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RESUMO

FERNANDES, L. G. V. Caracterizagdo e avaliacdo imunoldgica de trés proteinas de
superficie de Leptospira interrogans obtidas em Escherichia coli. 2012. 152 f. Dissertagédo
(Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2012,

A leptospirose € uma zoonose bastante disseminada, causada por bactérias patogénicas do
género Leptospira. A doenca apresenta um amplo quadro de manifestacGes clinicas em
humanos, variando desde febre, calafrios, dor de cabe¢a e muscular, até uma condi¢do mais
severa, conhecida como sindrome de Weil, caracterizada por hemorragia, faléncia renal e
ictericia. No Brasil e outros paises da America Latina, a doenga tem se tornado um grave
problema de saude publica, sendo associada ao rapido crescimento populacional, ao aumento
de favelas, as enchentes e a falta de saneamento bé&sico. Estas condicbes favorecem a
proliferacdo de roedores, principais vetores de transmissdo da leptospirose. O sequenciamento
do genoma completo de L. interrogans sorovar Copenhageni, a obtencéo e caracterizagdo de
proteinas potencialmente envolvidas na patogénese desta bactéria, como lipoproteinas e
proteinas de membrana externa, por técnicas de DNA recombinante, podem fornecer dados
importantes sobre a interacdo patdgeno-hospedeiro, cuja compreensdo pode favorecer o
desenvolvimento de uma vacina contra leptospirose e/ou kit diagnostico. Desta forma, foram
selecionados trés genes de L. interrogans sorovar Copenhageni, LIC10973 (conhecido como
OmpL1), LIC10731 e LIC10645, tendo como critério a predicdo de proteinas de membrana
externa. O gene OmpL1 mostrou-se 0 mais frequente em diferentes espécies e sorovares de
Leptospira. Os fragmentos referentes aos genes foram clonadas no vetor pGEM-T Easy e
subclonados no vetor de expressdo pAE, que acrescenta um epitopo de (His)6 a extremidade
N-terminal das proteinas recombinantes. As proteinas recombinantes foram expressas em E.
coli na forma de corpusculos de inclusdo, os quais foram solubilizados com ureia. Apds
purificacdo e dialise, foi verificado que as proteinas recombinantes estavam estruturadas, por
meio de dicroismo circular. Camundongos BALB/c foram imunizados, sacrificados, seus
bacos extraidos e processados para cultura de esplendcitos. O sobrenadante da cultura foi
utilizado para avaliacdo de citocinas secretadas. Todas as proteinas recombinante
promoveram ambas as respostas humoral e celular, com destaque para a reposta humoral
induzida pela OmpLl e resposta celular induzida pela rLIC10731. Resultados de
imunofluorescéncia e prote6lise por proteinase K sugerem que os trés genes codificam para
proteinas localizadas na membrana externa da bactéria. As proteinas recombinantes foram
reconhecidas por soro de hamsters infectados por L. interrogans, com destaque para a
reatividade da proteina OmpL1, que também foi expressivamente reconhecida por soro de
pacientes diagnosticados com leptospirose. Em ensaios de adesdo, a proteina OmpL1 foi
capaz de se ligar ao plasminogénio, laminina e fibronectina plasmatica, rLIC10645 ao
plasminogénio e laminina, sendo estas interacdes dose-dependentes e saturaveis, ao passo que
rLIC10731 se ligou ao plasminogénio e laminina de maneira dose-dependente, sendo a
ligacdo saturavel apenas para o plasminogénio. Estes resultados sugerem que estas proteinas
podem estar envolvidas no processo de patogénese da bactéria, uma vez que estdo expostas. A
proteina OmpL1 também mostrou ligacdo dose-dependente e saturavel ao fibrinogénio, e esta
interacdo é capaz de reduzir a formacdo do codgulo de fibrina. Estes resultados podem sugerir
o0 envolvimento desta proteina no aparecimento do quadro hemorrdgico presente na
leptospirose. Imunizagdo com a proteina rLIC10731 induziu protegdo parcial contra infecgdo
letal com L. interrogans em hamsters.
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ABSTRACT

FERNANDES, L. G. V. Characterization and immunological evaluation of three surface
proteins of Leptospira interrogans obtained in Escherichia coli. 2012. 152 p. Masters thesis
(Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo,
2012,

