau S para a visualizagao
das bandas de proteina. As membranas foram lavadas com 4gua e bloqueadas com solucao
TBS-T com 10% de leite em p6 desnatado, sendo incubadas por aproximadamente 3 horas
com agitagao em TA.

ApoOs o bloqueio, as membranas foram incubadas com a mesma solugdo contendo o
primeiro anticorpo, que consiste no soro obtido dos camundongos ou hamsters. A dilui¢do do
soro dependeu da titulagdo do ELISA, em geral, foi feita a diluicdo 1:1000. As membranas
foram incubadas com a solugdo de anticorpos por 14 horas a 4 °C com agitacdo. As
membranas foram lavadas 4 vezes de 10 minutos cada com solucao de TBST. O segundo
anticorpo conjugado com peroxidase foi adicionado na solu¢do de bloqueio na dilui¢do
apropriada sugerida pelo fabricante e as membranas foram incubadas por 2 horas a TA sob
agitacao.

As membranas foram lavadas 4 vezes por 10 minutos cada, e as bandas de
reconhecimento reveladas utilizando dimetiamino benzidina (DAB). A solu¢ao de revelagao

foi preparada por dissolu¢do de DAB (Sigma) em 5 ml de 4gua para concentragdes finais de
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tampao tris 60 mM e DAB 0,7 mg/ml e um comprimido de uréia (Sigma) para concentragdes
finais 2 mg/ml de uréia e 0,7 mg/ml de H,O,. As membranas foram incubadas com a solu¢do

de revelacdo até o aparecimento das bandas (10 a 30 minutos) e entdo lavadas com agua.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteriza¢ao dos antigenos selecionados

Para selecdo de antigenos de leptospira a serem estudados, utilizando programas de
bioinformatica, avaliamos os genes e as proteinas preditas quanto a caracteristicas sugestivas
de potencial vacinal, como proteinas secretadas ou localizadas na membrana externa, portanto
expostas ao sistema imune.

A despeito de termos estudado inicialmente outros genes, apresentamos aqui as
caracteristicas daqueles antigenos que trabalhamos nos ensaios de imunizagdo,
correspondentes aos genes LIC10191, LIC10793, LIC12302, LIC11227 e LIC13101. Ao final
foram incluidos também os antigenos que apresentavam resultados de protecdo positivos na
literatura e em trabalhos realizados pelo grupo, LIC11352 (Lip32), LIC10325 (HlyX),
LIC10465 (LigA) e LIC12033 (ankB). Apresentamos aqui a caracteriza¢do parcial dos

antigenos feita por analise bioinformatica, bem como alguns dados da literatura.

LIC10191 (Loa22)
A proteina LIC10191, denominada Loa22 (KOIZUMI e WATANABE, 2003), foi

anotada no genoma da L. interrogans sorovar Copenhageni como uma proteina de membrana
associada a peptideoglicano, o gene possui 588 pares de bases. A analise in silico prediz um

peptideo sinal e um dominio OmpA-like - outer membrane protein (Figura 8).
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Figura 8 - Esquema da localizacio do motivo OmpA encontrado na proteina LIC10191. Dominio
OmpA da proteina entre os aminoacidos 77 e 182 e peptideo sinal indicado em vermelho
sugerido pelo programa SMART.

Uma fun¢ado prevista da OmpA seria promover a ligacdo entre a membrana externa e a
camada mais interna de peptideoglicano do periplasma. Seria uma fun¢do essencial na
manutengdo da integridade da superficie celular da bactéria (KOIZUMI e WATANABE,

2003). Essa proteina estaria exposta na superficie de bactérias patogénicas, e ndo foi

observada em bactérias ndo patogénicas como L. biflexa e L. meyeri em ensaios de western
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blot. A correlagdo entre a patogenicidade de linhagens da bactéria e a presenca da proteina
sugere que esta esteja envolvida com a viruléncia (GAMBERINI et al., 2005). Mais
evidencias da participagdo de Loa22 na viruléncia de leptospiras foram mostradas por ensaios
de imunoblot (KOIZUMI ¢ WATANABE, 2003) e¢ imunofluorescéncia (RISTOW et al.,
2007). Foi mostrado que a expressdo da proteina ¢ aumentada durante infeccdo (NALLY et
al., 2005). Estudos recentes mostraram que a bactéria com dele¢do no gene da Loa22 perde a
viruléncia e a capacidade de induzir a morte em cobaias (RISTOW et al., 2007).

Entretanto, blast no banco de dados de proteinas indicam que existe uma proteina
ortdloga a LIC10191 na linhagem biflexa que apresenta 73% de similaridade. A presenca de
uma proteina similar a LIC10191 em espécies saprofitas sugere que ela pode estar envolvida
na sobrevivéncia e nao na viruléncia da bactéria. Ambas proteinas podem ter se originado de
um mesmo ancestral (PICARDEAU et al., 2008).

Em bactérias Gram-negativas, proteinas OmpA tem sido caracterizadas como adesinas
(DABO et al., 2003). De fato, a proteina Loa22 recombinante possui a capacidade de se ligar
aos componentes da matriz extracelular como fibronectina plasmatica e coldgenos tipo I e IV

(BARBOSA et al., 2006).

LIC10793 (Lp49)
A proteina LIC10793 de 49 kDa foi descrita como uma lipoproteina Lp49 (GIUSEPE

et al.,, 2008), nao sendo identificados dominios funcionais. A proteina estd presente nas
linhagens patogénicas e ausente nas linhagens nao patogénicas (NEVES et al., 2007). Este
dado pode ser confirmado por Blast da sequéncia de aminoacidos com as proteinas previstas
nos genomas sequenciados de outras leptospiras. Neste mesmo estudo foi mostrado que esta
proteina ¢ reconhecida por anticorpos presentes no soro de pacientes no estagio inicial da
doenca, quando o teste de MAT ainda tem resultado negativo. Apesar dos baixos titulos
gerados em testes de ELISA, essa proteina pode ser considerada candidata a testes de
diagnostico. A analise da estrutura secundaria da proteina Lp49 mostrou a predominancia de
estrutura folha f com uma mistura de enovelamentos randdmicos e regides de o hélice

(NEVES et al., 2007).

LIC11227
O gene LIC11227 codifica uma proteina hipotética de 28 kDa com funcdo
desconhecida. O alinhamento da sequéncia de nucleotideos com genoma de outras leptospiras

mostra que o gene € conservado na Leptospira interrogans sorovar Lai.
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LIC12302

O gene LIC12302 codifica uma proteina que possui um dominio peptidase M22,
pertencente ao grupo das metalopeptidases (Figura 9). O exemplo tipico ¢ a O-
sialoglicoproteina endopeptidase de Pasteurella haemolytica descrita por Sutherland et al.,
1992. Neste estudo, foi comprovado que essa proteina possui a capacidade de clivar O-
sialoglicoproteinas encontradas na superficie de células humanas CD34, CD43, CD44 e

CD45.
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Figura 9 - Esquema da localizacdo do motivo peptidase M22 encontrado na proteina LIC12302.
Dominio Peptidase M22 da proteina entre os aminoacidos 23 e 311, sugerido pelo
programa SMART.

O gene estd presente nos genomas das espécies patogénicas Leptospira interrogans
sorovar Lai e Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis e também na estirpe nao

virulenta Leptospira biflexa sorovar Patoc.

LIC13101

O gene LIC13101 codifica uma proteina de 127 kDa com sequéncia sinal no inicio,
duas regides de repeti¢cdes internas intercaladas por regides de baixa complexidade e 7
dominios de alpha integrina (Figura 10). Integrinas sdo moléculas de adesdo celular que
mediam a matrix extracelular a as interagdes entre as células. Elas possuem as subunidades
alpha e beta. As alpha integrinas possuem um dominio contendo 7 regides de repeticdo que
adota uma conformagdo “beta-propellor”. Alguns desses dominios contem um dominio do
fator de Von Willebrand tipo-A. Algumas repeticdes contem sitios putativos de ligagdo a
calcio. O dominio contendo 7 regides de repeticdo ¢ homologo a um dominio da

fosfatidilinositol-glicano-especifico da fosfolipase D.
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Figura 10 - Esquema da localizacio dos motivos alfa integrina encontrados na proteina
LIC13101. Dois dominios de repeti¢cdo interna com fung@o desconhecida, sete dominios
de alfa integrina e peptideo sinal indicado em vermelho sugerido pelo programa
SMART.

A sequéncia do gene foi comparada com genomas seqiienciados de outras Leptospiras
e encontramos alta identidade de pares de bases com um gene de Leptospira interrogans
sorovar Lai. Nao encontramos genes similares a LIC13101 no genoma da Leptospira biflexa

sorovar Patoc.

LIC11352 (Lip32)

A proteina LIC11352, denominada Lip32, foi anotada no genoma da Leptospira
interrogans sorovar Copenhageni como uma lipoproteina. Nao foram identificados dominios
funcionais nesta proteina, apenas um peptideo sinal. Esta proteina foi descrita como a mais
abundante na superficie da bactéria e importante durante a infecgio (HAAKE et al., 2000). E
conservada entre as espécies patogé€nicas de Leptospira, mas ndo ha ortdlogos nas linhagens
nao patogénicas. Mostrou-se bastante imunogénica e foi reconhecida por soro de pacientes

infectados (GUERREIRO et al., 2001).

LIC10325 (HlyX)

A proteina LIC10325, denominada HlyX foi anotada no genoma da Leptospira
interrogans sorovar Copenhageni como uma hemolisina contendo 5 dominios TPR repetidos
(Figura 11). Esse dominio pode ser encontrado em inumeras proteinas e ¢ responsavel por
mediar interagdes entre proteinas e estruturar complexos protéicos. Essa proteina pode exercer
papel importante na patogenicidade da bactéria, uma vez que causou hemdolise em eritrocitos
in vitro. Além disso, ortélogos desta proteina foram encontrados nas leptospiras virulentas,
Leptospira interrogans sorovar Lai e Leptospira borgpetersenii sorovar hardjobovis (HAUK

et al., 2005).
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Figura 11 - Esquema da localizacio dos motivos TPR encontrados na proteina LIC10325. Os 5
dominios TPR da proteina estdo entre os aminoacidos 115 ¢ 337 e o peptideo sinal esta
indicado em vermelho sugerido pelo programa SMART.

LIC10465 (LigA)

Essas proteinas possuem dominios de aproximadamente 85 aminoacidos similares a
imunoglobulinas de bactérias (Figura 12). Segundo Choy et al. (2007) essas proteinas tém a
capacidade de se ligar a proteinas da matriz extracelular e a fibrinogénio sugerindo que essas
adesinas devem estar envolvidas a colonizacdo inicial e disseminacdo das leptospiras no
hospedeiro. A proteina nativa possui aproximadamente 128 kda, proteinas de alto peso
molecular sao geralmente dificeis de purificar. Entretanto, neste trabalho, clonamos apenas o
fragmento ¢ da proteina de aproximadamente 44 kda. Segundo Silva et al. (2007), a por¢ao
carboxi-terminal da proteina foi capaz de induzir prote¢do contra infeccdo em hamsters
imunizados. Esta proteina nao foi identificada nos genomas da Leptospira interrogans sorovar
Lai e Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo (McBRIDE et al., 2009) porém os dominios
big desta proteina possui alta identidade com dominios da LigB, encontrada em outras

leptospiras virulentas (SILVA et al., 2007).

Figura 12 - Esquema da localiza¢do dos motivos BID encontrado na proteina LIC10465. Os 13
dominios BID da proteina possuem aproximadamente 85 aminoacidos, existe ainda um
peptideo sinal, indicado em vermelho sugerido pelo programa SMART.

LIC12033 (ankB)

A proteina ankB de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni possui duas
repeti¢des ankirina (Figura 13). O gene estd presente nos genomas das espécies patogénicas

Leptospira interrogans sorovar Lai e Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis. Os
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dominios ankirina sdo encontrados, em células eucarioticas, em proteinas do citoesqueleto que
ancoram proteinas na membrana (GORINA e PAVLETICH, 1996). O gene de ankirina ¢
vizinho do gene de catalase em diferentes microrganismos sugerindo expressao composta e
possivelmente importante durante infec¢do, como resposta ao extresse oxidativo imposto pelo

sistema imune.
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Figura 13 - Esquema da localizacio dos motivos ank encontrado na proteina LIC12033. Existem

dois dominios ank localizados entre os aminoéacidos 65 e 127. Existe ainda uma regido

de baixa complexidade entre os aminoacidos 150 e 163 indicado em vermelho sugerido
pelo programa SMART.

4.2 Clonagem dos genes

4.2.1 Amplificacdo dos genes e clonagem em vetor pGEMT-Easy

ApoOs a escolha dos genes de leptospira a serem estudados, os “primers” foram
desenhados com auxilio do programa “GENERUNNER” e iniciamos a fase de amplificacao
destes genes usando DNA gendmico da Leptospira interrogans sorovar Copenhageni como
molde. Em principio, dez genes, LIC10191, LIC10793, LIC12302, LIC12659, LIC10537,
LIC11227, LIC10508, LIC10868, LIC12033 ¢ LIC13101 foram amplificados por PCR como
ilustrado na Figura 14.

Os produtos de PCR foram ligados em vetor pGem-T Easy e usados na transformagao
de E. coli DH5a. Os clones com as construcdes de interesse foram selecionados por
resisténcia a ampicilina e verificados por teste de fenol-cloroférmio. Preparagdes plasmidiais
desses clones foram analisadas por digestdo com enzimas de restri¢ao apropriadas (Figura 15)
e confirmados por sequenciamento de DNA. Apos a confirmacdo de cada construcdo, os
plasmideos foram digeridos utilizando os sitios de restricdo adicionados nos primers. As
duplas digestdes liberaram os fragmentos génicos, que foram purificados de um gel de

agarose ¢ utlizados para ligagao nos vetores de expressao.
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Figura 14 - Analise dos produtos das amplificacoes génicas por PCR em gel de agarose. M-
marcador molecular (1 kb - Fermentas). Canaletas: 1- LIC10191 (536 pb); 2- LIC10793
(1275 pb); 3- LIC12302 (1138 pb); 4- LIC12659 (303 pb); 5- LIC10537 (2026 pb); 6-
LIC11227 (692 pb); 7- LIC10508 (563 pb); 8- LIC10868 (1713 pb); 9- LIC12033 (578 pb);
10- LIC13101 (3751 pb).

«—3000 pb
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Figura 15 - Analise dos clones com genes de leptospira em vetor pGEM-T Easy por digestao com
enzimas de restricdo. M — marcador molecular. Os plasmidoes foram digeridos com as
enzimas BamHI e Hindlll, exceto a LIC10191, que foi digerida com BamHI e Pstl.
Canaletas: 1 a 8 a banda de ~3 kpb corresponde ao vetor pGEM-T Easy. Os fragmentos
de DNA menores correspondem aos diferentes genes. Canaletas: 1- LIC10191 (536 pb);
2- LIC10793 (1275 pb); 3- LIC12302 (1138 pb); 4- LIC12659 (303 pb); 5- LIC10537
(2026 pb); 6- LIC10508 (563 pb); 7- LIC10868 (1713 pb); 8- LIC12033 (578 pb) e 9-
LIC13101 (3751 pb) e 10- LIC11227 (692 pb).
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4.2.2 Clonagem dos genes de leptospira nos vetores pAE e pAEsox

Os fragmentos génicos de interesse obtidos por duplas digestdes das construgdes em
vetor pGEMT-Easy com enzimas de restricdo previstas nos primers, foram usados para
subclonagem nos vetores pAE e pAEsox. Nesta etapa do trabalho, passamos a trabalhar com
cinco genes para a inser¢cdo nos vetores de expressdo, LIC10191, LIC10793, LIC12302,
LIC11227 e LIC13101, enquanto os outros genes se tornaram objeto de estudos de colegas do
laboratorio. Quatro dos genes foram obtidos por digestdo com BamHI e Hindlll e o gene
LIC10191 foi digerido com BamHI e Pstl. Os genes foram inseridos nos vetores pAE e
pAEsox, digeridos com as mesmas enzimas. Amostras das reagcdes de ligacdo foram usadas
para transformar bactérias E. coli DH5a. Os clones foram selecionados por resisténcia a
ampicilina e analisados por fenol:cloroférmio. Para a confirmacdo das construcdes fizemos
testes de digestdo com uma pequena aliquota das minipreparacdes e visualizamos as amostras
em gel de agarose (Figura 16). Os plasmideos pAE e pAEsox contendo os genes LIC10793,
LIC12302, LIC11227 e LIC13101 foram digeridos com as enzimas BamHI e Hindlll,
liberando dois fragmentos, o gene e o vetor. Os plasmideos pAE e pAEsox contendo o gene
LIC10191 foram digeridos apenas com a enzima Hindlll, pois existe sitio para essa enzima no
final do gene e no vetor, liberando um fragmento de 171 pb e outro de 3625 pb (pAEsox) ou
3205 pb (pAE). Apds a confirmagdo, as construgdes foram utilizadas para transformagdo das
bactérias BL21 para expressao e produgdo dos antigenos. Os clones selecionados foram
mantidos a -80 °C com 15% de glicerol.

Além dos cinco genes citados acima, também transferimos para vetores pAE e pAEsox
os genes LIC10325 (HlyX) e LIC11352 (Lip32) que ja haviam sido clonados durante a fase
inicial do projeto genoma da leptospira em vetor pDest em E. coli DH5a. O gene LIC10325 ja
havia sido transferido para o vetor pAE e transformado em bactéria E. coli DH5a pelo grupo
colaborador liderado pelo Dr. Paulo Lee Ho. Esses clones foram cultivados em meio liquido
para a extragdo do DNA plamidial. As preparagdes plasmidiais foram digeridas com enzimas
de restricdo para subclonagens. O vetor pAELIC10325 foi digerido com as enzimas Ndel e
EcoRl gerando fragmentos de aproximadamente 1137 pb, que corresponde ao gene de
interesse, € um de 2800 pb corresponde ao vetor pAE. O vetor pDestLIC11352 foi digerido
com as enzimas Ndel e Hindlll gerando os fragmentos de aproximadamente 819 pb e 5000
pb, correspondentes ao fragmento de interesse e do vetor respectivamente. Na Figura 17

amostras dos plasmideos e das digestoes enzimaticas foram analisadas em gel de agarose.
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Para a clonagem dos insertos, amostras do vetor pAEsox foram digeridas com as
mesmas duplas de enzimas, Ndel e EcoRI ou Ndel e Hindlll, gerando fragmentos de 3200 pb
(Figura 17).

As reagdes de ligagao dos genes LIC11352 e LIC10325 com o vetor pAEsox foram
utilizadas para transformar bactérias E. coli DH5a competentes. Poucos clones foram
recuperados e foram utilizados em reagdes de PCR para a confirmacao da presenca do inserto.
Clones foram escolhidos para crescimento e purificacdo de plasmideos. Amostras das mini-
preparagdes foram digeridas com enzimas Xbal e Hindlll para confirmagdo de presenga de
inserto. Na Figura 18, linhas 2 e 4, pode-se observar as bandas de 2720 pb, 1274 pb e 330 pb
geradas por digestdo do vetor pAEsoxLIC10325. Neste caso foi possivel visualizar trés
bandas distintas, pois existem dois sitios de restri¢ao para a enzima HindIll, um dentro do
gene e o outro no vetor. Na figura 12 linha 5 pode-se observar as bandas resultantes da dupla
digestao do plasmideo pAEsoxLIC11352, sendo que a banda maior, 2840 pb, corresponde ao
vetor pAE e a banda menor, 1279 pb corresponde ao gene de interesse mais o fragmento
soxRpsoxS.

Neste projeto também clonamos parte do gene LIC10465 (LigA) em salmonela. O
fragmento do gene codificador da por¢do C-terminal da proteina havia sido clonado pela
estudante de doutorado Vivian Hashimoto, do grupo colaborador liderado pelo Dr. Paulo Lee
Ho. O fragmento ja digerido com as enzimas Xhol e Pstl foi ligado ao vetor pAEsox digerido
com as mesmas enzimas. A reacao de ligagao foi utilizada para transformar bactérias E. coli
DHS5a competentes. Alguns clones foram isolados da placa e cultivados para um teste de
fenol:cloroformio. Fizemos miniprep de um dos clones positivos e confirmamos a presenca do

inserto por digestdo com as enzimas Xbal e Xhol (Figura 19).
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Figura 16 - Analise dos clones plasmidiais por digestio com as enzimas de restricio BamHI e
Hindlll. Em todos os géis, canaletas: 1— clones em vetor pAE; 2— dupla digestdo dos
clones em vetor pAE; 3— clones em vetor pAEsox; 4— dupla digestdo dos clones em
vetor pAEsox. A) LIC10191, B) LIC10793, C) LIC12302, D) LIC11227 ¢ E)
LIC13101. Os plasmideos foram digeridos com as enzimas BamH] e Hindlll, exceto os
clones com LIC10191 que foram digeridos com a enzima Hindlll liberando um
fragmento de 176 pb. Nas amostras digeridas as bandas de maior massa molecular
correspondem aos vetores pAE (2800 pb) e pAEsox (3260 pb) e as bandas de menor
massa molecular correspondem aos genes, exceto na figura E, onde a banda de maior
massa molecular corresponde ao gene.
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Figura 17 - Andlise das digestdes dos plasmideos pAELIC10325, pDestLIC11352 e pAEsox com
enzimas de restricio, em gel de agarose. Linhas M — marcador molecular. Canaletas:
1 e 2- digestdo do plasmideo pAELIC10325 com as enzimas Ndel e EcoRI; 3- amostra
do vetor pAELIC10325 néo digerido, 4 e 5— digestao do vetor pDestLIC11352 com as
enzimas Ndel e Hindlll, 6- amostra do vetor pDestLIC11352 nao digerido, 7 e 8-
digestdo do vetor pAEsox com as enzimas Ndel e Hindlll e 9— digestdo do vetor
pAEsox com as enzimas Ndel e EcoRI.

272090 —» 2840 pb
pb —»

1274 pb —» 1279 kb —»

330 pb —p

Figura 18 - Analise das constru¢des plasmidiais pAEsoxLIC10325 e pAEsoxLIC11352, por
digestdo com enzimas de restricio. M — marcador molecular. Canaletas: 1- vetor
pAEsox-LIC10325 ndo digerido, 2- vetor pAEsox-LIC10325 digerido com Xbal e
Hindlll, 3- vetor pAEsoxLIC11352 digerido com Xbal e HindlllL.
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Figura 19 - Anailise dos fragmentos de DNA gene LigA, vetor pAEsox digerido e constru¢io
plasmidial pAEsoxLigA. M — marcador molecular. A) Canaletas: 1- gene de LigA
purificado ap6s digestdo de pAELigA com as enzimas Xhol e Pstl, 2- vetor pAEsox
purificado ap6s digestdo com Xhol e Pstl; B) Canaletas: 1- miniprep pAEsoxLigA e 2-
digestdo pAEsoxLigA com Xbal e Xhol, liberando dois fragmentos: soxRS (493 pb) e
pAELigA (4028 pb).

4.2.3 Construcao de vetores hibridos

Neste trabalho propusemos a construcao de plasmideos hibridos, nos quais os genes de
interesse sao clonados em tandem com cada gene sob controle de um promotor soxS. Nosso
objetivo era melhorar a resposta imune protetora apresentando dois antigenos sem aumentar a
dose de salmonela recombinante nas imunizagdes. Nossa primeira construgdo utilizou os
genes LIC10191 e LIC10793. A construgdo foi facilitada pela existéncia de sitios de restri¢ao
interessantes para inser¢ao do gene LIC10793 no plasmideo pAEsoxLIC10191. Elaboramos
ainda a constru¢ao de mais dois plasmideos hibridos, com os genes LIC10191 e LIC10537, e
com os genes LIC10191 e Lip32 em vetor pAEsox.

Para as constru¢des hibridas utilizamos os vetores pAEsox contendo os genes de
interesse ja clonados. O vetor pAEsoxLIC10191 foi digerido com enzima EcoRI e tratamos
com a enzima Klenow Fragment (Fermentas) para formar uma ponta “blunt”. O vetor
linearizado foi digerido com a enzima Xbal, liberando o fragmento psoxLIC10191 que foi
entdo purificado de um gel de agarose.

Os vetores pAEsoxLIC10793, pAEsoxLIC10537 e pAEsoxLip32 foram digeridos com
a enzima Nrul para clivar um sitio localizado no final do gene soxR. Os vetores linearizados

foram digeridos com a enzima Xbal e liberaram um fragmento de aproximadamente 300 pb
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com um fragmento do gene soxR. Amostras foram aplicadas em gel de agarose e os vetores
pAEsoxLIC10793, pAEsoxLIC10537 e pAEsoxLip32 sem o fragmento do gene soxR foram
purificados. O fragmento psoxLIC10191 foi ligado aos vetores. Amostras das reagdes de
ligacdo foram usadas para transformar bactérias E. coli DH5a. O esquema de constru¢do dos
vetores  hibridos = pAEsoxLIC10191 LIC10793,  pAEsoxLIC10191 LIC10537 e
pAEsoxLIC10191 Lip32 ¢ apresentado na Figura 20. Fizemos a andlise dos clones por
ensaios de digestdo com enzimas de restrigdo em gel de agarose (Figura 21). O plasmideo
pAEsoxLIC10191 LIC10793 e pAEsoxLIC10191 LIC10537 foi digerido com a enzima
BamH]I, liberando um fragmento de 809 pb, que corresponde ao gene LIC10191 (536 pb)
mais o promotor sox (273 pb), e um fragmento de 5286 pb ou 4535 pb, que correspondem ao
vetor pAEsox (3260 pb) mais o gene LIC10537 (2026 pb) ou LIC10793 (1275 pb),
respectivamente. O plasmideo pAEsoxLIC10191 Lip32 foi digerido com a enzima HindlIIl e
como existe um sitio para esta enzima dentro do gene LIC10191 e outro no final do gene
Lip32, a digestdo liberou um fragmento de 1238 pb que corresponde a 146 pb do gene
LIC10191 mais o promotor sox (273 pb) e o gene Lip32 (819 pb). O outro fragmento com
3670 pb, que corresponde ao vetor pAEsox (3260 pb) mais 410 pb da porcao inicial do gene
LIC10191.
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Figura 20 - Esquema da construcao do plasmideo hibrido pAEsoxLIC10191 psoxSLIC10793. Em outras constru¢des o gene LIC10793 foi substituido

pelos genes LIC10537 ou Lip32, cada gene com o seu promotor soxS. As linhas pontilhadas indicam os sitios de restrigdo usados na digestdo
inicial dos plasmideos para inser¢do do gene LIC10191.
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Figura 21 - Analise da construcao dos plasmidios hibridos por digestdo enzimatica. M- marcador
de massa molecular. Canaletas: 1- miniprep pAEsoxLIC10191 LIC10537, 2- digestdo
do plasmideo pAEsoxLIC10191 LIC10537 com a enzima BamHI, 3- miniprep
pAEsoxLIC10191 LIC10793, 4- digestdao do plasmideo pAEsoxLIC10191 LIC10793
com a enzima BamH], 5- miniprep pAEsoxLIC10191 Lip32, 6- digestdo do plasmideo
pAEsoxLIC10191 Lip32 com a enzima HindIll.

4.3 Expressao das proteinas recombinantes em E. coli

As construcdes plasmidias, confirmadas por ensaios de digestdo com enzimas de
restricdo e por seqiienciamento foram, utilizadas para transformar bactérias E. coli

BL21(DE3)StarpLysS por choque térmico.

4.3.1 Expressdo das proteinas recombinantes isoladas em E. coli

Para a indugdo de expressdo das proteinas de interesse, culturas de E. coli BL21 com
as construcdes em vetor pAEsox foram expostas a paraquat (PQ) e culturas dos clones com as
construgdes em vetor pAE foram expostas IPTG.

Para confirmar a expressdo, amostras dos extratos protéicos foram analisadas por
SDS-PAGE (12,5% poliacrilamida). Nos géis apresentados nas Figuras 22 a 25 podem ser
visualizadas bandas de proteinas dos tamanhos previstos, indicando que foram expressas com
Sucesso in vitro.

As proteinas LIC10191 e LIC10793 foram expressas predominantemente na forma
soluvel, sendo possivel também observar bandas das proteinas nas fracdes insoluveis. As
proteinas LIC10325 e LIC11352 foram expressas predominantemente na forma insoltvel. As

demais proteinas, LIC11227, LIC12302 e LIC13101 foram expressas somente na forma
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insoluvel. A proteina LIC12302 clonada no vetor pAE ndo foi expressa quando induzida por
IPTG. Para as demais proteinas, a expressao nos dois vetores foram semelhantes exceto por
um pequeno escape de expressdao da LIC10191 no vetor pAE. A expressao em vetor pAE esta
condicionada ao promotor T7, acessado por RNA polimerase induzivel por IPTG. A indugdo
de expressdo de proteinas na auséncia de indutor ndo ¢ interessante, pois pode interferir na
cinética de crescimento da bactéria, especialmente quando a proteina expressa tem
propriedades toxicas.

Os ensaios de expressao de genes em vetor pAEsox in vitro mais uma vez
confirmaram a qualidade do sistema soxRpsoxS para controle de expressdo dos genes de

interesse.
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Figura 22 - Analise da expressio das proteinas recombinantes LIC10325 e LIC11352 em vetor
pAEsox em E. coli BL21. SDS — PAGE comparando o padrao de bandas de proteinas
nas fracdes de precipitado e sobrenadante dos extratos celulares apo6s a indugdo de
expressdo. M- marcador de massa molecular. Canaletas: 1 a 4- LIC11352 (30,7 kDa),
5 a 8- LIC10325 (42,3 kDa). Canaletas impares — fracdes soluveis, canaletas pares-
fragdes insoluveis; canaletas: 1,2, 5, 6- controles (ndo induzido); 3, 4, 7, 8- cultivos
induzidos com PQ.

_ 12345678 0101112M
16 | <
66 -
45
35
25 ~
18 -
14 -
. B.l ]

Figura 23 - Analise da expressdo das proteinas recombinantes LIC10191 e LIC10793 em E. coli
BI21. SDS PAGE em A) amostras das fra¢des soluveis ¢ em B) insoluveis. Canaletas
impares- controle (ndo induzidas) e canaletas pares- amostras de culturas induzidas por
paraquat (pAEsox) ou IPTG (pAE). Canaletas: 1 e 2- pAEsoxLIC10191 (20,3 kDa), 3 ¢ 4-
pAELIC10191, 5 e 6- pAEsoxLIC10793 (49,3 kDa), 7 ¢ 8- pAELIC10793, 9 ¢ 10-
pAEsox sem inserto, 11 e 12- pAE sem inserto.
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Figura 24 - Analise da expressdo das proteinas recombinantes LIC12302 e LIC11227 em E. coli
BI21. SDS PAGE em A) amostras das fragoes soluveis e em B) fragdes insolaveis. M-
marcador de massa molecular. Canaletas impares- controle (ndo induzidas) e canaletas
pares- cultivos induzidos por paraquat (vetor pAEsox) ou IPTG (vetor pAE). Canaletas:
1 e 2- pAELIC12302 (38,9 kDa), 3 e 4- pAEsoxLIC12302, 5 e 6- pAELIC11227 (28,5
kDa), 7 e 8- pAEsoxLIC11227, 9 e 10- pAE sem inserto, 11 e 12- pAEsox sem inserto.
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Figura 25 - Anailise da expressio da proteina LIC13101 recombinante em E. coli BI121. SDS
PAGE em A) amostras das fra¢des soluveis € em B) fragdes insoluveis. M- marcador de
massa molecular. Canaletas impares- amostras de cultivos ndo induzidos e canaletas
pares- cultivos induzidos por paraquat (pAEsox) ou IPTG (pAE). Canaletas: 1 e 2-
pAEsoxLIC13101 (127 kDa), 3 e 4- pAELIC13101, 5 e 6- pAEsox sem inserto; 7 e 8-
PAE sem inserto.
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4.3.2 Expressdo das proteinas nos clones de E. coli com os vetores hibridos

ApoOs a confirmagdo da construgdo dos vetores hibridos por ensaios de digestdo e por
seqlienciamento, os plasmideos foram wusados na transformagdo de bactérias E. coli
BL21(DE3)StarpLysS. Em duas das trés construgdes a expressdo simultanea das proteinas foi
testada p6 adigdo de PQ ao meio de cultivo. Amostras dos extratos bacterianos separados em
fracdo soluvel e insoluvel foram analisadas por SDS-PAGE. As proteinas LIC10191 e
LIC10793 apresentaram as mesmas caracteristicas uando expressas isoladamente,
predominantemente na fracdo soluvel (Figura 26A). Podemos observar que ha maior
expressdo da proteina LIC10793 em relagdo a proteina LIC10191. Na figura 26B podemos
visualizar que houve expressao das proteinas LIC10191 e LIC10537 simultaneamente. Neste
caso, a proteina LIC10191 foi mais expressa em comparacao com a LIC10537. A LIC10537

possui alto massa molecular, 76 kDa, e foi expressa na forma insoluvel.
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Figura 26 - Analise da expressdo em E.coli das proteinas recombinantes nos clones com vetores
hibrides LIC10191_LIC10793 e LIC10191_LIC10537. M- marcador molecular.
Canaletas impares- amostras de extratos bacterianos de cultivo ndo induzidas e canaletas
pares- amostras de culturas induzidas por paraquat. A) Canaletas: 1 a 6- pAEsox-
LIC10191_LIC10793; 1 e 2 extrato total, 3 e 4- fragdo soluvel, 5 e 6- fracdo insoluvel, 7 e
8- clone com pAEsox sem inserto. B) Canaletas: 1 a 6- hibrido pAEsox-
LIC10191_LIC10537, 1 e 2- extrato total, 3 e 4- fracdo soluvel, 5 e 6- fragdo insoluvel, 7
e 8- pAEsox sem inserto.

Os testes de expressdo in vitro de bactérias E. coli pela inducdo do promotor sox
foram realizados com sucesso. A adi¢do de paraquat a cultura de bactérias transformadas com
vetor pAEsox se mostrou um método funcional para a analise das expressdoes das proteinas
recombinantes in vitro. Com essa confirmagdo, partimos para a transferéncia das construgdes

em pAEsox para as salmonelas.
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4.4 Clonagem e expressiao de proteinas em salmonela

O protocolo de transformacao das salmonelas competentes foi também transformagao
quimica como em E. coli. Neste caso, além da ampicilina, as culturas foram crescidas em
meio 2YT com novobiocina, antibidtico que permite o crescimento da salmonela. Antes da
transformagdo da linhagem vacinal SL3261 foi necessaria a transformacdo da salmonela
SL4213, linhagem intermedidria com genotipo deficiente no sistema de restricdo e de
reconhecimento de DNA exdgeno. O DNA extraido da linhagem SL4213 pode ser usado na

transformagao da linhagem vacinal.

4.4.1 Expressdo das proteinas isoladas em salmonela

As proteinas LIC10191, LIC10793, LIC11227 e LIC10325 foram expressas em
salmonela com sucesso (Figuras 27 e 28). Em nossos ensaios encontramos algumas
dificuldades na analise de expressao de algumas das proteinas estudadas, sendo que nao foi
possivel visualizar as bandas de expressao das proteinas LIC13101 e LIC12302. Nos extratos
de salmonelas observa-se certo arraste na separacdo das proteinas por SDS-PAGE,
dificultando a visualiza¢do, em especial das proteinas de alta massa molecular, como a
LIC13101 (127 kDa). A proteina LIC13101 ¢ formada por dois dominios de repeti¢ao interna
e sete dominios similares a da alfa integrina. Os dominios integrina tem sido associados a
adesdo celular e por isso a proteina pode ter papel importante em viruléncia. Uma estratégia
para investigacdo dessa proteina seria clivar o gene para expressar fragmentos e testar a
imunogenicidade dos dominios. Para a maioria das proteinas ndo houve diferenca de
expressao nas duas bactérias, sendo pequenas diferengas atribuidas ao tempo de cultivo ou de
inducao.

Transferimos o plasmideo pAEsoxLigA para a salmonela SL3261 e fizemos um teste
de expressdo in vitro. O fragmento terminal da proteina LigA ¢ expresso na forma insolavel
em E. coli (SILVA et al., 2007). Como ndo conseguimos distinguir a banda da proteina por
SDS-PAGE, realizamos ensaios de western blot, usando soro de camundongos imunizados
com a proteina purificada cedido por Vivian Hashimoto. Podemos observar que a proteina foi
reconhecida pelo soro na fragcdo solivel do lisado da cultura de salmonela, confirmando a

expressao da proteina pelo clone (Figura 29).
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Figura 27 - Analise da expressdo da proteina recombinante LIC10793 em salmonela SL3261 in
vitro. SDS PAGE em A) - amostras das fragoes soliveis ¢ em B) fragdes insoliveis dos
extratos bacterianos. Canaletas impares - amostras de culturas ndo induzidas e canaletas
pares - culturas induzidas por paraquat. Canaletas: 1 e 2- pAEsox-LIC10793, 3 ¢ 4-
pAEsox sem inserto.
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Figura 28 - Analise da expressao da proteina LIC10191, LIC11227, LIC13101 e LIC10325 em
salmonela SL.3261 in vitro por SDS PAGE. Canaletas impares com amostras de culturas
ndo induzidas e nas pares amostras de culturas induzidas. A) Canaletas: 1 e 2- pAEsox
sem inserto fracdo insoluvel; 3 e 4- pAEsox sem inserto fragdo soluvel, 5 e 6-
pAEsoxLIC10191 fragdo insoluvel; 7 e 8- pAEsoxLIC10191 fragdo soluvel. B) amostras
de fracdo insoluvel. Canaletas: 1 e 2- pAEsox-LIC11227, 3 e 4- pAEsox-LIC13101, 5 e 6-
pAEsox-LIC10325, 7 e 8- pAEsox sem inserto.
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Figura 29 - Anadlise da expressio da proteina recombinante LigA em salmonela
SL3261pAEsoxLigA, por western blot. M- marcador de massa molecular. A) SDS
PAGE corado com comassie; B) membrana corada com ponceau apos a
transferéncia das proteinas separadas por SDS PAGE; C) membrana revelada apos a
incuba¢do com soro de camundongos imunizados com a proteina LigA. M-
marcador de massa molecular. Canaletas impares fragdo solivel e pares fragdo
insoluvel. Canaletas: 1 e 2— SL3261 exposta a PQ, 3 e 4— SL3261 nao exposta a PQ,
5e6—SL3261 LigA induzidas e 7 e 8- SL3261 LigA nao induzida.
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4.4.2 Expressdo das proteinas nos clones de salmonela com os vetores hibridos

Os clones de E. coli com plasmideos hibridos expressaram as proteinas com sucesso e,
entdo os plasmideos, foram usados para transformar salmonela SL4213 e, a partir dos DNAs
plasmidiais obtidos desta bactéria, transformar a linhagem vacinal SL3261 para os ensaios de
imunizacdo. Os clones de SL.3261 com os vetores hibridos foram induzidos a expressar as
proteinas recombinantes por exposi¢ao ao paraquat (Figuras 30 a 32).

Clones de salmonela com plasmideo hibrido pAEsoxLIC10191 LIC10793, mostraram
a expressdo das duas proteinas in vitro, quando cultivado em presenca de PQ (Figura 30A).
As duas proteinas foram expressas na forma soltivel, como quando induzidas isoladamente.
Para confirmagdo da expressao das proteinas fizemos um western blot utilizando anticorpo
monoclonal anti-6xHis contra extrato soltvel de SLLIC10191 LIC10793 induzida por PQ e
utilizamos SLLIC10191, SLLIC10793, as proteinas LIC10191 e LIC10793 como controles
positivos e o extrato soluvel de SL vazia também induzida como controle negativo (Figura
31).

A salmonela com plasmideo pAEsoxLIC10191 LIC10537 mostrou, em SDS PAGE
10%, apenas a expressdo da LIC10191 in vitro, quando o clone foi cultivado em presenca de
PQ. As proteinas de alta massa molecular ndo sdo bem separadas por SDS-PAGE 10%, como
observado anteriormente (Figura 30B).