Leptospirosis is a highly disseminated zoonosis, caused by pathogenic bacteria of genus
Leptospira. The disease presents a broad spectrum of clinical manifestations in humans,
ranging from fever, chills, muscular pain and headaches, to a more severe condition, known
as Weil syndrome, characterized by hemorrhage, renal failure and jaundice. In Brazil and
other countries in Latin America, the disease has become an important public health problem,
due to the rapid growth of population, increase of slums, flooding events and the lack of
sanitation. These conditions favor the proliferation of rodents, main transmission vector of
leptospirosis. After annotation of the genome sequence of L. interrogans serovar
Copenhageni, identification and characterization of proteins potentially involved in the
pathogenesis of this bacterium, such as lipoproteins and outer-membrane proteins, by
recombinant DNA techniques, can provide important data about the pathogen-host
interactions. This comprehension may favor the development of a vaccine against
leptospirosis and/or a diagnosis kit. Thus, three genes from L. interrogans serovar
Copenhageni, LIC10973 (known as OmpL1), LIC10731 and LIC10645 were selected based
on their prediction of code for proteins located in the outer-membrane. The OmpL1 gene was
the most frequent one among different species and serovars of Leptospira. The fragments
comprising the genes were cloned into pGEM-T Easy vector and subcloned in expression
vector pAE, which adds an (His)6 epitope at the N-terminus of the recombinant proteins. The
recombinant proteins were expressed in E. coli as inclusion bodies, which were solubilized by
urea. After purification and dialysis, it was verified that the recombinant proteins were
correctly folded, by circular dichroism assay. BALB/c mice were immunized, sacrificed, their
spleen extracted and processed for splenocytes culture. Culture supernatant was used to
evaluate secreted cytokines. All recombinant proteins elicited both humoral and cellular
response, specially the humoral response promoted by OmpLl and cellular response
promoted by rLIC10731. Immunofluorescence and proteinase K proteolysis results suggest
that the three genes encode for proteins located in the bacterium outer-membrane. All
recombinant proteins were recognized by serum of L. interrogans experimentally infected
hamsters, prominently the OmpL1 reactivity, which was also highly recognized by positive
leptospirosis serum sample. Binding assays were performed, and the OmpL1 protein binds to
plasminogen, laminin and plasma fibronectin, rLIC10645 binds to plasminogen and laminin,
being all these interactions dose-dependent and saturable. rLIC10731 also binds to
plasminogen and laminin in a dose-dependent manner, however the binding was only
saturable with plasminogen. These results suggest that the proteins may be involved in the
pathogenesis process. Additionally, protein OmpL1 binds to fibrinogen, and this interaction
reduces the fibrin clot formation. The data may suggest that this protein might be involved the
hemorrhagic manifestations during leptospirosis. Immunization with rLIC10731 promoted
partial protection against lethal infection with L. interrogans in hamster model.

Keywords: Leptospira. Leptospirosis. Recombinant proteins.
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1 INTRODUCAO

1.1 Microbiologia e biologia celular de Leptospira spp.

As leptospiras sdo bactérias finas, enroladas helicoidalmente, bastante moveis,
possuindo em média de 6 a 20 um de comprimento (HAAKE et al., 2000; KO; GOARANT;
PICARDEAU, 2009; LEVETT, 2001). Sao espiroguetas, ou seja, divergiram cedo na
evolucdo das bactérias (PASTER et al., 1991), e podem compreender tanto espécies
saprofiticas quanto patogénicas, contidas no género Leptospira, que pertence a familia
Leptospiraceae, ordem Spirochaetales (FAINE et al., 1999). Podem ser distinguidas
morfologicamente de outras espiroquetas com base no formato Unico de suas extremidades
em gancho ou ponto de interrogacao (FAINE et al., 1999; LI et al., 2000).

Essas bactérias ndo sao coradas pelo método de Gram, sendo utilizada a impregnacao
por sais de prata ou observacdo direta em microscopio de campo escuro ou contraste de fase
para sua visualizacdo (FAINE et al., 1999; LEVETT et al., 2001).

As leptospiras possuem crescimento relativamente lento tanto em meio de cultura
liquido quando sélido. O crescimento 6timo destas bactérias é observado em temperaturas
entre 28 e 30 °C em meio suplementado com acidos graxos de cadeia longa, vitamina B1 e
B12 e sais de amonio (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009; FAINE et al., 1999; LEVETT,
2001).

Os acidos graxos de cadeia longa sdo a unica fonte de carbono e energia conhecida, e
sdo degradados por meio de fB-oxidagdo. O meio de cultura mais usado para cultivo das
leptospiras é o meio Ellinghausen—McCullough/Johnson—Harris (EMJH), que contém &cido
oleico, albumina sérica e polisorbato (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; FAINE
etal., 1999; LEVETT, 2001).

Algumas cepas patogénicas, como L. interrogans, podem sobreviver em meios
pobres em nutrientes, como solo imido e &gua fresca por longos periodos, tendo concentracdo
de sal, pH e viscosidade como fatores criticos (TRUEBA et al., 2004). Entretanto, a espécie L.
borgpetersenii ndo sobrevive fora do hospedeiro, e analises genémicas indicam que isto se
deve a perda de genes cruciais para sobrevivéncia fora do hospedeiro, devido ao genoma
menor desta espécie (BULACH et al., 2006).

Visualizagdo microscopica e ensaios em placas de poliestireno demonstraram que as

leptospiras sdo capazes de se agregar e formar biofilme, e este fenbmeno é proposto como
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sendo um mecanismo empregado por essas bactérias para sobreviver em diversos meios
(RISTOW et al., 2008).