O plasmideo hibrido pAEsoxLIC10191 Lip32 também foi utilizado para transformar
salmonela SL3261. Nos ensaios de expressao in vitro nao conseguimos diferenciar as bandas
das proteinas LIC10191 e Lip32 (figura 32A). Realizamos, entdo, ensaios western blot usando
soros de animais imunizados com cada uma dessas proteinas purificadas. Alguns clones foram
testados e os extratos protéicos aplicados em SDS-PAGE 12,5%. As proteinas foram
transferidas de géis para membranas e estas foram expostas aos soros de camundongos
imunizados com a proteina purificada LIC10191 ou a proteina Lip32 (Figuras 32B e 32C). As
proteinas recombinantes nos extratos de salmonela foram reconhecidas pelos soros,
confirmando a expressao in vitro. A pequena diferenca no peso molecular entre as proteinas
recombinantes purificadas e as expressas pela salmonela se deu pela retirada da cauda de
histidina na construcao do vetor hibrido. Os clones foram guardados em freezer -80 °C para o

ensaio de imunizagao.
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Figura 30 - Anadlise da expressdo das proteinas recombinantes em salmonelas com vetores
hibridos pAEsoxLIC10191_LIC10793 e pAEsoxLIC10191_LIC10537. M- marcador
molecular. A) fragdes soltiveis dos extratos de salmonela. Canaletas: 1 ¢ 2- hibrido
pAEsoxLIC10191 LIC10793, l-induzido e 2- controle; 3 e 4- pAEsoxLIC10191, 3-
controle e 4- induzido; 5 e 6- pAEsoxLIC10793, 5- controle e 6- induzido; 7 e 8-
pAEsox sem inserto, 7- controle e 8- induzido. B) Canaletas impares culturas bacterianas
ndo induzidas e pares induzidas por PQ. Canaletas: 1 a 4- hibrido
pAEsoxLIC10191 LIC10537 em salmonela, 1 e 2 fracdo soluvel, 3 e 4- fragdo insoluvel,
5 a 8- pAEsox sem inserto, 5 e 6 fragdo soluvel, 7 e 8- fragdo insoluvel.
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Figura 31 — Andlise da expressdo das proteinas LIC10191 e LIC10793 nos extratos soliveis de
salmonela. M- marcador de massa molecular. Canaletas: 1- proteina LIC10793, 2-
proteina LIC10191, 3 a 6 extratos 3- SLLIC10191 LIC10793, 4- SLLIC10793, 5-
SLLIC10191 e 6- SL vazia. A) SDS PAGE corado com comassie, B) membrana corada
com Ponceau e C) membrana incubada com anticorpo anti-6xHis (dilui¢do 1:10000).
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Figura 32 - Analise da expressdo das proteinas recombinantes LIC10191 e LIC11352 (Lip32) em
salmonela SL3261 por western blot. A) SDS PAGE com amostras de extrato total de
proteinas, fragdo soluvel e insoluvel, de diferentes clones de salmonela carregando
plasmideo hibrido induzidos. B) membrana corada com ponceau e revelada apos a
incuba¢ao com soro de camundongos imunizados com a proteina Lip32. C) membrana
corada com ponceau e revelada apos a incubagdo com soro de camundongos imunizados
com a proteina LIC10191. M- marcador de massa molecular. C- controle salmonela
vazia; canaletas: 1- proteinas LIC10191 e Lip32 purificadas, 2 a 8- amostras dos
diferentes clones induzidos.
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4.5 Purificacio das proteinas recombinantes

As proteinas recombinantes foram expressas em clones de E. coli BI21(DE3)
StarpLysS e purificadas por IMAC.

As proteinas LIC10191 e LIC10793 foram expressas na forma solivel e foram
purificadas a partir dos sobrenadantes dos extratos bacterianos. A eluigdo das proteinas foi
feita com solugdo de eluicao (tampao Tris HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 150 mM) com diferentes
concentracdoes de imidazol. A proteina LIC10191 foi eluida com 150 mM Imidazol e a
LIC10793 foi eluida com 250 mM de Imidazol (Figura 33).

A proteina LIC10191 recombinante purificada no laboratério se mostrou soluvel e
estavel, nao precipitando quando armazenada a 4 °C ou em TA. A andlise da estrutura
secundaria por dicroismo circular (DC) indicou que proteina tem o hélice como estrutura
predominante, em comparacdo com as curvas indicadas nos estudos de Kelly et al. (2005) A
variagdo de temperatura no ensaios de DC indicou a desnaturagdo da proteina em torno de 50
°C. Elevando a temperatura até 80 °C e entdo retornando para 20 °C observa-se reestruturacao
parcial da proteina (Figura 34). A solubilidade e estabilidade da proteina em diversas
temperaturas sdo caracteristicas desejaveis para uma vacina.

As proteinas LIC11227 e LIC12302 foram expressas na forma insolivel e foram
purificadas a partir da fracdo insolivel do extrato bacteriano (Figura 35). A proteina
LIC11227 foi solubilizada com uréia 8 M e se ligou fracamente a coluna. Foi eluida com o
tampao de elui¢do com uréia 8 M e baixas concentracdes de imidazol, 20 mM, 50 mM e 80
mM. A proteina LIC12302 também foi solubilizada com uréia 8 M e da coluna de IMAC com
tampao de elui¢do com uréia 8§ M e imidazol 150 mM.

As fragdes mais concentradas e menos contaminadas foram dialisadas contra PBS para
a retirada dos sais. As proteinas LIC11227 e LIC12302 precipitaram no processo de retirada
da uréia e foram utilizadas apenas em testes de western blot.

Nao foi possivel purificar a proteina LIC13101 devido a baixa expressao em E. coli.
Essa proteina possui alta massa molecular, 127 kDa, o que possivelmente se relacione com a
baixa expressao.

A proteina recombinante ankB de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni foi
incluida anteriormente em ensaio de imunizacdo e desafio realizado no laboratoério pela aluna
de mestrado Tatiana R. Fraga, no qual se utilizou um pool de sete proteinas. Nesse ensaio
houve protecdo parcial de 30% dos animais (FRAGA, 2009). Decidimos testar a resposta

imune a este antigeno quando apresentado in vivo por salmonela.
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Os clones de E. coli e salmonela com pAEsoxLIC12033 haviam sido
construidos durante o mestrado de Tatiana R. Fraga. Verificamos que a proteina AnkB era
expressa em maior quantidade no clone de salmonela do que no clone de E. coli e na forma
soluvel. Purificamos a proteina por IMAC a partir do sobrenadante dos extratos de cultivo de
salmonela induzido por PQ. A proteina foi eluida com tampao contendo 500 mM de imidazol.
Apesar da alta expressdo, a recuperagdo da proteina na purificagdo foi baixa (Figura 36). A
proteina purificada foi dialisada contra tampao PBS para imunizagdo de hamsters. Usamos

este mesmo clone de salmonela para a imunizagdo dos animais.
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Figura 33 - Analise da purificacado por IMAC das proteinas LIC10191 e LIC10793 por SDS-
PAGE. A) LIC10191 e B) LIC10793. Canaletas: 1- sobrenadante do extrato bacteriano;
2- “flow through”; 3- tampéo de reequilibrio; 4- 20 mM imidazol; 5- 50 mM imidazol; 6-
500 mM imidazol fragdo A, 7- 500 mM imidazol fragdo B e 8- padréo de albumina 1 pg.
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Figura 34 - Analise da integridade das estruturas secundarias da proteina recombinante
LIC10191 purificada. Curvas de espectrometria de luz polarizada utilizando o
espectrofotometro JASCO J-810. As temperaturas foram variadas para testar a
estabilidade da proteina. A figura da esquerda mostra as curvas padrdo para cada tipo de
estrutura.

FONTE: adaptado de KELLY et al. (2005).
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Figura 35 - Analise da purificacio por IMAC das proteinas LIC11227 e LIC12302 por SDS-
PAGE. M- marcador de massa molecular A) LIC11227. Canaletas: 1- fragdo insolavel do
extrato bacteriano solubilizado em 8 M uréia; 2- “flow through”; 3- lavagem com tampao
de equilibrio; 4- lavagem com tampao com 20 mM imidazol; 5- 50 mM imidazol; 6- 80
mM imidazol; 7- 100 mM imidazol; 8- 150 mM imidazol; 9- padrdo de albumina 1 ug. B)
LIC12302 Canaletas: 1- fracdo insoluvel do extrato bacteriano solubilizada em 8 M uréia;
2- “flow through”; 3- tampao de equilibrio; 4- 10 mM imidazol; 5- 150 mM imidazol; 6-
250 mM imidazol e 7- padrdo de albumina 1 pg.
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Figura 36 - Analise da purificacdo por IMAC da LIC12033 (ankB) por SDS-PAGE. Canaletas: 1-
sobrenadante aplicado a coluna; 2- “flow through”; 3- tampao de reequilibrio; 4- 10 mM
imidazol; 5- 20 mM imidazol; 6- 50 mM imidazol, 7- 80 mM imidazol, 8- 500mM
imidazol fragdo A, 9- 500mM imidazol fragdo B, 10- 500mM imidazol fracao C, 11-
500mM imidazol fracdo D e 12- padrdo de albumina 2 pg. M- marcador de massa
molecular.
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4.6 Reconhecimento dos antigenos purificados por anticorpos IgG e IgM do soro de
paciente de leptospirose

O reconhecimento das proteinas recombinantes por anticorpos presentes no soro de
pacientes de leptospirose indicaria que essas proteinas t€ém propriedades antigénicas, sendo
expressa pela bactéria e apresentada ao sistema imune do hospedeiro durante a infecgao.
Também indicaria que a proteina recombinante estaria retendo epitopos da proteina nativa.

Analisamos, por ensaios de western blot, o reconhecimento de quinze proteinas
recombinantes purificadas pelo soro de um paciente com leptospirose. Além das proteinas que
purificamos, testamos 11 proteinas purificadas pelas estudantes do grupo, Luana Melo Lopes
e Tatiana Rodrigues Fraga, e as proteinas Lip32 e HlyX purificadas por estudantes do Dr.
Paulo Lee Ho.

O soro do paciente de leptospirose foi colhido ao dar entrada no hospital, na fase aguda
da doenca. O soro avaliado em laboratorio de analises clinicas por teste de
imunoflourescéncia indireta determinou titulos 1:100 de anticorpos IgG e 1:1600 de
anticorpos IgM especificos contra leptospira. O valor de referéncia para o diagnostico positivo
no teste dos dois anticorpos ¢ 1:100. O isotipo IgG nao ¢ considerado um bom marcador para
diagnostico de leptospirose e ¢ raramente usado. Anticorpos IgM sdo predominantes e podem
ser detectados mesmo apds varios meses da infeccao. Além disso, a sensibilidade do teste de
IgM ¢ maior, permitindo detec¢dao de 70% dos casos em 5 dias e mais de 95% em 2 semanas.

Para o western blot as proteinas purificadas foram separadas por SDS-PAGE,
transferidas para membranas de PVDF e estas foram coradas com solugdo de Ponceau para a
verificar a transferéncia. As membranas foram tratadas como descrito em Materiais e Métodos
3.17 e expostas ao soro do paciente na diluicdo 1:100. Para deteccdo dos anticorpos ligados
usamos anticorpos anti-IgG humano conjugado com peroxidase na dilui¢ao 1:20000. Em
outra membrana foi utilizado anticorpos anti-IgM humano conjugado com peroxidase na
diluicao 1:10000. A revelacdo dos dois testes foi feita com DAB. As membranas sao
apresentadas nas Figuras 37 e 38.

As proteinas usadas no ensaio de western blot com soro de paciente de leptospirose e
suas respectivas massas moleculares estdo listadas na Tabela 2, bem como uma avaliacao da
intensidade de reconhecimento pela intensidade da banda determinada.

Observamos que as proteinas LIC11227, LIC11352 e LIC12631, foram fortemente
reconhecidas por anticorpos IgG contidos no soro de um paciente infectado por leptospira. As

proteinas LIC10191, LIC10793, LIC10325 e LIC12660 foram reconhecidas mais fracamente.
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Um dado interessante foi o forte reconhecimento da proteina LIC11227 apesar da
pouca massa de proteina na membrana. Nao houve correlagdo entre quantidade de antigeno na
membrana e reconhecimento por anticorpos, refletindo a esperada diferenca de antigenicidade
das proteinas. Nao podemos precisar porque as proteinas sdo detectadas de maneira diferente
quando as membranas sdo coradas com Ponceau, se os antigenos ndo se fixaram a membrana,

sendo sairam do gel ou se o Ponceau cora de maneira diferente cada proteina.

Tabela 3 — Proteinas recombinantes utilizadas nos testes de western blot suas massas moleculares,
intensidade do reconhecimento por anticorpos do soro de paciente de leptospirose

Massa da Reconhecimento

Gene Caracteristica da proteina proteina por anticorpos
kDa IgG IgM
LIC10191 OmpAL21 proteina associada peptideoglicano 20,3 + +
LIC10793 Antigeno de superficie 49,2 ++ ++
LIC11227 OmpL17 proteina periplasmatica conservada 28,5 +++ ++
LIC12302 O-sialoglicoproteina endopeptidase M22 38,9 - -
LIC11352 LipL32 HAP-1 30,7 ++ +++
LIC10325 HlyX-hemolisina dominios TPR 42,3 + ++
LIC12631 Sph2 - Esfingomielinase 72,2 +++ +++
LIC12659 VapB — associada a viruléncia 10,1 + +
LIC12660 VapC — associada a viruléncia 16,4 - -
LIC10508 LipL23 lipoproteina da ilha extra 22,3 X +
LIC10509 LipL22 21,9 X -
LIC10537 OmpA76 proteina periplasmatica 76,3 X +
LIC10657 SphH — Esfingomielinase H 58,3 X -
LIC11040 Sph4 - Esfingomielinase 22,8 X -
LIC12033 ankB - Dominios ankirina 21,8 X +

+: reconhecido/ -: ndo reconhecido/ X: nao realizado

Podemos observar o reconhecimento das proteinas LIC10508, LIC10537, LIC12033,
LIC12631, LIC12659, LIC11227, LIC10793, LIC10191, LIC11352 e LIC10325 pelos
anticorpos IgM presentes no soro de um paciente infectado por leptospira. As proteinas
LIC10509, LIC10657, LIC11040, LIC12660 e LIC12302 nao foram reconhecidas. A proteina
LIC12631 (Sph2) sofreu degradacdo apds a purificacdo, como pode ser visto no gel corado
com comassie € no reconhecimento pelo soro, gerando varias bandas e determinando um

arraste na membrana revelada. O reconhecimento das proteinas pelo soro de um paciente
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infectado por leptospira indica que estas proteinas sdo antigénicas, ou seja, sao expressas pela
bactéria durante a infeccdo. A andlise das massas de proteina transferida para a membrana e a
intensidade das bandas apds a revelagdo mostra que algumas proteinas foram melhores
reconhecidas por anticorpos IgM sugerindo que estes sdo mais abundantes durante a infecgao.
As proteinas reconhecidas fortemente pelos anticorpos IgM de um paciente infectado seriam
bons candidatos a testes de diagnostico. A Tabela 3 mostra o reconhecimento das proteinas no

soro de um paciente de leptospirose.
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Figura 37 - Reconhecimento das proteinas recombinantes por anticorpos IgG do soro de um
paciente de leptospirose. A) SDS-PAGE corado com comassie-blue; B) membrana corada
com ponceau apoés a transferéncia das proteinas e C) membrana exposta aos anticorpos e
revelada com DAB. Canaletas: 1- LIC12631 (Sph); 2- LIC12660 (VapC); 3- LIC12659
(VapB); 4- LIC10191 (Loa22); 5- LIC10793 (Lp49); 6- LIC12302; 7- LIC 11227, 8-
LIC11352 (Lip32) e 9- LIC10325 (HlyX). M- marcador de massa molecular.
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Figura 38 - Reconhecimento das proteinas recombinantes por anticorpos IgM do soro de um
paciente de leptospirose. A) SDS-PAGE corado com comassie-blue; B) membrana
corada com ponceau apos a transferéncia das proteinas e C) membrana exposta ao soro ¢ a
anticospos anti-IgM, revelada com DAB. Canaletas: 1- LIC10508 (LipL23); 2- LIC10509
(LipL22); 3- LIC10537 (OmpA76); 4- LIC10657 (SphH); 5- LIC11040 (Sph4); 6-
LIC12033 ; 7- LIC12631 (Sph); 8- LIC12659 (VapB); 9- LIC12660 (VapC); 10-
LIC11227; 11- LIC12302; 12- LIC10793 (Lp49); 13- LIC10191 (Loa22); 14- LIC11352
(Lip32) e 15- LIC10325 (HlyX). M- marcador de massa molecular.



4.7 Persisténcia das salmonelas no hospedeiro, toxicidade a apresentacio de antigenos

Testes feitos anteriormente no laboratorio, de imunizagdo de camundongos com
salmonelas vacinais recombinantes mostraram que ha persisténcia das salmonelas no bago e
linfonodos dos animais por ao menos quinze dias apds as imunizag¢des. Segundo Tomita
(2005), apos quinze dias da inoculagio de 3x10’ bactérias via intraperitoneal, houve
recuperacio de aproximadamente 7x10* bactérias no baco dois dias apés inoculacdo e
recuperagao de 5x107 bactérias no baco dos animais 14 dias apo6s inoculagdo. Esses ensaios
mostraram também que houve expressdo da proteina heterdloga, o fragmento C de toxina
tetanica (FC), in vivo, uma vez que ap6s a imunizagdo de camundongos com a salmonelas-FC,
a despeito do baixo titulo de IgG anti-toxoide tetanico, os animais sobreviveram ao desafio
com a toxina, indicando que ocorreu resposta humoral suficientes para neutraliza¢do da toxina
(ndo descartando a possibilidade de que outros componentes de resposta imune tivessem sido
induzidos). Os titulos de IgG anti-antigenos apresentados por salmonelas sdo sempre mais
baixos em comparagdo com a imunizagio com proteinas purificadas. E descrito na literatura
que a resposta imune a antigenos apresentados por salmonelas vivas ¢ mais complexa, com
componentes humoral, celular e de mucosa (HOISETH e STOCKER, 1981).

Em nossos ensaios de imuniza¢do de camundongos observamos morte dos animais em
alguns grupos. Por isso decidimos analisar alguns aspectos da imuniza¢do com salmonelas,
reproduzindo a avaliacdo da persisténcia das bactérias in vivo e possiveis efeitos toxicos do
microrganismo em funcdo da dose administrada. Houve necessidade de precisar a dose de
salmonelas vazias, para avaliar possiveis efeitos tdxicos dos antigenos apresentados.
Elaboramos uma curva de dose de salmonela em camundongos usando a linhagem vacinal
SL3261 com o vetor pAEsox (sem inserto). Foram imunizados 4 grupos experimentais com 5
camundongos por grupo, recebendo diferentes doses da salmonela. Considerando que uma
cultura de salmonelas com DOggonm 0,5 tem 10® células por ml, foram administradas as doses
108, 5x107, 3x107, e 10’ UFC em 200 ul por via intraperitoneal. Os animais que receberam a
maior dose ¢ um animal da segunda maior dose morreram antes dos 12 dias. Observamos
efeitos adversos, como febre, pélo arrepiado, diarréia e pouca mobilidade, nos animais de
todos os grupos, proporcional a dose administrada. Apds 12 dias da inoculagdo, dois animais
de cada grupo foram sacrificados e os bacos macerados em homogeneizadores de vidro
contendo 1 ml de solugdo salina estéril. Plaqueamos 100 pul dos extratos dos bagos macerados

e 100ul de uma diluicdo 1:10 em placas 2YT-dgar contendo ampicilina. As placas foram
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incubadas a 37 °C por 16 horas para o crescimento das coldnias. O resultado das contagens

das coldnias est4 apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 — Doses de salmonela administradas nos camundongos, sobrevivéncia e recuperagdo das
bactérias do bago ap6s 12 dias da inoculagdo.

Numero UFC recuperadas

Dose de Sobrevivéncia apds 12
, . . . ~ no baco (por ml de
bactérias/250 pl dias da inoculagio macerado)
10° 0/5 -
5x10’ 4/5 Muitas
3x10’ 5/5 2450
107 5/5 1170

Os resultados deste ensaio indicam que as salmonelas persistem no hospedeiro por ao
menos 12 dias. As salmonelas atenuadas ndo devem colonizar ou se multiplicar no hospedeiro
devido a indisponibilidade de aminoacidos aromaticos e a sua deficiéncia em sintetiza-los, por
isso € esperado o decaimento no nimero de UFCs e a recuperacdo ¢ proporcional a dose
administrada. Ensaios anteriores do grupo mostraram um maximo de recuperacdo de
salmonelas no baco dois dias apds a administracdo e 10 % persistiam 14 dias depois. O
resultado deste ensaio foi utilizado na determinac¢do da dose a ser administradas em nossos
ensaios de imunizagdo, 3x10’ bactérias por via intraperitoneal. Este ensaio também ¢é
importante para avaliar possivel variagdo da toxicidade da salmonela quando expressando

antigenos de leptospira.

4.8 Ensaios de imunizacio em camundongos para obtencio de soros contra as proteinas

recombinantes e avaliacao da imunizacao com salmonelas recombinantes.

4.8.1 Imunizagdo de camundongos com as proteinas LIC10191 e LIC10793 e as salmonelas
SLLIC10191 e SLLIC10793 via ip, in e vo.

Para obtencdo de soros reativos, camundongos foram imunizados com as proteinas
recombinantes purificadas LIC10191 e LIC10793. Paralelamente foram feitos testes iniciais
de imunizacdo com salmonelas recombinantes, SLLIC10191 e SLLIC10793, para verificar a

expressdo das proteinas in vivo. Os objetivos desse ensaio eram a obtencdo de soros com
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anticorpos contra as proteinas em estudo, verificar a inducdo de anticorpos especificos pelas
salmonelas recombinantes e também observar possiveis efeitos adversos da salmonela vacinal
carregando os antigenos. Neste ensaio testamos a administracdo da salmonela recombinante
por trés vias distintas, intraperitoneal (ip), intranasal (in) e via oral (vo). As doses de

imunizacdo com salmonelas ou proteinas purificadas estdo na Tabela 5.

Tabela 5 — Grupos de camundongos imunizados para obtengdo de anticorpos ¢ analise da resposta a
salmonelas recombinantes.

Grupo Imunégeno VA de ~ Dose / animal
imunizacgio
1 Salina p -
2 SL3261 vazia ip 3x107 bactérias
3 proteina LIC10191 ip S5ug
4 proteina LIC10793 ip S5ug
5 SLLIC10191 ip 3x10” bactérias
6 SLLIC10191 Vo 3x10° bactérias
7 SLLIC10191 in 1,8x10° bactérias
8 SLLIC10793 ip 3x107 bactérias
9 SLLIC10793 Vo 3x10° bactérias
10 SLLIC10793 in 1,8x10° bactérias

4.8.1.1 Determinacao de anticorpos IgG no soro dos camundongos imunizados, por

ELISA

Os animais foram imunizados com quatro doses de antigenos em intervalos de quinze
dias. Sangue dos animais foi coletado dois dias antes de cada imunizag@o e quinze dias apos a
ultima imunizagdo para andlise da presenca de anticorpos por ELISA (Figuras 39 e 40).

Os objetivos dos ensaios de imunizacdo de camundongos eram obter soros com
anticorpos contra as proteinas em estudo, verificar a indugdo de anticorpos contra antigenos
especificos apresentados por salmonelas recombinantes e também observar possiveis efeitos
adversos das salmonelas vacinais.

Os resultados do ELISA (Figura 39) mostram que a proteina LIC10191 purificada
induziu resposta imune importante, atingindo titulos de mais de 1.000.000. Foi possivel
observar que o titulo subiu ap6s cada dose e que a primeira dose ja definiu boa resposta.

As curvas de ELISA indicam que houve uma tenue resposta de anticorpos especificos
apo6s duas inoculagdes com salmonela por via nasal e intraperitoneal.

Os gréficos de ELISA com soros anti LIC10793 (Figura 40 A, B, C e D) indicam que

a proteina recombinante purificada induziu resposta imune atingindo titulo da ordem de
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100.000. A imuniza¢do com SLLIC10793 induziu resposta atingindo titulos de 10.000. Um
dado interessante, diferente do que temos observado, foi a obtencdo de maior resposta na
administracao da salmonela por via oral do que por via intranasal. A proteina LIC10191
apresentou-se mais imunogénica que a LIC10793 como proteina purificada, ao contrario do
observado com a apresentacdo dos antigenos pelas salmonelas recombinantes, quando
SLLIC10191 apresentou menor resposta. A imunizacdo com a SLLICI0191 via
intraperitoneal gerou um pouco mais de anticorpos do que as outras vias testadas. As
primeiras imunizacdes com salmonelas parecem mais efetivas que as subseqiientes, sugerindo
que a resposta imune induzida contra a salmonela na primeira dose possa afetar a persisténcia

da bactéria nas doses subsequentes.
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Figura 39 - Analise de IgG anti-LIC10191 no soro de camundongos imunizados. Os soros foram preparados a partir das sangrias realizadas quinze dias
apos cada das 4 imunizagdes (S1, S2, S3 e S4) com A — a proteina purificada (via intraperitoneal), B, C ¢ D — animais imunizados com
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Figura 40 — Analise de IgG anti-LIC10793 no soro de camundongos imunizados. Os soros foram preparados a partir das sangrias realizadas quinze dias
apods cada das 4 imunizagdes (S1, S2, S3 e S4) com: A — proteina purificada LIC10793 (via intraperitoneal), B, C ¢ D — animais imunizados com
SLLIC10793, B- por via intraperitoneal, C — por via intranasal, ¢ D — por via oral.
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4.8.1.2 Avaliacao do reconhecimento dos antigenos por anticorpos especificos dos soros

de camundongos imunizados, por western blot

Os soros dos camundongos imunizados foram testados quanto ao reconhecimento das
proteinas recombinantes por ensaio de western blot (Figura 41). Observamos que as proteinas
purificadas sao fortemente reconhecidas pelo soro dos animais imunizados com as mesmas.

A proteina LIC10191 também foi reconhecida pelo soro dos animais imunizados com
a SLLIC10191 pelas vias intraperitoneal, intranasal e oral (Figuras 41E, 41F ¢ 41G). O
reconhecimento determina bandas ténues no Western blot, um resultado esperado
considerando os baixos titulos de IgG observados nos ELISAs. Esses dados indicam que a
proteina foi expressa in vivo pela salmonela apds administragdo pelas vias intraperitoneal, oral
e intranasal.

A proteina LIC10793 foi reconhecida pelo soro dos animais imunizados via
intraperitoneal com a SLLIC10793, porém ndo foi reconhecida pelo soro dos animais apds
administracdo da salmonela por via oral e intranasal (Figura 41I), embora os ELISAs
indicassem titulos mais elevados em comparacdo com a imunizacdo com a SLLIC10191.
Como pode ser observado nas membranas coradas com Ponceau, hd baixa quantidade da
proteina LIC10793 transferida (ou fixada) para a membrana, dificultando a detec¢do do
reconhecimento por anticorpos induzidos por SLLIC10793, mas suficiente para o
reconhecimento pelo soro dos animais imunizados com a proteina purificada. A Tabela 6

resume o resultado obtido nos testes de western blot.

Tabela 6 — Intensidade relativa das bandas de reconhecimento de IgG contra as proteinas LIC10191 e
LIC10793 purificadas. Avaliacdo dos resultados da Figura 41.

Grupo Sor? dos grupos de . via. de i Reconhecimento de anticorpos IgG
imunizacio imunizacio LIC10191 LIC0793

1 Salina ip - -

2 SL3261 vazia ip - -

3 proteina LIC10191 ip +++ X

4 proteina LIC10793 ip X ++

5 SLLIC10191 ip ++ X

6 SLLIC10191 VO + X

7 SLLIC10191 in + X

8 SLLIC10793 ip X +

9 SLLIC10793 VO X -
10 SLLIC10793 in X -

+: reconheceu/ -: ndo reconheceu/ X: ndo realizado
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Figura 41 - Analise de anticorpos especificos nos soros de camundongos imunizados com as proteinas LIC10191 e LIC10793 ou com as salmonelas
SLLIC10191 e SLLIC10793, por western blot. M — marcador de massa molecular, canaletas: 1 — LIC10191 purificada e 2- LIC10793
purificada. Em cada quadro B até I apresentamos as membranas coradas com Ponceau apés a transferéncia das proteinas e as membranas
reveladas com DAB apds a incubagdo com os soros de animais imunizados com 3 doses dos imunogenos indicados.
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4.8.2 Ensaio de imunizagcdo de camundongos com as salmonelas carregando vetores

hibridos

Considerando a toxicidade das salmonelas e a quantidade limitada que poderiamos
utilizar para imunizac¢des, desenvolvemos um vetor hibrido para construcdo de salmonelas
capazes de expressar dois antigenos simultaneamente. As salmonelas recombinantes com os
plasmideos hibridos foram usadas na imunizacao de camundongos para andlise de indugao de
anticorpos. Grupos de 5 animais foram imunizados com 3 doses em intervalos de 15 dias. Os
animais que receberam duas doses de salmonela recombinante receberam a tltima dose com
proteina purificada. O objetvo era observar um possivel efeito “booster” confirmando a
apresentacao dos antigenos por salmonela. Os grupos controle salina e controle salmonela
receberam uma dose de proteina LIC10191 na ultima imunizag¢ao para compararmos os titulos
induzidos por uma imunizagdo com proteina com os titulos induzidos por duas doses de
salmonela recombinante mais uma dose de proteina.

A Tabela 7 apresenta o protocolo de imunizagdes.

Tabela 7 — Grupos de imunizagdo e doses administradas em ensaio de imunizagdo com salmonela com
vetores hibridos.

Grupo de imunizacio 1° dose 2° dose 3° dose
1. controle salina - - S5ug
2. controle SL3261 3x10” bactérias 3x10’ bactérias 5ug
3.SLLIC10191_LIC10793 3x10” bactérias ¥ -k
4. SLLIC10191_10537 3x10” bactérias 3x10” bactérias 5 ug de cada prot
5.SLLIC10191 3x10” bactérias 3x107 bactérias 5ug
6. SLLIC10793 3x10” bactérias 3x107 bactérias 5ug
7. SLLIC10537 3x10” bactérias 3x107 bactérias 5ug
8. proteina LIC10191 5ug Sug S5ug
9. proteina LIC10793 5ug Sug S5ug
10. proteina LIC10537 5ug Sug S5ug
11. proteinas LICI0I91 e 5 pg de cada prot. 5 ug de cada prot. 5 pg de cada prot.
LIC10793
12. proteinas LICIOI1 e 5 pg de cada prot. 5 pg de cada prot. 5 pg de cada prot.
LIC10793

*QOs animais deste grupo morreram até dez dias apds a primeira dose
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4.8.2.1 Determinacido de anticorpos IgG no soro dos camundongos imunizados, por

ELISA

O sangue dos animais foi coletado 15 dias apos as 2° e 3° doses e o soro separado para
andlise de anticorpos por ELISA e western blot. A Figura 42 mostra as analise de anticorpos
anti-LIC10191 no soro dos animais imunizados com salmonela recombinante carregando o
vetor hibrido pAEsoxLIC10191 10537 e com as proteinas purificadas.

As proteinas purificadas geraram mais anticorpos IgG anti-LIC10191 do que as
salmonelas, como esperado (Figura 42). Podemos observar que duas doses de proteina
LIC10191 purificada sdo suficientes para gerar altos titulos de IgG, a terceira dose ndo elevou
o titulo de IgG em comparagdo com a segunda dose. Nos grupos que receberam duas
proteinas simultaneamente, LIC10191 e LIC10793 ou LIC10191 e LIC10537, observamos
um leve aumento de IgG anti-LIC10191 ap0s a terceira dose de proteina.

Podemos observar que os titulos de IgG anti-LIC10191 induzidos pela salmonela
recombinante sdo baixos, mas promoveram o efeito “booster” quando a ultima dose foi
proteina purificada, confirmando a apresentagdo do antigeno pelas salmonelas (Figura 42).
Interessante notar que, com duas doses, a salmonela carregando o vetor hibrido
pAEsoxLIC10191 LIC10537 gerou mais IgG anti-LIC10191 do que a salmonela carregando
o antigeno sozinho. A Figura 42 mostra que duas doses de proteinas purificadas promove
maior resposta de IgG do que as duas doses com salmonela mais o “booster” de proteina.

Nao medimos neste trabalho indicios de resposta imune celular como citocinas ou
isotipos IgG2a contra os antigenos apresentados na imunizagdo com salmonela, porém ¢
esperado que a resposta imune seja mais completa, uma vez que ¢ reportado na literatura a

capacidade da salmonela de induzir resposta humoral, celular e secretoria.
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IgG anti-LIC10191 no soro dos camundongos imunizados com proteina
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Figura 42 - IgG anti-LIC10191 no soro dos camundongos imunizados com proteinas purificadas e com salmonelas recombinantes SLLIC10191,
SLLIC10191_LIC10537. S1 Sangria quinze dias apés segunda dose e S2, quinze dias apés terceira dose. Todos os grupos receberam 5 pg de
proteina purificada na Gltima imunizagdo. As placas foram sensibilizadas com 500 ng da proteina LIC10191 por pogo. A dilui¢do inicial dos
soros foi 1:50 ou 1:1000. Nos graficos de titulos obtidos a partir das curvas de ELISA, as barras solidas e as barras hachuradas correspondem a
S1 e S2, respectivamente.
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4.8.2.2 Avaliacao do reconhecimento dos antigenos por anticorpos especificos dos soros

dos animais imunizados., por western blot

Os soros dos animais imunizados com SLLIC10191 ou SLLIC10793 foram utilizados
para confirmar a expressao in vivo das proteinas. Podemos observar nas Figuras 43A e 43D
uma banda ténue de reconhecimento das proteinas LIC10191 e LIC10793 pelo soro dos
animais imunizados com duas doses de SLLIC10191 ou SLLIC10793. O reconhecimento das
proteinas pelo soro aumenta apds a administragao de uma dose de proteina purificada (Figuras
43B e 43E).

Todos os animais do grupo SLLIC10191 LIC10793 morreram apds a primeira dose,
ndo soubemos determinar se houve o aumento da toxicidade da salmonela quando
expressando dois antigenos e ndo detectamos contaminantes na cultura utilizada na
imunizacao. Para verificar a expressdo das duas proteinas in vivo, realizamos um novo ensaio
com apenas um grupo de camundongos imunizados com SLLICI0191 LIC10793.
Administramos trés doses de salmonela carregando o vetor hibrido, com intervalo de 15 dias e
fizemos uma sangria ap6s a terceira dose. Na Figura 43C podemos observar que as proteinas
purificadas foram reconhecidas pelo soro dos camundongos imunizados com

SLLIC10191 LIC10793 confirmando a expressdo das proteinas in vivo.
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Figura 43 — Analise por western blot, do soro de camundongos imunizados com SLLIC10191 LIC10793, SLLIC10191 e SLLIC10793. Em A), B), D)
e E) soro dos animais imunizados com duas doses de salmonela e uma terceira dose de proteina purificada. Em C) soro de animais imunizados
com trés doses de SLLIC10191 LIC10793. Canaletas: 1- LIC10191 e 2- LIC10793. M- marcador de massa molécula.
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4.9 Imunizacio de hamster para avaliar imuno protecio em ensaios de desafio com

leptospiras virulentas

4.9.1 Primeiro ensaio de imunizagdo de hamsters e desafio com Leptospira interrogans

sorovar Pomona

Realizamos experimento de imunizagdo de hamsters com proteinas recombinantes
purificadas ou com salmonelas recombinantes para expressdao dos antigenos in vivo. Os
animais receberam 3 doses dos imundgenos em intervalos de 15 dias. Os grupos de

imunizacao e doses utilizadas estdo descritos na Tabela 8.

Tabela 8 — Grupos de imunizagdo de hamsters e doses administradas via intraperitoneal.

Grupos de imunizacio / via intraperitoneal Dose
1. controle salina 250 ul
2. controle vacina comercial Pfizer Diluigdo 1:800/ 250 ul
3. proteinas LIC10793, LIC12631 ¢ LIC12659 5 ng de cada proteina/ 250 pl
4. proteina LIC10191 5 ug/ 250ul
5. controle SL3261 - vazia 5x107 bactérias/ 250 pl
6. SLLIC10191 5x107 bactérias/ 250 pl

Quinze dias apos a ultima imunizacdo os animais foram desafiados com Leptospira
interrogans sorovar Pomona virulenta para avaliar a capacidade dos antigenos em induzir
imuno protecao.

No protocolo de desafio utilizamos macerado de figado de hamsters que haviam sido
infectados experimentalmente cinco a sete dias antes do dia do desafio. Para calcular a
quantidade de bactérias a ser utilizada no desafio considerou-se a contagem das leptospiras
em microscopio de campo escuro da diluicio 107, do macerado de figado. A contagem de
cinco campos resultou em 58 bactérias. O calculo do nimero de bactérias na suspensdo de
macerado, considerando as diluicdes e o volume de amostra na ldmina de contagem, foi
5,8x10® lept/mL.

Para ensaio de desafio os animais foram inoculados com 200 ul da dilui¢io 10 do
macerado de figado, correspondendo a 116 Leptospira interrogans sorovar Pomona, por

animal. Em paralelo, foi feita uma curva de dose com grupos de animais inoculados com as
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dilui¢des 10™ a 10™"!. O numero de animais sobreviventes ao longo de 21 dias foi registrado

Figura 44.
Frequéncia de mortes relativa a dose de desafio com
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Figura 44 - Curva de freqiiéncia de mortes dos hamsters inoculados com diferentes doses de
Leptospira interrogans sorovar Pomona durante 21 dias apés o indculo. As doses
estdo referidas na figura como diluigdes do extrato do macerado do bago de um hamster
infectado experimentalemente. Os animais foram observados durante 21 dias apds o
inoculo.

O rim dos animais que sobreviveram foram extraidos para analise da presenga de
leptospiras. Apenas o animal do grupo da diluigdo 10 teve resultado positivo no cultivo,
enquanto os sobreviventes dos grupos de dilui¢do 107° ¢ 10" tiveram resultado negativo. As
curvas apresentadas mostram que a porcentagem de sobrevivéncia estd diretamente
relacionada com a dose administrada. Podemos observar certo atraso na frequéncia de mortes
nos grupos que receberam doses menores de leptospiras, mostrando que nesse periodo de
incubagdo a infec¢do se agrava antes do desenvolvimento de imunidade.

Neste experimento, segundo a contagem das bactérias em lamina, os animais foram
desafiados com 116 bactérias na diluigdo 10, porém observamos morte mesmo entre os
animais inoculados com dilui¢do 10", Isso indica que na dilui¢do 10! havia ao menos uma
bactéria virulenta, e entdo na diluigao 10 deveria ter cerca de 10° bactérias, ou seja, 1000
vezes mais bactérias que o calculado. De acordo com as curvas de freqiiéncia de morte,

podemos considerar DLs, corresponderia aproximadamente & dilui¢do 10", calculada pelo
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método de Reed e Muench (1938), que utiliza freqiiéncia acumulada de morte e sobrevivéncia
(Anexo A).

A Figura 45 e a Tabela 9 mostram os resultados do ensaio de desafio com os
animais imunizados. Observa-se que houve sobrevivéncia de um animal no grupo controle
salina e outro no grupo controle salmonela sem plasmideo, assim como no grupo imunizado
com a proteina LIC10191 purificada e no grupo “pool” de trés proteinas, indicando que esses
antigenos nao induziram efeito imune protetor no desafio com L. interrogans sorovar
Pomona. No grupo imunizado com SLLIC10191 obtivemos melhor resultado de protegao,

com quatro animais sobreviventes ao final dos 21 dias, e ainda um animal sobrevivente até o

vigésimo dia.

Frequéncia de morte dos hamsters imunizados e desafiados com
leptospira interrogans sorovar Pomona
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Figura 45 - Frequéncia de mortes dos hamsters imunizados com proteinas e salmonela
recombinantes e desafio com Leptospira interrogans sorovar Pomona. Os animais
foram observados durante 21 dias.
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Tabela 9 — Sobrevivéncia de hamsters imunizados ao desafio com leptospiras. Resultado do teste de
isolamento de leptospiras dos rins dos animais sobreviventes.

Sobreviventes (%) Isolados
Grupos e condi¢coes de imunizacio
total de animais positivos
1. Controle salina 1/9 (11) 0/1
2. Controle vacina comercial veterinaria 10/10 (100) 0/10
3. Controle SL3261 vazia - 5x10 bactérias 1/8 (12,5) 0/1
4. Proteina LIC10191 — 5 pg 1/10 (10) 0/1
5. “pool” de 3 proteinas LIC10793, LIC12631 ¢
1/7 (14) 0/1

LIC12659 - 5 ng de cada proteina
6. SLLIC10191 - 5x10 bactérias 4/9 (44,5) 1/4

Os dados de sobrevivéncia sugerem que houve uma interferéncia interessante da
salmonela apresentando o antigeno. Entre os animais que sobreviveram desse grupo, um teve
resultado positivo no cultivo de leptospiras do macerado do rim, enquanto os animais
sobreviventes dos grupos imunizados com proteinas tiveram resultados de cultivo negativos,
Hé que se considerar que a aparéncia dos rins isolados estava alterada em relagdo a rins
normais, € ainda que os animais sobreviventes estavam doentes. Entretanto, o resultado de

sobrevivéncia ¢ significativo.

4.9.1.1 Determinacao de anticorpos IgG no soro dos animais imunizados, por ELISA.

Soros dos hamster imunizados foram coletados 8 dias ap6s a ultima imunizacao (S1) e
22 dias depois do desafio, dos animais sobreviventes (S2). Os soros foram utilizados em
ELISAs para dosagem de anticorpos especificos contra as proteinas recombinantes. O soro de
cada animal foi preparado individualmente e a concentragdo de IgG por animal pode ser
comparado antes e apos o desafio, no caso dos animais sobreviventes.

Os graficos de ELISA mostram a presenca de IgG anti LIC10191 nos soros dos
animais imunizados com a proteina purificada e com as salmonelas recombinantes (Figura
46). Os soros dos animais desse grupo apresentaram titulos relativamente baixos de anticorpos
apOs as imunizagdes, entretanto esses titulos aumentam apds a infeccdo por leptospira,
especialmente nos animais imunizados com SLLIC10191. Note-se que o grupo vacinado nao
apresentou os anticorpos especificos, sugerindo que o antigeno ¢ exposto quando a leptospira

prolifera no hospedeiro.
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Figura 46 - IgG anti-LIC10191 nos soros dos hamsters imunizados com proteina LIC10191 ou com salmonela SLLIC10191. Os titulos (direita) foram

obtidos com os dados das curvas de ELISA (esquerda). S1 — sangria antes do desafio (barras solidas) e S2 — sangria ap6s o desafio (barras
pontilhadas).
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Observando as curvas na Figura 46 nota-se que apos infec¢do com leptospira ocorre
aumento de anticorpos reconhecendo a proteina LIC10191 (linhas tracejadas), quer os animais
tenham sido previamente imunizados com essa proteina ou nao.

Devemos considerar a possibilidade do reconhecimento de proteinas contaminantes de
E. coli na preparagdo de proteina purificada usada na sensibilizacdo das placas. Tais
contaminantes poderiam ser proteinas semelhantes as de leptospira e salmonela, as quais
também estariam induzindo anticorpos e aumentariam a detec¢do no ELISA.

O soro dos animais imunizados com a vacina comercial ndo reconhece a proteina
LIC10191, indicando que esta proteina ndo estd presente na preparacdo vacinal. Entretanto,
houve inducdo de IgG anti-LIC10191 no animal 6 sobrevivente do grupo controle
salina/Alhydrogel, indicando que a proteina ¢ apresentada ao sistema imune durante a
infecgdo pela bactéria.

Infecgdo por leptospira pode levar o animal a um quadro de septissemia que resultaria
em aumento de anticorpos contra proteinas de outras bactérias.

Sabemos que os resultados de ELISA podem somar reconhecimento dos soros pelas
proteinas contaminantes de E. coli. A especificidade de reconhecimento por anti-LIC10191
sera avaliada nos ensaios de western blot.

Estudos indicam que a LIC10191 (Loa22) ¢ essencial para a viruléncia da bactéria
durante a infeccdo (RISTOW et al., 2007). Bactérias L. interrogans sorovar Lai com o gene
de Loa22 deletado foram inoculadas em cobaias e esses animais ndo mostraram sinais da
doenca até 21 dias apds a injecao.

O soro dos animais imunizados com trés doses de SLLICI0191 mostrou baixo
reconhecimento pela proteina recombinante por ELISA (Figura 46). Apesar disso, quatro
animais, em um grupo de nove, sobreviveram & infeccdo (44,5%). Essa sobrevivéncia ¢
bastante significativa nos nossos ensaios. Além disso, em apenas um animal sobrevivente foi
possivel isolar leptospiras do macerado do rim, sugerindo que a imunizacao foi capaz também
de impedir a colonizacdo dos tecidos pela bactéria. O baixo titulo de IgG anti-LIC10191 nos
soros dos animais sobreviventes em comparacdo com os titulos induzidos por imunizacao
com a proteina purificada sugere que outros componentes do sistema imune podem estar
relacionados com a protegao.

Para verificar a resposta imune em hamsters, avaliamos, por ELISA, a presenca de
anticorpos anti-LIC10793 nos soros dos animais imunizados com um “pool” de trés proteinas,

LIC10793, LIC12631 e LIC12659 (Figura 47).
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IgG anti-LIC10793 no soro dos hamsters imunizados antes (S1) e Titulos IgG anti-LIC10793 nos soros dos hamsters antes ou depois
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Figura 47 - Anticorpos IgG anti-LIC10793 no soro dos hamsters imunizados com o “pool” de trés proteinas LIC10793, LIC12631 e LIC10659. A
placa foi sensibilizada com 500 ng da proteina LIC10793 por pogo. S1 sangria antes do desafio, sangue coletado 8 dias apos a terceira
imunizagao; S2 sangria dos animais que sobreviveram 22 dias ap6s o desafio, animal 6 do grupo salina e animal 10 do grupo “pool” de 3
proteinas, alem do grupo vacinado com todos os animais sobreviventes. B- Titulos de IgG anti-LIC10793 definidos pelo ELISA.
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A proteina LIC10793 mostrou maior imunogenicidade que a LIC10191. Apesar de
mais altos titulos, ndo observamos protecdo, sendo que apenas um animal, entre sete,
sobreviveu & infec¢ao no grupo imunizado com o “pool” de proteinas.

Segundo Neves et al. (2007), a proteina LIC10793 ¢ conservada entre muitos
sorovares de L. interrogans (Copenhageni, Icterohaemorrageae, Canicola, Hardjo e Pomona)
e poderia ser utilizada em testes de diagnostico para humanos e animais.

Note-se que apos infecgdo por leptospira o titulo de anticorpo anti-LIC10191
aumentou nos animais sobreviventes, enquanto diminuiu o anti-LIC10793 no grupo
imunizado com a proteina LIC10793. Certamente esse dado ¢ tomado com restrigdes uma vez
que se refere a um uUnico animal sobrevivente. Qualquer conclusdo em relagdo a essas
observagoes deve considerar que hd um balanco de produgao e consumo de anticorpos durante
infeccdo, e que a cinética de desaparecimento dos anticorpos apds retirada do estimulo pode
ser uma resposta complexa.

As curvas de dose de leptospira nos ensaios de desafio sdo sempre feitas em paralelo
com o proprio ensaio, usando a mesma preparagao de bactérias. A experiéncia do grupo do
Prof. Silvio Vasconcellos permite adequar a dose no desafio com o sorovar Pomona, porém o
ensaio apresenta variabilidade intrinseca, indicada por morte de animais em grupo com menor
dose e sobrevivéncia de animais em grupos com maior dose. Portanto, os ensaios de prote¢ao
devem sempre ser repetidos para confirmagao.

A despeito da necessidade de confirmagdo por repeticdo dos ensaios de desafio, os
ensaios com salmonelas com dados de colegas do laboratério tem se mostrado bastante
interessantes, uma vez que mesmo apresentando baixos titulos de anticorpos, determinam

protecdo ainda que parcial.

4.9.1.2 Avaliacao do reconhecimento dos antigenos por anticorpos especificos dos soros

dos animais imunizados por western blot

Os soros dos hamsters imunizados foram usados em ensaios de Western Blot para
verificar o reconhecimento dos anticorpos sobre as proteinas LIC10191 e LIC10793. A Figura
48 A mostra o perfil das proteinas em SDS-PAGE e, depois da transferéncia para membranas,
o perfil de reconhecimento das proteinas por diversos soros. Como controles foram usados os
soros de animais que receberam somente salina/Alhydrogel ou controle salmonela. Também

foi usado soro dos animais vacinados com a vacina comercial, soro dos animais imunizados
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com as proteinas purificadas LIC10191 e LIC10793 e com as salmonelas recombinantes

apresentando esses mesmos antigenos. Por fim também foram usados soros dos animais

desses mesmos grupos de imunizagdo que sobreviveram ao desafio. Todos os soros foram

introduzidos na diluicdo 1:1000. O segundo anticorpo utilizado foi anti-IgG de hamster

conjugado com peroxidase feito em cabra (KPL). A Tabela 10 resume os resultados obtidos

nos ensaios de wetern blot.

Tabela 10 — Intensidade relativa do reconhecimento de LIC10191 e LIC10793 por IgG especificos no
soro dos animais imunizados antes e depois do desafio. Avaliagdo das Figuras 48 ¢ 49.

Reconhecimento de anticorpos IgG

LIC10191 LIC10793
Grupos e condi¢coes de imunizacio
Antesdo Apdéso  Antes do Apos o
desafio desafio desafio desafio
1. Controle salina - ND - ND
2. Controle vacina comercial veterinaria - + - -
3. Controle SL3261 vazia - 5x10 bactérias - - - +
4. Proteina LIC10191 - 5 pg + ND X
5. “pool” de 3 proteinas LIC10793, LIC12631
X X +++ +++
e LIC12659 - 5 pg de cada proteina
6. SLLIC10191 - 5x10 bactérias + ++ X X

+: reconheceu/ -: ndo reconheceu/ ND: ndo determinado/ X: ndo realizado
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Figura 48 - Reconhecimento das proteinas LIC10191 e LIC10793 por anticorpos dos soros de animais dos grupos controle antes e apds o desafio com
Leptospira interrogans sorovar Pomona. Amostras das proteinas purificadas, canaletas: 1- LIC10191 ¢ 2- LIC10793, foram separadas por
SDS-PAGE. Apos transferéncia das proteinas as membranas foram coradas com Ponceau e depois expostas aos soros indicados em cada
quadro. M- marcador de massa molecular.
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Figura 49 - Reconhecimento das proteinas recombinantes LIC10191 e LIC10793 por anticorpos
dos soros de animais imunizados. Amostras com 5 pg das proteinas purificadas
canaletas: 1 — LIC10191 ¢ 2 - LIC10793, foram separadas por SDS-PAGE. M-
marcador de massa molecular. Apos transferéncia das proteinas as membranas foram
coradas com Ponceau e entdo expostas aos soros indicados em cada quadro.
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A Figura 48 mostra que todos os soros reconhecem uma banda de proteina
contaminante de ~65 kDa nas canaletas com a proteina LIC10793 purificada. Mostra também
que o soro dos animais imunizados com salmonelas vazias reconhece varias proteinas
contaminantes tanto na preparagao de LIC10191 como na de LIC10793, provavelmente
anticorpos induzidos contra proteinas de salmonela homologas a proteinas de E. coli,
contaminantes das preparacdes.

E possivel notar uma banda ténue de reconhecimento do soro do grupo de animais que
foram imunizados com a vacina comercial pela proteina LIC10191 (Figura 48E), além de
algumas proteinas contaminantes.

Podemos observar a proteina LIC10191 sendo reconhecida pelo soro dos animais
imunizados com a proteina purificada (Figura 49F). O reconhecimento ¢ ténue comparado
com a banda reconhecida pelo soro dos animais imunizados com a SLLIC10191 (Figura
49G), porém, esse resultado corrobora os dados obtidos no ELISA, nos quais observamos
baixos titulos de IgG anti-LIC10191 no soro dos animais imunizados com SLLIC10191.
Ainda assim o contetido de IgG anti-LIC10191 sdao mais elevados quando comparados aos
titulos obtidos no soro dos animais imunizados com proteina purificada. Esse dado sugere que
a dose de proteina purificada administrada nos hamsters deve ser maior do que a dose
administrada nos camundongos.

Na Figura 49G, a banda ténue de reconhecimento da proteina LIC10191 pelo soro dos
animais imunizados com SLLIC10191 confirma a expressdo do antigeno in vivo e sua
apresentacao por salmonelas ao sistema imune dos hamsters. Bastante interessante também ¢
o fato de ocorrer aumento no reconhecimento da proteina LIC10191 no soro de animais
sobreviventes do grupo imunizado com SLLIC10191 (Figura 49H), confirmando o resultado
do ELISA e a especificidade de indugdo de anticorpos anti-LIC10191 durante a infec¢ao por
leptospiras.

Nas Figuras 491 e 49] observam-se muitas bandas de reconhecimento de proteinas
contaminantes, além do reconhecimento da LIC10793 pelo soro de animais imunizados com o
“pool” de 3 proteinas. Nesses mesmos quadros pode-se observar o reconhecimento da
proteina LIC10793, tanto pelo soro coletado antes do desafio quanto no soro dos animais
sobreviventes ao desafio. Nesse caso, diferente do caso da LIC10191, ndo se nota aumento da
intensidade da banda apods o desafio, mas diminuig¢do. A intensidade da banda indica que a
LIC10793 ¢ uma proteina mais imunogénica do que a LIC10191. Esses resultados estao de

acordo com os resultados dos ELISAs.
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4.9.2 Estudos para desafio com Leptospira interrogans sorovar Copenhageni

Uma etapa importante do desenvolvimento deste projeto foi o estabelecimento de uma
linhagem virulenta de leptospira do sorovar Copenhageni. Esse sorovar ¢ bastante freqiiente
em infeccdes em humanos e caes, sendo o sorovar cujo genoma foi seqlienciado com
participagdo do grupo do Butantan e do qual os antigenos em estudo foram derivados. O
grupo colaborador do Dr. Silvio Vasconcellos possui muita experiéncia com outros sorovares,
em especial o Pomona e mais recentemente tem estudado o sorovar Copenhageni. Nas
tentativas de estabelecimento de uma linhagem Copenhageni virulenta verificou-se que esta
apresentava comportamento bastante diferente da Pomona. Um aspecto importante ¢ a
dificuldade de contagem das bactérias a partir de macerado de figado do animal infectado
experimentalmente. De fato as L. interrogans Copenhageni sdo diminutas no isolamento € nao
¢ possivel conta-las. Por isso ha sempre necessidade de cultivo por ao menos uma passagem.

Um segundo aspecto importante observado com bactérias do sorovar Copenhageni € a
rapida perda de viruléncia em cultura, sendo que duas ou trés passagens podem inviabilizar os
ensaios de desafio.

Desta forma, ensaios de desafio com leptospiras apresentam dificuldades para
determinagdo da DLs, devido a imprecisdo da contagem de bactéria e da rapida altera¢do das
caracteristicas de viruléncia. Entretato, e outros ensaios de desafio do laboratério o cultivo das
bactérias por uma passagem levou a perda de viruléncia, enquanto em outro ensaio, quatro
passagens nao foram determinantes da perda de viruléncia, ilustrando a grande variabilidade
dos parametros desse ensaio.

Os ensaios de desafio com leptospiras representam uma dificuldade constante e muitas
investigacdes tem sido citadas na literatura (SILVA et al., 2008) e reportadas entre os
pesquisadores do Butantan tentando otimizar a grande variacdo na resposta. Apesar de
variagdes serem uma caracteristica intrinseca dos sistemas biologicos, no caso dos desafios
com leptospiras muitos parametros sao de dificil controle. Por exemplo, o nlimero de bactérias
ndo ¢ um parametro absoluto, pois geralmente ndo reflete a viruléncia da cultura; o
decaimento da viruléncia das leptospiras em cultivo ¢ conhecido e ndo ¢ linear.

Descrevemos a seguir alguns ensaios realizados com o objetivo de conhecer melhor os

parametros gerais para nossos ensaios de desafio.
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4.9.2.1 Freqiiéncia de morte dos hamsters infectados com diferentes doses de Leptospira

interrogans sorovar Copenhageni com duas passagens em cultura

Para uma analise prévia da dose de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni nos
desafios fizemos um ensaio infectando animais com diferentes doses de bactérias apds duas
passagens em cultura em meio EMJH. O cultivo foi preparado como descrito no item 3.15 de
Materiais ¢ Métodos. A cultura de primeira passagem foi repicada diluindo a amostra 10
vezes em meio EMJH, sendo essa cultura mantida por mais sete dias a 30 °C.

Uma aliquota da cultura de segunda passagem foi usada para contagem ao
microscopio resultando em 1,9x10” lept/mL no cultivo. Também foi feita a contagem de
bactérias em cadmara de Petroff-Haussen, resultando em 9x10’ lept/mL. Em outros ensaios
reproduzimos os dados que indicam que ocorre um erro sistematico de cerca de 4 X nessas
duas formas de contagem.

Para o teste preliminar de dose letal inoculamos 3 grupos de 5 hamsters com as
diluicoes 1:4, 1:40 e 1:400 da cultura de leptospiras de segunda passagem em 200 pl de salina
e os animais foram observados por 34 dias. As curvas de freqiiéncia de morte estdo

apresentadas na Figura 50.

Frequéncia de mortes relativa a dose de desafio com
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni
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Figura 50 - Frequéncia de morte dos animais inoculados com diferentes doses de Leptospira
interrogans sorovar Copenhageni de segunda passagem. Os animais foram inoculados
com 200 pl das diluigdes 1:4, 1:40 e 1:400 de uma cultura de segunda passagem e
observados por 34 dias.
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Nesse ensaio pudemos observar que houve um atraso nas mortes nos grupos
infectados com menores doses de leptospiras e que sobreviveram 60% dos animais nesses
grupos de maior dilui¢do.

O ntimero de bactérias injetadas nos animais nesse teste de dose segundo as contagens
em lamina e em camara de Petroff-Haussen e a sobrevivéncia dos animais esta registrada na

Tabela 11.

Tabela 11 — Dose de leptospiras no teste preliminar de desafio segundo as contagens em lamina ou
camara de Petroff-Hausser e sobrevivéncia dos animais por 21 dias apds a infec¢do

Numero de bactérias por

Grupo de Diluicao animal Sobreviventes (%) Isolamen?o
desafio da cultura Total de animais de leptospira
Contagem em Contagem em dos rins
lamina cimara
1 1:4 5x10° 2,25x10’ 0/5 (0) -
2 1:40 5x10° 2,25x10° 3/5 (60) 1/3
3 1:400 5x10* 2,25x10° 3/5 (60) 3/3

A sobrevivéncia de 60% dos animais inoculados com as doses indicadas de leptospira
em comparagdo com ensaios prévios do laboratorio, quando doses mesmo 1000 vezes
menores teriam matado todos os animais, indicou que as passagens em cultura diminuem
rapidamente a viruléncia da bactéria. Alguns pesquisadores associam a perda de viruléncia a
presenca de soro de coelho no meio de cultivo, mesmo sendo o soro inativado. Muitos
protocolos em substituido o soro por albumina bovina, ainda assim os lotes de albumina

precisam ser testados, sendo também suspeitos de causar a perda de viruléncia da leptospira.

4.9.2.2 Estudo da variacao de susceptibilidade de hamsters machos ou fémeas e a

interferéncia do meio de cultura na infeccao por Leptospira interrogans Sorovar

Copenhageni

O grande nimero de sobreviventes ap6ds a infeccdo de animais com leptospiras com
duas passagens em cultura indicou que houve diminuicdo da viruléncia da bactéria.
Realizamos um teste de dose com Leptospira interrogans sorovar Copenhageni da linhagem
L1-130 com apenas uma passagem em cultura. As bactérias, coletadas de um animal foram

crescidas em meio semi-solido Fletcher durante 25 dias. Apos esse periodo, 500 ul dessa
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cultura foram injetados em dois animais. Os animais ficaram sob observacdo e foram
sacrificados 5 dias apds a inocula¢do. Os figados dos animais foram macerados em salina e
diluido em meio de cultura liquido EMJH. Apo6s 14 dias de cultivo a 30 °C as bactérias foram
contadas em microscopio.

A contagem em lamina resultou 1,7x10’ bactérias/ml ¢ em cAmara de Petroff-Hausser
1,1x10® bactérias/ml. Neste ensaio comparamos a diferengas de sensibilidade entre machos e
fémeas a infeccdo e testamos possivel contribui¢do da toxicidade do meio de cultura
condicionado, ou seja, 0 meio no qual as bactérias haviam crescido, centrifugado e filtrado.
Trabalhamos com quatro grupos de cinco animais de 51 dias de idade, dois grupos de fémeas
e dois grupos de machos. Injetamos 50 pl da cultura de leptospira por animal, 8,5x10° ou
5,5x10° leptospiras pela contagem em lamina ou em cAmara de Petroff-Hausser
respectivamente, diluido em 450 pl de meio de cultura fresco ou condicionado. Na Figura 51

podemos ver o grafico de freqiiéncia das mortes nos grupos durante 12 dias.
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Figura 51 - Frequéncia de morte dos animais inoculados com Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni de primeira passagem. Os animais foram inoculados com 50 pl de uma
cultura de leptospira de primeira passagem diluidos em meio fresco ou meio no qual a
bactéria cresceu.

O resultado do ensaio ndo permitiu inferir diferengas de susceptibilidade dos animais
machos ou fémeas a infeccdo e também nado observamos interferéncias do meio de cultura

fresco ou condicionado na freqiiéncia de mortes dos animais. A dose de L. interrogans

128



sorovar Copenhageni administrada nos animais, 50 pl de uma cultura de primeira passagem
(~10° bactérias) foi adequada matando todos os animais em até 11 dias.
Considerando os resultados dos dois ultimos ensaios, para garantir um desafio na faixa

de morte dos animais, optamos por usar um cultivo de leptospira de primeira passagem.

4.9.3 Segundo ensaio de imunizacdo e desafio em hamsters com Leptospira interrogans
sorovar Copenhageni

Os resultados dos ensaios de imunizagdo em camundongos com as salmonelas
recombinantes mostraram que as proteinas foram expressas in vivo. Também um ensaio
preliminar do laboratorio e o nosso primeiro ensaio de imunizagdo e desafio mostraram que os
Hamsters podiam receber as salmonelas atenuadas recombinantes e ndo apresentavam
sintomas de toxicidade. Com isso, desenhamos um novo ensaio de imunizag¢do e desafio de
hamsters. Neste segundo ensaio utilizamos salmonelas recombinantes carregando um
plasmideo hibrido ou apresentando apenas um antigeno, além das imunizagdes com as
proteinas purificadas. Utilizamos 12 grupos de 10 hamsters (Mesocricetus auratus) machos
recém desmamados de aproximadamente 60g marcados individualmente, administramos 3
doses de imundgenos por via intraperitoneal em intervalo de 15 dias. Os titulos de IgG anti-
LIC10191 medidos no soro dos hamsters no primeiro ensaio foram baixos, a despeito da alta
capacidade imunogénica da proteina verificada nos camundongos. Por isso aumentamos a
dose de proteina na imunizacdo dos hamsters. Neste ensaio, administramos 25 pg de cada
proteina ou 3x10’ salmonelas recombinantes por animal. Na terceira dose utilizamos 5x10’
salmonelas.

Os grupos de imunizagao e doses estdo descritos na Tabela 12. Foram realizadas
sangrias individuais trés dias antes de cada dose e antes do desafio, para tracarmos uma
possivel correlagdo entre a sobrevivéncia do animal ao desafio com os titulos de anticorpos
gerados na imunizagdo. Utilizamos trés controles negativo, um grupo nao recebeu nada, em
outro administramos salina/Alhydrogel e outro salmonela vazia (SL3261), além de um
controle positivo, imunizado com a vacina comercial. O desafio neste ensaio foi realizado

com a Leptospira interrogans sorovar Copenhageni.
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Tabela 12 — Grupos de imunizagdo de hamsters e doses administradas via intraperitoneal.

Grupo de imunizacio 1° e 2° dose 3° dose

1. controle nada - -

2. controle salina 250 pl 250 wl

3. controle vacina comercial — Pfizer Diluigao 1:800/ 200 pl Diluigao 1:800/ 200 pl
4. proteina LIC10191 25 pg/ 250 ul 25 ng/ 250 pl

5. proteina LIC10793 25 pg/ 250 ul 25 ng/ 250 pl

25 pg de cada proteina/ 25 pg de cada proteina/
6. proteinas LIC10191 ¢ LIC10793 He p ug p

250 pl 250 pl
7. proteina Lip32 25 pg/ 250 ul 25 pg/ 250 wl
8. controle SL3261 3x10" CFU/ 250 ul 5x10" CFU/ 250 pl
9. SLLIC10191 3x10” CFU/ 250 pl 5x10” CFU/ 250 ul
10. SLLIC10793 3x10” CFU/ 250 pl 5x10” CFU/ 250 ul
11. SLLIC10191 LIC10793 3x10” CFU/ 250 pul 5x10” CFU/ 250 ul
12. SLLip32 3x10” CFU/ 250 pl 5x10” CFU/ 250 ul

Em paralelo ao desafio dos animais imunizados elaboramos a curva de dose com
quatro grupos de animais ndo imunizados. A contagem de leptospiras na cultura de primeira
passagem resultou em 1,25x10" ou 7,5x10" bactérias/mL pela contagem em lamina ou em
camara de Petroff-Hausser respectivamente. Os animais foram inoculados com 200 pL da
cultura sem dilui¢do para o desafio. A curva de dose foi feita com 2 doses (400 pL), 1 dose,
dilui¢do 1:10 e diluicdo 1:100 a partir da cultura sem diluicao.

A Figura 52 mostra as freqiiéncias de morte da curva de dose ¢ a Tabela 13 resume os
resultados de contagem das bactérias, as doses usadas na curva de desafio e a freqiiéncia de
sobrevivéncia observada em 21 dias. Analisando os resultados de sobrevivéncia da curva de
dose verificamos que a cultura pura de primeira passagem de L. inferrogans sorovar

Copenhageni estava bastante virulenta, matando os animais entre cinco e sete dias.
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Frequencia de morte relativa a dose de desafio com
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni
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Figura 52 - Frequéncia de mortes dos animais infectados com diferentes doses de Leptospira
interrogans sorovar Copenhageni de primeira passagem. Utilizamos uma cultura de

primeira passagem nas diluigdes indicadas na figura. Os animais foram observados por
21 dias.

Tabela 13 — Contagem das leptospiras em lamina e camara de Petroff-Hausser, doses do desafio e
sobrevivencia dos animais

Numero de bactérias por

Vol. equivalente animal Isolamento

Grupo de Sobrevivéncia (%)

desafio de cultura . .. de leptospira
(diluicdio) Em lmina Em ciAmara Total de animais do rim
de Petroff
1 400 pl (2doses) 5x10° 3x10’ 0/5 (0) -
2% 200 pl 2,5x10° 1,5x107 0/10 (0%)** -
3 20 pl (1:10) 2,5x10° 1,5x10° 0/5 (0) -
4 2 ul (1:100) 2,5x10* 1,5x10° 2/5 (40) 0/2

*Dose do desafio dos grupos experimentais
** orupo experimental Nada
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Neste ensaio de imunizagdo e desafio em hamsters ndo houve sobreviventes nos
grupos experimentais exceto um animal no grupo imunizado com a salmonela recombinante
apresentando a proteina Lip32 e todos os animais do grupo imunizado com a vacina comercial
(Figura 53).

O resultado de isolamento de leptospiras dos rins de todos os animais sobreviventes
foi negativo, embora o animal do grupo SLLip32 estivesse visivelmente doente e com um dos

rins com aparéncia bastante afetada.
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Freqiiéncia de mortes nos grupos de hamsters imunizados com proteina
purificada ou salmonela recombinante desafiados com
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni
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Figura 53 - Frequéncia de morte dos animais imunizados e desafiados com Leptospira

interrogans sorovar Copenhageni. Os animais foram observados durante 21 dias apos o
desafio. As curvas comparam a frequéncia de mortes entre os animais imunizados com
proteina purificada e salmonela recombinante apresentando a mesma proteina.
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4.9.3.1 Determinacao de anticorpos IgG no soro dos animais imunizados, por ELISA

Os soros dos hamsters foram preparados individualmente a partir de sangue
coletado quinze dias apds cada imunizagdo. Apresentamos os resultados de dosagem de IgG
em cada grupo experimental, medidos por ELISA usando um “pool” de 20 pl do soro de cada
animal. As Figuras 54 e 55 apresentam as curvas de ELISA e os titulos de IgG verificados.

Podemos observar que os titulos de IgG anti-LIC10191 e anti-LIC10793 aumentam
com as imunizagdes subseqiientes com as proteinas purificadas.No caso da proteina
LIC10793 observamos menor indu¢do de IgG em comparagdao com a LIC10191, porém, os
titulos aumentaram quando a proteina foi administrada junto com a proteina LIC10191. O
controle do ELISA medindo o reconhecimento da LIC10793 pelo soro dos animais do grupo
salina revelou mais alto “background” quando comparado com o reconhecimento de
LIC10191, indicando a presenca de proteinas contaminantes de E. coli na preparagdo usada
tanto nas imunizagdes como na sensibilizagao das placas de ELISA.

Os titulos de IgG anti-LIC10191 sao baixos nos animais imunizados com ambas as
salmonelas recombinantes, SLLIC10191 e SLLIC10191 LIC10793. A imuniza¢do com a
salmonela sem plasmideo também induziu anticorpos IgG que reconheceram as proteinas da
preparagao LIC10191 utilizada na sensibilizacdo da placa. Esse resultado ¢ esperado uma vez
que a salmonela apresenta muitos antigenos homoldgos de E. coli, para os quais os animais
sdo naturalmente sensibilizados.

Nos animais imunizados com as SLLIC10793 e SLLIC10191 LIC10793, os titulos
anti-LIC10793 s3ao mais elevados em relacdo aos titulos anti-LIC10191, porém, ndo podemos
afirmar que seja IgG especifico anti-LIC10793 uma vez que ha maior reconhecimento das
proteinas na placa sensibilizada com a preparacio LIC10793 pelo soro dos animais
imunizados com SL vazia. O ensaio de western blot permite melhor avaliacdo do

reconhecimento especifico.
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Figura 54 — Analise de IgG anti-LIC10191 e anti-LIC10793 nos soros dos hamsters imunizados com salmonelas recombinantes. Os graficos mostram
as curvas e os titulos de IgG gerados nas sangrias apos cada imunizagdo. As placas foram sensibilizadas com 500 ng de proteina por pogo ¢ a
dilui¢do dos soros foi iniciada em 1:20. As barras cheias, pontilhadas e hachuradas correspondem as sangrias S1, S2 e S3, respectivamente.
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Figura 55 — Analise de IgG anti-LIC10191 e anti-LIC10793 nos soros dos hamsters imunizados com proteinas purificadas. Os graficos mostram as
curvas e os titulos de IgG gerados nas sangrias apds cada imunizagdo. As placas foram sensibilizadas com 500 ng de proteina por poco e a
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Os ensaios de desafio realizados no laboratério indicam trés antigenos mais
promissores como candidatos vacinais ou para diagnodstico, LIC10191, Lip32 e ankB.
Segundo dados da literatura, a proteina LigA foi apresentada como o melhor antigeno ja
testado, conferindo boa protecdo dos animais, embora ndao determinando protecao
esterilizante, ou seja, ndo elimina as bactérias do organismo do animal. Esses quatro antigenos

foram incluidos no ultimo ensaio de imunizacao e desafio desta fase do nosso projeto.

4.9.4 Terceiro ensaio de imunizacio de hamsters e desafio com Leptospira interrogans

sorovar Copenhageni

No terceiro ensaio de imunizacdo e desafio testamos os antigenos LIC10191, Lip32,
LigA e ankB como proteinas purificadas ou expressas in vivo por salmonelas. Utilizamos,
também, a salmonela carregando plasmideo hibrido (pAEsoxLIC10191 Lip32). Testamos a
administracdo de uma dose de proteina purificada LIC10191 entre duas doses de salmonela
SLLIC190191, com objetivo de comparar o aumento de anticorpos com a imunizagdo com
trés doses de salmonela. Além dissso, um grupo de animais foi imunizado com a SLLIC10191
juntamente com a proteina LigA.

Utilizamos 15 grupos de 10 hamsters (Mesocricetus auratus) machos de 42 dias
marcados individualmente. Os animais foram imunizados 3 vezes por via intraperitoneal com
25 g de cada proteina ou 3x107 células de salmonela recombinante na primeira dose e 5x10’
na segunda e terceira doses. O intervalo entre a primeira e segunda dose foi 21 dias, e 16 dias
entre a segunda e terceira doses. Os grupos de imunizagdo e doses estdo descritos na Tabela
14.

Neste ensaio pretendiamos administrar apenas duas doses dos imunogenos, porém,
houve dificuldade em isolar bactérias do figado dos animais experimentalmente infectados,
sendo que na data prevista para infecdo ndo tinhamos um cultivo apropriado. Administramos
a terceira dose dos imundgenos, enquanto realizdivamos crescimento alternativo das
leptospiras.

Retiramos as bactérias do meio semi-so6lido Fletcher, transferimos para o meio liquido
EMIJH para cultivo por 10 dias. Para o desafio, consideramos que tinhamos uma cultura de
segunda passagem e por isso aumentamos a dose de bactérias, inoculando 200 pl da cultura
pura por animal. Nao foi possivel contar as bactérias que se apresentavam muito pequenas ao
microscopio. Fizemos uma curva de dose paralela ao desafio usando 400 pl da cultura pura e

200 pl das diluigdes 107, 1072, 107 ¢ 10™.
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Tabela 14 — Grupos de imunizacdo de hamsters e doses administradas via intraperitoneal para o

desafio com Leprospira interrogans sorovar Copenhageni

Grupos

1° dose

2° dose

3° dose

1. controle salina

2. controle vacina comercial
3. proteina LIC10191

4. proteina Lip32

5. proteinas LIC10191 + Lip32
6. proteina LigA

7. proteina ankB

8. controle SL3261

9. SLLIC10191

10. SLLip32

11. SLLIC10191_Lip32

12. SLLigA

13. SLankB

14. SLLIC10191 + booster de
proteina LIC10191

15. SLLIC10191 + LigA purificada

tampao fosfato
dil 1:40
25 pg

25 ug

25 pg de cada
proteina

25 ug

25 pg

3x107 bactérias
3x107 bactérias
3x107 bactérias
3x107 bactérias
3x107 bactérias
3x107 bactérias

3x107 bactérias

3x10’ bactérias +

25 g proteina

tampao fosfato
dil 1:40
25 pg

25 ug

25 pg de cada
proteina

25 ug

25 pg

5x10" bactérias
5x10" bactérias
5x10’ bactérias
5x10" bactérias
5x10’ bactérias
5x10" bactérias

25 pg proteina

5x107 bactérias +

25 g proteina

tampao fosfato
dil 1:40
25 pg

25 pg

25 ug de cada
proteina

25 pg

25 pg

5x10" bactérias
5x10" bactérias
5x10’ bactérias
5x10" bactérias
5x10’ bactérias
5x10" bactérias

5x10" bactérias

5x10” bactérias +
25 g proteina

Os animais foram desafiados com Leptospira interrogans sorovar Copenhageni 21
dias apds a terceira dose.

Apo6s o indculo com Leptospira interrogans sorovar Copenhageni, os animais foram
observados por 15 dias e ocorreram poucas mortes em diferentes grupos. Considerando os
ensaios de desafio realizados por nosso grupo e por grupos colaboradores, em geral a dose de
desafio com Leptospira interrogans sorovar Copenhageni deve matar os animais do grupo
controle em até 10 dias. Neste ensaio houve grande numero de sobreviventes, tanto nos
grupos imunizados, como nos grupos controle, indicando problema no ensaio de desafio. As
causas para a alta taxa de sobreviventes poderiam estar relacionadas a infec¢do subletal, ndo
devido a baixo numero de leptospiras, mas a perda de virulencia. De fato o crescimento das

bactérias a partir do meio semi-solido Fletcher pode ter afetado a viruléncia da bactéria.
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Ainda o fato dos animais estarem mais velhos também implicaria na maior resisténcia ao
desafio.

A despeito dos diversos controles e ensaios realizados para minimizar as dificuldades
dos ensaios de desafio, este ultimo ensaio apresentou a dificuldade de isolamento da
leptospira do infectado experimentalmente e ndo permitiu elaborar nenhuma andlise de
imunoprotecdo. O mesmo ensaio serd reproduzido oportunamente, uma vez que o grupo de
antigenos e as suas formas de apresentacdo resumem os candidatos vacinais mais
interessentes do laboratério. Por questdes de prazos, os resultados deste ensaio ndo serdao

apresentados nesta tese, embora venham a completar este trabalho.

4.9.4.1 Determinacao de IgG no soro dos animais imunizados por ELISA

No terceiro ensaio de imunizagdo e desafio os soros dos animais foram preparados a
partir das sangrias realizadas dois dias antes e quinze dias apds a terceira imunizagdo. Os
soros foram testados por ELISA quanto ao reconhecimento das proteinas recombinantes. As
Figuras 56 a 62 ilustam os resultados dos ELISAs.

Podemos observar pelos graficos dos ELISAs que as proteinas e as salmonelas
recombinantes foram capazes de induzir a producdo de anticorpos IgG.

A proteina LIC10191 se mostrou menos imunogénica do que as demais proteinas
utilizadas no ensaio, Lip32, LigA e ankB, mesmo na co-administracdo com a proteina Lip32
(Figuras 56 e 57). Os titulos de IgG anti-LIC10191 no soro dos hamsters imunizados com a
proteina purificada sdo mais baixos do que os observados no soro dos camundongos, apesar
do aumento da dose em cinco vezes. Esse dado indica a variabilidade de resposta entre os
modelos animais.

A SLLIC10191 gerou baixos titulos de IgG anti-LIC10191 como esperado, porém os
titulos dos animais imunizados com a SLLIC10191 Lip32 foram um pouco mais elevados. A
Figura 58 mostra que na co-administragdo da SLLIC10191 com LigA os titulos de IgG anti-
LIC10191 foram mais altos do que no soro dos animais imunizados apenas com a
SLLIC10191 ou imunizados com duas doses de SLLIC10191 e uma dose de proteina
purificada. A proteina LigA foi capaz de aumentar a resposta de anticorpo contra a LIC10191
expressa pela salmonela in vivo, sugerindo certa capacidade adjuvante.

A proteina Lip32 se mostrou bastante imunogénica atingindo titulos de IgG de
aproximadamente 1.000.000 (Figura 59). Na co-administracdo com a LIC10191, a Lip32

induziu titulos semelhantes.
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Podemos observar pelo grafico Figura 59 que a segunda dose de proteina foi suficiente
para levantar altos titulos de IgG e que a terceira dose foi menos importante. Esse dado ¢
interessante uma vez que a administragdo da terceira dose prolonga o cronograma de
imunizag¢do e, consequentemente, temos os animais mais velhos no momento do desafio.
Sabemos, por outros ensaios do laboratorio, que a idade do animal ¢ um ponto a ser
considerado nos ensaios de desafio por leptospiras e quanto mais velhos, mais resistentes a
infecgao.

Obtivemos baixos titulos de IgG anti-Lip32 no soro dos animais imunizados com a
SLLip32, porém, semelhante ao que ocorreu com a LIC10191, os titulos foram maiores no
soro dos animais imunizados com a salmonela apresentando os dois antigenos
simultaneamente, a SLLIC10191 Lip32 (Figura 60).

A proteina LigA se mostrou bastante imunogénica atingindo titulos de IgG de
512.000. A SLLigA induziu baixos titulos de IgG, como esperado (Figura 61). Interessante
notar que a co-administragdo da proteina LigA com a SLLIC10191 elevou consideravelmente
os titulos de IgG anti-LigA. A SLLIC10191 aumentou a resposta de anticorpos IgG anti-
LigA, sugerido a agdo adjuvante da salmonela.

A proteina ankB induziu altos titulos de anticorpos IgG (Figura 62), porém, a resposta
observada ndo ¢ especifica para a proteina, uma vez que o soro dos animais imunizados
apenas com a salmonela vazia também atingiu titulos altos de IgG anti-ankB. Devemos
considerar que a proteina ankB foi purificada com muitos contaminantes do extrato soluvel de
salmonela. As proteinas contaminantes interferiram bastante tanto na imunizagdo quanto na
sensibilizacdo da placa de ELISA, este reconhecimento inespecifico pode ser comprovado no

reconhecimento de bandas espurias no teste de western blot.
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Figura 56 — Analise de IgG anti-LIC10191 dos hamsters imunizados com proteina LIC10191

purificada ou SLLIC10191. Os graficos mostram as curvas ¢ os titulos de IgG gerados
nas sangrias apos a 2° e 3° doses (S1 e S2). As placas foram sensibilizadas com 500 ng
de proteina por pogo e a diluicdo dos soros foi iniciada em 1:20 ou 1:100. As barras
cheias e hachuradas correspondem as sangrias S1 e S2, respectivamente.
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Figura 57 — Analise de IgG anti-LIC10191 ns soros dos hamsters imunizados com as proteinas

LIC10191 e Lip32 purificadas e SLLIC10191_Lip32. Os graficos mostram as curvas ¢
os titulos de IgG gerados nas sangrias apos a 2° e 3° dose (S1 e S2). As placas foram
sensibilizadas com 500 ng de proteina por pogo ¢ a dilui¢do dos soros foi iniciada 1:20
ou 1:100. As barras cheias e hachuradas correspondem as sangrias S1 e S2,
respectivamente.
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Figura 58 — Analise de IgG anti-LIC10191 nos soros dos hamsters imunizados com SLLIC10191
e reforco proteina LIC10191 purificada ou imunizados com SLLIC10191 mais LigA
purificada. Os graficos mostram as curvas ¢ os titulos de IgG gerados nas sangrias apos
a2°e 3°dose (S1 e S2). As placas foram sensibilizadas com 500 ng de proteina por pogo
e a diluicdo dos soros foi iniciada 1:10 ou 1:100. As barras cheias e hachuradas
correspondem as sangrias S1 e S2, respectivamente.
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Figura 59

— Analise de IgG anti-Lip32 nos soros dos hamsters imunizados com proteina Lip32

purificada ou SLLip32. Os graficos mostram as curvas e os titulos de IgG gerados nas
sangrias apos a 2° ¢ 3° dose (S1 e S2). As placas foram sensibilizadas com 500 ng de
proteina por poco e a dilui¢do dos soros foi iniciada 1:100 ou 1:500. As barras cheias e
hachuradas correspondem as sangrias S1 e S2, respectivamente.
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Figura 60 — Analise de IgG anti-Lip32 nos soros dos hamsters imunizados com as proteinas
LIC10191 e Lip32 purificadas ou com SLLIC10191_Lip32. Os graficos mostram as
curvas ¢ os titulos de IgG gerados nas sangrias apds a 2° e 3° dose (S1 e S2). As placas
foram sensibilizadas com 500 ng de proteina por pogo ¢ a dilui¢do dos soros foi iniciada
1:100 ou 1:500. As barras cheias e hachuradas correspondem as sangrias S1 e S2,
respectivamente.
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Figura 61 — Analise de IgG anti-LigA nos soros dos hamsters imunizados com proteina LigA
purificada ou com SLLigA. Os graficos mostram as curvas e os titulos de IgG gerados
nas sangrias apos a 2° ¢ 3° dose (S1 e S2). As placas foram sensibilizadas com 500 ng de
proteina por poco e a diluicdo dos soros foi iniciada 1:20, 1:100 ou 1:500. As barras
cheias e hachuradas correspondem as sangrias S1 e S2, respectivamente.
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Figura 62 — Analise de IgG anti-ankB nos soros dos hamsters imunizados com proteina AnkB
purificada ou SLAnkB. Os graficos mostram as curvas e os titulos de IgG gerados nas
sangrias apos a 2° ¢ 3° dose (S1 e S2). As placas foram sensibilizadas com 500 ng de
proteina por pogo ¢ a dilui¢do dos soros foi iniciada 1:100 ou 1:500. As barras cheias e
hachuradas correspondem as sangrias S1 e S2, respectivamente.

4.9.4.2 Avaliacao do reconhecimento dos antigenos por anticorpos especificos dos soros

dos animais imunizados, por Western Blot

Os soros dos hamsters imunizados foram usados em ensaios de Western Blot para
verificar o reconhecimento especifico dos anticorpos sobre as proteinas LIC10191, Lip32,
LigA e ankB. A Figura 63A mostra o perfil das proteinas em SDS-PAGE e a Figura 63B o
perfil das proteinas apds transferéncia para membranas. Como controles foram usados os
soros de animais que receberam somente salina/Alhydrogel e controle salmonela (sem vetor
de expressao). Também foi usado soro dos animais vacinados com a vacina comercial, soro
dos animais imunizados com as proteinas purificadas LIC10191, Lip32, LigA e ankB e com
as salmonelas recombinantes apresentando esses mesmos antigenos. Todos os soros foram
introduzidos na dilui¢ao 1:1000.

Podemos observar que nao ha reconhecimento das proteinas purificadas pelo soro dos
grupos salina/Alhydrogel e vacina comercial. Verifica-se forte reconhecimento da proteina
ankB e dos contaminantes presentes na preparagdo pelo soro do grupo salmonela vazia
(Figura 63D). Esse dado confirma o resultado obtido no ELISA, no qual observamos alto

titulo de IgG. As proteinas recombinantes foram fortemente reconhecidas pelo soro dos
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animais imunizados com as mesmas, como observado nos ELISAs. Nota-se o reconhecimento
especifico das proteinas Lip32, LigA e ankB determinando bandas intensas nas membranas
de western blot, diferente do que se observa com a LIC10191 (Figura 64). A LIC10191 de
fato ndo levantou altos titulos de IgG nos hamsters imunizados e determinou somente uma
banda bem ténue no western blot. Uma banda bem intensa de reconhecimento da Lip32 foi
determinada na membrana incubada com o soro dos animais imunizados com ambas proteinas
LIC10191 e Lip32 (Figura 65M). Esse dado refor¢a a observagao de que a LIC10191 ¢ menos
imunogénica em hamsters.

As proteinas LigA e ankB também foram reconhecidas pelo soro dos grupos SLLigA e
SLankB, porém com menor intensidade do que a observada com o soro dos grupos
imunizados com as proteinas purificadas (Figuras 641, 64J, 64K e 64L). As proteinas Lip32 e
LIC10191 nao foram reconhecidas pelo soro dos grupos SLLip32 e SLLIC10191, entretanto,
observamos o reconhecimento da proteina Lip32 pelo soro do grupo imunizado com a
SLLIC10191 Lip32 (Figura 65N). De acordo com as curvas de ELISA, a salmonela
carregando os dois antigenos induziu mais anticorpos IgG contra a Lip32 do que a salmonela
carregando apenas a Lip32. As diferencas de apresentagdo de antigenos pelos clones
individuais podem estar relacionadas com diferengas casuais na invasdo e permanéncia das
salmonelas nos animais. Nao podemos afirmar que ocorram diferengas dos clones diretamente
relacionadas com os antigenos sem melhores investigagdes.

Observa-se uma banda ténue de reconhecimento da LIC10191 pelo soro dos animais
que receberam uma dose de proteina purificada entre duas doses de SLLIC10191. O
reconhecimento da proteina foi maior na membrana incubada com soro de animais
imunizados com SLLIC10191 mais a proteina LigA, sugerindo o efeito adjuvante da proteina

LigA. A Tabela 15 resume os resultados obtidos nos ensaios de western blot.
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Tabela 15 — Intensidade relativa do reconhecimento das proteinas LIC10191, Lip32, LigA e ankB no
soro dos hamsters imunizados. Avaliagdao das Figuras 64 e 65.

Reconhecimento de IgG especifico

Gruposde imunizacao

LIC10191 Lip32 LigA AnkB
3. proteina LIC10191 4 X X X
4. proteina Lip32 X +++ X X
5. proteinas LIC10191 + Lip32 4 A= X X
6. proteina LigA X X iinlainis X
7. proteina ankB X X X A=
9. SLLIC10191 A X X X
10. SLLip32 - X X X
11. SLLIC10191_Lip32 - + X X
12. SLLigA X X 4=F X
13. SLankB X X X ++
14. SLLIC10191 + reforco de proteina + X X X
LIC10191
15. SLLIC10191 + LigA purificada + X ++++

+: reconheceu/ -: ndo reconheceu/ X: nao realizado
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Figura 63 — Analise do reconhecimento das proteinas recombinantes purificadas pelo soro de animais dos grupos controle. A) SDS-PAGE com as
proteinas purificadas corado com comassie, canaletas: 1 — LIC10191, 2 — Lip32, 3 — LigA e 4 — ankB. M- marcador de massa molecular. B) soro
do grupo controle salina; C) soro do grupo controle vacina comercial ¢ D) soro do grupo controle salmonela vazia.
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Figura 64 — Analise do reconhecimento das proteinas recombinantes purificadas pelo soro de animais dos grupos imunizados com as proteinas
purificadas LIC10191, Lip32, ankB e LigA e com as salmonelas recombinantes. Canaletas: 1 — LIC10191, 2 — Lip32, 3 — LigA e 4 — ankB.
M- marcador de massa molecular. As membranas foram incubadas com os soros indicados em cada quadro.
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5 DISCUSSAO

A analise da antigenicidade de proteinas recombinantes purificadas ¢ uma ferramenta
importante na descoberta de possiveis candidatos a testes de diagnostico. O reconhecimento
das proteinas recombinantes pelo soro de um paciente de leptospirose indicou, dentre as
proteinas estudadas, quais sdo mais antigénicas. As proteinas LIC10325 (HlyX) e LIC11352
(Lip32) foram reconhecidas pelos anticorpos I1gG e IgM do soro do paciente, corroborando
dados da literatura. A proteina Lip32 ¢ o antigeno mais abundante de leptospira durante a
infeccdo (HAAKE et al., 2000) e foi apresentado como bom candidato para testes de
diagnostico devido sua alta imunogenicidade (FLANERY et al., 2001; DEY et al., 2004). A
proteina HlyX foi caracterizada como hemolisina por ser capaz de causar hemolise de
eritrocitos in vitro (HAUK et al., 2005). Em nosso projeto utilizamos essas duas proteinas
recombinantes purificadas como controle positivo nos ensaios de western blot. De fato, as
duas proteinas foram bem reconhecidas pelo soro do paciente com leptospirose, mesmo
quando em pequena quantidade na membrana.

As proteinas LIC10508 (LipL23) e LICI2631 (Sph2) também foram bem
reconhecidas pelo soro do paciente de leptospirose. A proteina Sph2 ¢ expressa pela
leptospira quando cultivada in vitro e durante infec¢do, mas a imuniza¢do de hamsters com a
proteina ndo foi capaz determinar protecdo contra leptospirose (CARVALHO et al., 2009),
indicando que seria um bom candidato para teste de diagnostico, mas nao para formular uma
vacina. Interessante notar que a proteina LIC12660 (VapC) foi reconhecida por anticorpos do
soro do paciente de leptospirose enquanto a proteina LIC12659 (VapB) ndo ¢é. As duas
proteinas foram caracterizadas como fatores de viruléncia de leptospira e andlises genomicas
in silico indicaram que os dois genes formam um operon, o qual foi denominado operon
vapBC (LOPES, 2009). Segundo dados da literatura, a expressao da proteina VapC em E. coli
inibiu o crescimento da bactéria. Este crescimento foi normalizado quando havia co-expressao
da proteina VapB (ZHANG et al., 2004). A proteina VapC de Haemophilus influenza foi
caracterizada como uma toxina com atividade ribonuclease e essa atividade era neutralizada
pela proteina VapB, caracterizada como uma antitoxina (DAINES et al., 2007). Ainda
segundo a literatura a proteina VapC seria mais estavel que a VapB. Ensaios do laboratorio
mostram que as proteinas VapB e VapC foram igualmente imunogénicas. Desta forma, para
explicar a maior antigenicidade da VapC, cogitamos que, devido ao estresse sofrido pela
bactéria durante a infeccao, a toxina seria liberada do complexo e seria melhor apresentada ao

sistema imune do hospedeiro, uma vez que a antitoxina seria mais rapidamente degradada.
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As proteinas LIC10191 e LIC10793 também foram reconhecidas por anticorpos IgG e
IgM do soro do paciente de leptospirose. Esses dados corroboram resultados da literatura. A
proteina LIC10793 mostrou-se mais antigénica, ¢ de fato foi proposta como bom antigeno
para diagnéstico, também por ser conservada entre as espécies patogénicas € por ser
reconhecida por soro de pacientes nos estagios iniciais da doenga, quando o diagnostico por
MAT nao ¢ confiavel (NEVES et al., 2007). Foi demonstrado que a expressao da proteina
LIC101919 ¢ regulada durante a infeccdo (NALLY et al., 2006) e esta proteina foi
reconhecida por soro de animais infectados. Além disso, foi demonstrado ser uma proteina
importante na viruléncia da bactéria, uma vez que quando o gene LIC10191 foi deletado, a
bactéria perdeu a capacidade de determinar a morte em cobaias (RISTOW et al., 2007). Em
nossos experimentos mostramos que a LIC10191 ¢ antigénica, sendo reconhecida nos estagios
iniciais de leptospirose.

A proteina LIC11227 foi reconhecida pelo soro de paciente em intensidade semelhante
ao reconhecimento da Lip32 e da HlyX nos ensaios de western blot para detectar IgG e IgM
especificos, mostrando-se, portanto, boa candidata para testes de diagndstico. Uma
caracteristica desfavoravel ¢ o fato da LIC11227 recombinante ser expressa na forma
insoluvel, formando corpusculos de inclusdo. A proteina tornou-se solivel apenas na presenca
do agente desnaturante uréia em alta concentragdo, voltando a forma insoluvel nas nossas
tentativas de renaturagdo por dialise.

A proteina LIC12302 nao foi reconhecida pelo soro de paciente em nenhum ensaio de
western blot. Também encontramos dificuldade na purificagdo desta proteina uma vez que ¢
expressa na forma insoluvel e ficava soluvel apenas na presenca de alta concentragao de uréia.

A utilizagdo de qualquer proteina para diagnodstico por sorologia requerera melhor
avaliacdo quanto aos aspectos relativos a facilidade de produgdo, antigenicidade e ainda a
cronologia de inducdo de anticorpos durante a infec¢do através de testes com soros de
pacientes em diferentes estagios da doenga.

Nos ensaios de imunizagdo de camundongos testamos a administragdo das salmonelas
recombinantes por trés vias distintas, intraperitoneal, intranasal e oral, além das proteinas
purificadas administradas por via intraperitoneal. Sempre as imunizagdes com as proteinas
purificadas induziram mais anticorpos IgG do que as salmonelas apresentando os antigenos,
provavelmente relacionado com a menor quantidade do antigeno expresso na salmonela.

Nos nossos protocolos de imunizagdo com salmonelas, as vias intraperitoneal e
intranasal mostraram niveis de anticorpos IgG parecidos; niveis baixos, porém mais altos que

o induzido por via oral. A imunizagdo por via oral somente em alguns casos apresentou ténues

151



resultados, e em geral ndo afetou a sistema imune em relagdo a inducdo de anticorpos
especificos, o que provavelmente estd relacionado com baixo ntmero de bactérias
atravessando o trato digestivo e ainda menor niumero invadindo o organismo do animal pelas
células da parede do intestino. Entretanto, ¢ descrito na literatura que a administracdo de
bactérias atenuadas por via oral ¢ mais eficiente em induzir resposta secretdria, com a
produgdo de IgA, do que a via parenteral. Este tipo de resposta é importante contra
organismos que colonizam superficies mucosas (CARDENAS e CLEMENTS, 1992).

Em ensaios feitos anteriormente em nosso laboratdrio, salmonelas carregando o gene
do fragmento C da toxina tetdnica sob controle de expressao do promotor soxS foram usadas
na imunizacdo de camundongos. Os resultados mostraram que a bactéria foi capaz de
apresentar o antigeno in vivo e induzir resposta imune de maneira que os animais se tornaram
protegidos e sobreviveram ao desafio com a toxina tetdnica, mesmo que apresentassem baixos
titulos de IgG anti-toxina nas dosagens por ELISA em comparag¢do com a resposta a proteina
purificada (TOMITA, 2005). Em outro ensaio descrito na literatura, duas doses via oral ou via
intravenosa de salmonela da linhagem SL3261 carregando o fragmento C da toxina tetanica
também protegeu 100% dos animais desafiados com a toxina (FAIRWEATHER et al.,1990).

A utilizacdo de salmonelas recombinantes também resultou em prote¢do em testes
com PspA de Streptococcus pneumonie (XIN et al., 2009), antigenos F1 e V de Yersinia
pestis (TITBALL et al., 1997; GARMORY et al.,, 2003), antigeno O de Pseudomonas
aeruginosa (DIGIANDOMENICO et al., 2004), proteina de circumsporozoito de malaria
(SADOFF et al., 1988), indicando que a salmonela ¢ capaz de apresentar os antigenos e afetar
o sistema imune do hospedeiro. Nesses ensaios outros promotores de expressdo foram usados.
De fato, foi comprovado que a salmonela ¢ capaz de induzir resposta imune completa,
humoral e secretdria, gerando anticorpos IgA e IgG , além de resposta celular mediada por
linfécitos Thl, com a produgdo de IL-2, IFN-y e anticorpos do tipo [gG2a (HORMAECHE et
al., 1991; VILLARREAL et al., 1992; HARRISON et al., 1997).

Nossos ensaios corroboraram os dados da literatura, mais uma vez validando as
salmonelas vivas atenuadas como interessante vetor vacinal. Além disso, ficou comprovada a
capacidade e eficacia do sistema controlador de expressao soxRS em controlar a expressao
dos antigenos de leptospira in vitro e in vivo.

Nossos ensaios acrescentam valor a estratégia do uso de salmonelas recombinantes
como vetor vacinal com o vetor pAEsox e, ainda mais, a possibilidade de apresentagdao de
mais de um antigeno pelo mesmo microrganismo recombinante. Nao foi possivel relacionar

titulos de IgG apo6s as imunizacdes com as salmonelas com os niveis de expressdo das
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proteinas in vitro, mas acreditamos que a administracdo de dois antigenos simultaneamente
aumentaria a resposta, como foi visto com antigenos purificados OmpL1 e LipL41 (HAAKE
et al., 1999), LigA e LigB (KOIZUME ¢ WATANABE, 2004). A proposta de construgao dos
plasmideos hibridos, carregando genes de dois antigenos para expressdao simultanea mostrou-
se uma boa estratégia para aumentar a resposta imune contra leptospiras, sem aumentar a dose
de salmonela administrada. Além disso, estabelece a possibilidade de aumentar a resposta
contra um antigeno clonando o mesmo gene em tandem para aumentar a expressao in vivo.

Quatro antigenos foram selecionados para clonagem de forma combinada em
construcdes de plasmideos hibridos: a LIC10191, pelo bom resultado no primeiro ensaio de
imunizagdo e desafio, a LIC10793, apresentada na literatura como interessante para
diagnostico devido sua imunogenicidade (NEVES et al., 2007), a LIC10537 que possui
dominio OmpA, semelhante a LIC10191, e que protegeu 28% dos animais imunizados
quando expresso pela salmonela (FRAGA et al., 2009) e a Lip32 descrita como a proteina
mais abundante na membrana da bactéria (HAAKE et al, 2000). Os plasmideos
pAEsoxLIC10191 LIC10793 e pAEsoxLIC10191 LIC10537 foram testados em E. coli com
sucesso. No teste de inducdo desses plasmideos em salmonela in vitro ndo conseguimos
identificar a banda da proteina LIC10537 de 76 kDa. O plasmideo pAEsoxLIC10191 Lip32
também foi testado com sucesso na indugao in vitro da salmonela.

A imunizacdo de camundongos com salmonela carregando o plasmideo hibrido com
os genes LIC10191 e LIC10537 induziu titulos IgG anti-LIC10191 mais altos do que no
grupo imunizado com salmonela carregando apenas o gene LIC10191. Esses dois antigenos
possuem dominio OmpA, com 39% de similaridade entre eles. Possivelmente algum epitopo
comum tenha apresentado efeito de “booster”. Como sempre tem ocorrido, a imunizagdo com
as proteinas purificadas elevou mais os niveis de anticorpos IgG especifico, comparando com
a imunizagao com salmonelas.

O ensaio de imunizagdo de camundongos com a salmonela carregando as proteinas
LIC10191 e LIC10537 foi interessante, elevando os niveis de IgG anti-LIC10191. No entanto
tivemos dificuldades na purificacdo da proteina LIC10537 para as imunizagdes e testes de
ELISA e western blot. De fato, a proteina LIC10537 foi expressa na forma de corpusculo de
inclusdo e foi purificada na presenca de agentes desnaturantes, sendo a renaturagdo feita por
alta pressdo hidrostatica, resultando em baixa recuperacao final (FRAGA et al., 2010). Por
1ss0, o ensaio com clone carregando a LIC10537 foi adiado e nos ensaios de imunizagdo e
desafio de hamsters foi priorizado o trabalho com os clones de salmonela apresentando as

duplas LIC10191 LIC10793 e LIC10191 Lip32.
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Ensaios de imunizacdo e desafio com leptospiras virulentas descritos na literatura sdo
realizados com gerbils, cobaias, camundongos C3H/HeJ e hamsters (LEWIS e GRAY, 1961;
da SILVA et al.,, 1995; HAAKE et al., 1999; NALLY et al., 2004; SILVA et al., 2008; Da
SILVA et al., 2009), uma vez que camundongos e ratos sao geralmente resistentes a infeccao.
Um dos primeiros ensaios de infec¢do experimental com leptospira foi descrito por
RANDALL e COOPER (1944). Neste trabalho hamsters foram infectados com Leptospira
canicola e Leptospira icterohaemorrhagiae isoladas de pacientes e morreram em decorréncia
da infecg¢do, provando ser um bom modelo para ensaios de desafio com leptospiras.

Nos ensaios de imunizagdo ¢ desafio utilizamos hamsters machos. Realizamos um
teste prévio com 3x10’ salmonela carregando o gene de fragmento C da toxina tetanica para
avaliar a susceptibilidade dos hamsters a esta bactéria. Observamos que esses animais
parecem mais resistentes do que os camundongos a toxicidade das salmonelas, tendo recebido
trés doses e ndo apresentando nenhum sintoma de infecg¢do, como febre ou diarréias. Apos
novos testes determinamos a dose 3 a 5x10’ salmonelas por animal, para os ensaios com
hamsters.

O primeiro ensaio de imuniza¢dao e desafio mostrou que salmonela apresentando
LIC10191 foi capaz de induzir resposta imune protetora em hamsters, sendo que
sobreviveram quatro animais dentre nove desafiados (44%), frente a 10 % de sobrevivéncia
nos controles. Os testes de western blot confirmaram a expressdo da proteina in vivo pela
salmonela. Apenas um desses animais sobreviventes teve resultado positivo no crescimento
das bactérias do macerado do rim. Os resultados de sobrevivéncia da curva de dose desse
ensaio e dos grupos controle e grupo imunizado com a proteina purificada validaram o dado
de prote¢do pela salmonela recombinante como significativo. O resultado de prote¢do ¢ ainda
mais significativo uma vez que muitos antigenos, descritos na literatura conferem protecao
parcial, porém nao impedem a colonizagdo dos rins pela bactéria (SILVA et al., 2007,
ATZIGEN et al., 2010; YAN et al., 2010; HAAKE et al., 1999; BRANGER et al., 2005).

Um dado interessante verificado foi um aumento nos niveis de IgG anti-LIC10191 no
soro dos animais do grupo SLLIC10191 sobreviventes ao desafio, por testes de ELISA,
indicando que a proteina foi apresentada durante a infec¢ao por leptospira. O mesmo nado se
verificou com outras proteinas indicando que ndo se tratava da continua apresentacdo do
antigeno por salmonelas, mas confirmando a imunogenicidade e a antigenicidade da proteina.

Uma dificuldade observada nos ensaios de desafio foi a determinagao da DLsy. O erro
na contagem das leptospiras deve-se ao fato da bactéria ser muito pequena e movel,

dificultando a visualizacdo ao microscopio. Em ensaios descritos na literatura, bactérias da
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linhagem Leptospira interrogans sorovar Pomona sdo contadas em microscopio de campo
escuro, ap6s algumas passagens em cultura, chegando a DLs, de 10® bactérias por animal
(PALANIAPPAN et al., 2005; FAISAL et al., 2007). Nesses ensaios, a grande quantidade de
bactérias inoculadas ndo foi suficiente para matar todos os animais do grupo controle. Em
nossos ensaios verificamos que a L. interrogans sorovar Pomona ¢ visivel ao microscopio
(aumento 1000x campo escuro) e contavel nos extratos dos macerados de figado dos animais
infectados. Ainda assim comprovamos um erro de 1000 vezes na contagem das bactérias.

Existe também variagdo morfoldgica e fisioldgica entre as linhagens de leptospiras,
mesmo pertencendo a mesma espécie. Bactérias do sorovar Pomona sdo visiveis ao
microscopio apds o isolamento a partir do figado de animal infectado, ao contrario das
bactérias do sorovar Copenhageni, que necessitam de passagens em cultura para a contagem
ao microscopio. O desafio com bactérias do sorovar Pomona foi padronizado pelo grupo
colaborador do Dr. Silvio Arruda Vasconcellos. Para a introdugdo da linhagem do sorovar
Copenhageni nos testes de desafio foram realizados varios testes para adequacdo da dose.
Demos preferéncia para esta linhagem nos nossos ensaios por acreditar que o desafio
homologo seria mais eficiente na deteccao de antigenos protetores, uma vez que selecionamos
genes da Leptospira interrogans sorovar Copenhageni.

A Leptospira interrogans sorovar Copenhageni quando extraida do macerado do figado
de um animal infectado tende a ser bastante virulenta e a inoculagdo de apenas algumas
bactérias pode causar a morte do animal. Devido a dificuldade de contagem das leptospiras
diretamente do macerado do figado de animal infectado e da alta viruléncia das leptospiras
recém isoladas, optamos por realizar passagens em cultura. Segundo SILVA et al. (2008), as
passagens em cultura diminuem a viruléncia da bactéria, requerendo maior dose e atrasando a
morte dos animais. As bactérias do sorovar Copenhageni precisam ser cultivadas e, portanto,
expostas a0 meio e ao soro de coelho do meio de cultivo, sendo observada grande
variabilidade na viruléncia. De fato, existem trabalhos descrevendo o estabelecimento de
meios de cultivo sem soro e formas de manuten¢do de amostras congeladas, com protocolos
que alternam congelamento e passagens em animais (SILVA et al., 2008). O objetivo de usar
bactérias com passagens em cultura era diminuir o erro da contagem, administrando dose
maior. Para confirmar a contagem das leptospiras em lamina, realizamos também a contagem
na camara de Petroff-Hausser. A cdmara de Petroff-Hausser permite maior precisdo na
contagem, resultando em geral em aproximadamente 4 vezes mais bactérias do que a
contagem na lamina comum. No ensaio em que utilizamos cultura de segunda passagem,

todos os animais morreram no grupo que recebeu a maior dose e trés dos cinco animais
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sobreviveram em cada um dos grupos de menor dose. A taxa de sobrevivéncia nesses grupos
indicou que o cultivo em duas passagens reduziu bastante a viruléncia da bactéria, diferente
do que foi observado em experimento anterior do laboratério, no qual, culturas de quatro
passagens de L. interogans sorovar Copenhageni ainda apresentavam alta viruléncia, matando
mais de 50% dos animais mesmo em dilui¢do 1:10°. Bactérias cultivadas in vitro expressam
diferentes proteinas quando comparadas a bactérias isoladas de um animal (HAAKE et al.,
1991), além disso, variagdes na temperatura, osmolaridade e concentragdo de soro no meio de
cultivo regulam a expressao das proteinas de forma que a bactéria consiga sobreviver no
ambiente em que se encontra (PATARAKUL et al., 2010). Fatores de viruléncia como
algumas hemolisinas sdo secretadas para o meio de cultura durante o crescimento bacteriano
(ZHANG et al., 2005). Propusemos um ensaio para testar a influéncia do meio de cultura no
qual a bactéria cresceu na preparagdo do indculo para desafio. Neste ensaio nao observamos
diferengas nos dias de morte dos animais quando injetamos bactérias diluidas em meio fresco
ou em meio condicionado, sendo que todos os animais morreram de forma homogénea entre 6
e 11 dias. Além disso, ndo observamos diferenca de susceptibilidade entre animais machos e
fémeas, diferente do trabalho descrito por Silva et al. (2008), no qual animais machos se
mostraram mais sensiveis 4 infec¢do, como determinado pela DLsy mais baixa.

No primeiro ensaio de imunizagdo e desafio com a Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni grupos de animais foram imunizados com as proteinas LIC10191, LIC10793 e
Lip32 purificadas, salmonelas recombinantes carregando cada uma das proteinas, € os grupos
controle vacina comercial, salina ou nada. Os animais foram desafiados com a cultura pura de
primeira passagem e ndo houve sobreviventes nos grupos experimentais, exceto um animal no
grupo imunizado com SLLip32. Esse resultado pode ainda ser um resultado significativo
considerando a alta dose de leptospiras virulentas no desafio. Analisando as freqiiéncias de
mortes relativas as doses de leptospiras, calculamos que a dose ideal para o desafio com essa
cultura teria sido uma dilui¢ao 1:10 da cultura pura, o que resultaria em 10° bactérias contadas
em camara de Petroff-Hausser.

No segundo ensaio de imunizagdo e desafio utilizamos as proteinas mais promissoras
estudadas em nosso laboratério e dentre as descritas na literatura, LIC10191, Lip32, LigA e
ankB. Todos os antigenos foram clonados em salmonela. Além disso, testamos a salmonela
carregando plasmideo hibrido para expressdo de dois antigenos LIC10191 Lip32.
Observamos que as proteinas Lip32, LigA e ankB sdo bastante imunogénicas induzindo altos
titulos de IgG. As salmonelas recombinantes foram capazes de expressar essas proteinas in

vivo, induzindo anticorpos especificos. Porém, ndo pudemos determinar se a inducdo de
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anticorpos seria suficiente para proteger os animais uma vez que o desafio,ndo foi adequado.
Neste ensaio tivemos dificuldade no isolamento das leptospiras do macerado do figado de um
animal infectado. O desafio dos animais imunizados foi adiado, o que nos levou a administrar
uma terceira dose de imundgeno que ndo estava prevista no programa de imunizagdao. O
desafio foi realizado com uma cultura pura de segunda passagem e os animais, mesmo de
grupos controle, ndo morreram em decorréncia da infeccao.

Os ensaios de desafio indicam que varios parametros sdo de dificil controle:

- as linhagens de leptospiras patogénicas isoladas do hamster para o desafio podem
apresentar grande variagdo de viruléncia; entre sorovares Pomona e Copenhageni notamos
variagdes de tamanho e quantidade de bactérias quando o animal apresenta sintomas de
leptospirose.

- cultivos das leptospiras isoladas resultam em perda de viruléncia, mas nao de forma
linear;

- a viruléncia das culturas reflete porcentagem e freqiiéncia de morte dos animais;

- a espécie ¢ a idade do animal desafiado afetam a resposta. Segundo Silva et al.
(2008) o sexo do animal também esta relacionado com a susceptibilidade a infec¢ao.

Os parametros acima ilustram a dificuldade de calcular a dose de desafio e como a
padronizagdo deve ser feita para cada cepa utilizada devido a variabilidade da viruléncia. Em
Nnossos ensaios, a Leptospira interrogans sorovar Pomona mostrou-se mais reprodutivo que o
sorovar Copenhageni, porém, o desafio com o sorovar Pomona ¢ sempre realizado
diretamente com diluicdes do macerado do rim de animal infectado, sem passagens em

cultura.
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6 CONCLUSOES

¢ O reconhecimento das proteinas pelos anticorpos IgG e IgM do soro de um paciente
infectado por leptospira ¢ um dado importante e indicou alguns possiveis candidatos vacinais.
As proteinas antigénicas merecem atencao especial a despeito das dificuldades de expressao e
purificagao.

e As imunizagdes com as salmonelas recombinantes foram interessantes mesmo quando
administrada pela via oral. Apesar dos baixos titulos de IgG induzidos, sabe-se que as
salmonelas apresentam um papel modulador nas vacinas, promovendo resposta imune celular,
de interesse contra varios patdogenos. Estudos para melhoramento da imunizacdo com
salmonelas carregando antigenos de leptospira por via oral estdio em sendo propostos no
laboratério com o objetivo de aumentar a resposta imune secretoria, talvez importante na
defesa contra coloniza¢do da mucosa renal.

e A utilizagdo de salmonelas como vetor vacinal para humanos ¢ uma estratégia viavel,
uma vez que existe no mercado uma linhagem de Salmonella Typhi vacinal segura utilizada
contra febre tifoide em casos emergenciais. Essa linhagem vacinal poderia ser utilizada como
vetor vacinal recombinante contra outros patogenos.

e O sistema regulador soxRS se mostrou bastante interessante e eficiente in vitro € in
vivo. O sistema salmonelas com o vetor pAEsox hibrido foi capaz de induzir a expressao de
dois antigenos simultaneamente. Outra estratégia em investiga¢do em nosso laboratdrio para
aumentar a resposta contra os antigenos ¢ a atenuagdo da salmonela pela delecdo do gene
msbB que afeta a sintese de lipideo A, para diminuir a toxicidade da bactéria e permitir o
aumento da dose.

e Outro experimento em andamento no laboratério ¢ a comparagdo da eficiéncia do
promotor soxS com o promotor nirB, bastante citado na na literatura. Clonamos o gene da
proteina fluorescente GFP sob o controle desses dois promotores para avaliarmos e
compararmos a inducao de expressdo da proteina in vivo medindo a fluorescéncia. Esse ensaio
foi elaborado para enriquecer o manuscrito descritivo do sistema soxRS como controlados da
expressao de genes heterologos em salmonelas in vivo.

e Observamos que a salmonela recombinante carregando o gene LIC10191 promoveu
protecao parcial dos animas desafiados com Leptospira interrogans sorovar Pomona,

indicando ser um bom candidato vacinal.
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e Nossos ensaios de desafio com a Leptospira interrogans sorovar Copenhageni nao
foram conclusivos, € nao pudemos confirmar se os antigenos escolhidos sdo capazes de
induzir resposta protetora como proteinas purificadas ou quando expressos pela salmonela. A
reprodugdo do ensaio de imunizagdo e desafio estd sendo preparada.

e De maneira geral, a contribuicdo deste trabalho ocorre especialmente nas
dificuldades dos ensaios de desafio. Ha que se considerar que as curvas de dose feitas sempre
em paralelo nos ensaios de desafio permitiram qualificar o ensaio como valido ou nao. As
causas das falhas dos ensaios de desafio puderam ser encontradas e um ensaio modelo pode
ser desenhado. Resumidamente, o ensaio de imunizacdo e desafio deveria ser iniciado com
animais com 40 dias, recebendo duas doses de imundgenos em intervalo de 20 dias. O desafio
com Leptospira interrogans sorovar Copenhageni seria com 10° bactérias de um cultivo de
primeira passagem, dez dias apos isolamento do figado de animal infectado
experimentalmente. Embora o desenho experimental do desafio tenha sido possivel, o
controle dos muitos parametros relacionados nem sempre foi possivel em nossos ensaios.

O desafio com o sorovar Pomona esta mais bem estabelecido e os parametros sdo mais
reprodutivos. A possibilidade de contagem das bactérias do sorovar Pomona no macerado de
figado permite indculo para desafio diretamente de diui¢des do extrato do figado, enquanto as
bactérias do sorovar Copenhageni precisam ser cultivadas. Devido a grande variabilidade na
viruléncia, seria recomendado o desafio com cultivos de somente uma passagem. Entre os
pesquisadores do Butantan que trabalham no desenvolvimento de vacinas contra leptospirose
e em nosso grupo muito tem sido feito para compreender os pardmetros que regem a
manutencdo da viruléncia das leptospiras no cultivo. Ainda ha que se considerar a dificuldade
intrinseca de isolamento das leptopiras do animal que apresenta fortes sintomas da doenga o
que implica em possivel septicemia, € no isolamento, o cultivo ndo pode ser contaminado por
outras bactérias.

Nossos estudos levaram ao estabelecimento dos clones dos principais antigenos de
leptospira, tanto clones para purificagdo de proteinas quanto clones em salmonelas vacinais
prontos para um ensaio de imunizacdo e desafio. No ensaio previsto para breve, além de
aplicagdo dos paramentros ja estabelecidos também observaremos o protocolo de seguranca,
por isolamento de bactérias e preparo de cultivos a partir de maior numero de animais para

garantir disponibilidade de culturas adequadas no momento do desafio.
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ANEXO A - Cilculo do valor da DLsj de L. interrogans sorovar Pomona baseado no

modelo de Reed e Muench, 1938

Para exemplificar os célculos de determinagdao da DLsy usamos uma curva de dose
feita com L. interrrogans sorovar Pomoma. Grupos de cinco hamsters foram infectados com
200 pl das diluigdes seriadas (10° a 107" feitas a partir do macerado do figado de um animal
infectado com L. interrogans. Os animais foram observados por 21 dias ap6s o desafio.

Uma das limitagdes para o calculo da DLsy neste experimento foi a contagem das
bactérias. Na diluigio escolhida para o desafio (10°°) estimou-se pela contagem que havia
aproximadamente 120 leptospiras em 200 pl. Contudo, considerando que na diluigio 10"
ainda morreram animais, € que, portanto, ainda havia leptospiras (no minimo uma), pode-se
inferir que o numero de bactérias na dilui¢io utilizada para o desafio (10°) deve ser pelo
menos 1000 vezes maior que o estimado pela contagem.

Assim, para calcular a DLsy considerou-se que na dilui¢ao 10" foi injetada uma
leptospira, efetuando-se a correcdo do numero de bactérias para as demais diluicdes (Tabela
Al).

Apresentamos abaixo os calculos feitos para a determina¢do da DLs), em niimero de
leptospiras, e da dilui¢io correspondente a esse valor (DLsy '), pelo método de Reed e Muench

(1938). Estes valores também foram encontrados graficamente, como ilustrado na Figura Al.

Tabela A1 - Parametros considerados para o calculo da DLsy da L. interrogans sorovar Pomona recém
isolada do figado de animal com sintomas de leptospirose.

Nimero de Freqiiéncias acumuladas % de mortes
.. . . Contagem .
Dilui¢do .. leptospiras  log;o(N) S M Acumulada d
em lamina isido (N S (b) M (0) Total —c/(bt
corrigido (N) (b+c) =c/(b+c)
107 1200 10° 6 0 5 0 31 31 100
10°¢ 120 10° 5 1 4 1 26 27 96,3
107 12 10* 4 0 5 1 22 23 95,7
10® 1 10° 3 0 5 1 17 18 94,4
107 0 10° 2 0 5 1 12 13 92,3
101 0 10 1 1 4 2 7 9 77,8
10" 0 1 0 2 3 4 3 7 429

S — nimero de animais sobreviventes a infec¢@o por L. interrogans sorovar Pomona
M - niimero de animais que morreram apos infecgdo por L. interrogans sorovar Pomona
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Figura A1l - Relagdo entre as freqiiéncias acumuladas de sobrevivéncia e morte, e o niimero de
leptospiras 1njetadas (grafico A) e as dilui¢des feitas a partir do macerado do figado de
hamster infectado com L. interrogans sorovar Pomona (grafico B). A DLs, de
leptospiras ¢ dada pelo antilog;, da abscissa do ponto em que as curvas se cruzam no
grafico (A). A dilui¢do correspondente a DLsy, é dada pelo negativo do antilog;, da
abscissa do ponto em que as curvas se cruzam no grafico (B).

Célculo da distancia proporcional (D) entre o ponto 50% e a porcentagem cumulativa

de mortes abaixo deste ponto

D= 50%-A

(B-A)

Neste experimento: D= (50-42.9) =0,2
(77,8 —42,9)

A - % cumulativa de mortes abaixo do ponto 50%

B - % cumulativa de mortes acima do ponto 50%

Célculo da DLsg e da diluigdo correspondente a esta (DLso*)

log;o (DLsy) = logo(a) + [D x log;e(d)]

|Og1o (DL50*) = |Og1o(a*) + [D X |Og1o(d)]

DLsj - nimero de leptospiras que promove morte de 50% dos animais infectados

DLs — diluigdo que promove morte de 50% dos animais infectados

a —nuamero de leptospiras correspondente ao ponto abaixo do 50%

a* — diluicdo correspondente ao ponto abaixo do 50%

D — distancia proporcional

d — fator de diluigao
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Neste experimento:

log1o (DLso) = log1o(1) + [0,2 x log1o(10)]
|Og10 (DL50) = 0,2
DLsy = 2 leptospiras

log1o (DLso ) = logo (107"") +[0,2 x

log10(10)]
|Og10 (DL50*) = '10,8

Segundo os calculos efetuados, a DLs seria igual a 2 (duas) leptospiras, ou seja, o

correspondente & infecgdo com 200 ul da diluicdo 107'%* feita a partir do macerado de figado

recém isolado de hamster infectado com L. interrogans sorovar Pomona. Neste ensaio os

animais foram desafiados com 200 pl da dilui¢do 10, ou seja, com 10° leptospiras (5 x 10* x

DLsy).
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