As leptospiras possuem estruturas que compartilham caracteristicas tanto de bactérias
Gram-positivas quando Gram-negativas (Figura 1). A membrana dupla e a presenca de
lipopolissacarideo (LPS) sdo caracteristicas de bactérias Gram-negativas, ao passo que a forte
associacao da membrana plasmética com a parede celular composta de peptideoglicano é uma
caracteristica semelhante a de bactérias Gram-positivas (KO; GOARANT; PICARDEAU,
2009; HAAKE et al., 2000; LEVETT, 2001). A presenca de LPS é um grande diferencial em
relagdo a outras espiroquetas, tais como Treponema pallidum, Treponema denticola, e
Borrelia burgdorferi, as quais ndo possuem LPS (BOON HINCKLEY et al., 2005; HAAKE;
MATSUNAGA, 2010).

Figura 1 - Estrutura e composi¢do da membrana de Leptospira spp.
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As leptospiras apresentam uma membrana citoplasmética (MI, membrana interna), um espaco
perisplasmatica (EP) no qual se localizam os flagelos periplasmaticos e uma membrana externa
(ME), composta por proteinas expostas e lipopolissacarideos (LPS). A forte associacdo da
camada de peptideoglicano com a MI é uma caracteristica de bactérias Gram-positivas, e a
presenca de uma membrana externa e LPS é uma caracteristica de bactérias Gram-negativas.

O LPS das leptospiras é estruturalmente e imunologicamente similar ao LPS de
outras bactérias Gram-negativas. Entretanto, é cerca de 12 vezes menos toxico do que o de E.
coli (FAINE et al., 1999). O lipideo A das leptospiras contém caracteristicas pouco comuns,
incluindo uma metilacdo do fosfato contido no dissacarideo de glucosamina (QUE-
GEWIRTH et al., 2004).
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A mobilidade das leptospiras depende da presenca de dois flagelos periplasmaticos,
ou endoflagelos (CHARON; GOLDSTEIN, 2002), que partem de cada extremidade da célula
(LIAO et al., 2009) e terminam no centro da mesma (BHARTI et al., 2003). A mobilidade
destas bactérias é relevante a sua biologia bésica e, apesar de ser um evento comum também
as leptospiras saprofiticas, pode ser considerada um fator de viruléncia. Leptospiras
patogénicas recém-isoladas possuem uma movimentacao translacional e rotacional maior em
comparagdo com as cepas mantidas in vitro (ELLIS et al., 1983). Esta mobilidade permite que
estes micro-organismos migrem atraves de nichos de aspecto geliforme, como tecidos
conjuntivos (LI et al., 2000).

A inativacdo do gene da flagelina flaB em L. biflexa por meio de recombinagao
homologa resultou na auséncia do endoflagelo, e consequentemente perda da movimentagédo
da bactéria (PICARDEAU; BRENOT; SAINT GIRONS, 2001).

1.2 Classificagéo e taxonomia

Tradicionalmente, as leptospiras eram divididas em duas espécies soroldgicas
distintas, com a maioria das espécies patogénicas (ou supostamente patogénicas) agrupadas
no complexo “interrogans”. Todas outras foram classificadas dentro do complexo “biflexa”,
que inicialmente continha as cepas saprofiticas (BHARTI et al., 2003; KMETY; DIKKEN,
1993; PLANK; DEAN, 2000).

O género Leptospira tem sido dividido e classificado em mais de 250 sorovares de
acordo com o teste de microaglutinacdo (MAT) (PLANK; DEAN, 2000). Esta classificacdo
soroldgica € baseada na expressdo de LPS expostos, sendo que as diferencas estruturais na
porcdo de carboidrato do LPS determinam a diversidade antigénica entre os diferentes
sorovares (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010), os quais sdo classificados em
sorogrupos, de acordo com os antigenos em comum (PLANK; DEAN, 2000).

A classificacdo genética atual, baseada em analise de hibridizacdo de DNA, indica
gue existam pelo menos 19 espécies, sendo destas 13 patogénicas e 6 saprofiticas (BRENNER
et al.,, 1999; LEVETT, 2001). Sete destas espécies, L. interrogans, L. borgpetersenii, L.
santarosai, L. noguchii, L. weilli, L. kirschneri e L. alexanderi sdo o0s principais causadores da
leptospirose (AHMED et al., 2006). Entretanto, aproximadamente metade dos sorovares
patogénicos sdo classificados em L. interrogans ou L. borgpetersenii (BRENNER et al.,
1999).
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A reclassificacdo das leptospiras usando determinantes genéticos fornece
informagdes taxondmicas importantes, mas € independente da classificacdo soroldgica
estabelecida, que é mais conhecida por epidemiologistas e clinicos. Portanto, as designacdes
de sorogrupos e sorovares continuardo a ser usadas (BHARTI et al., 2003), funcionando como
uma complementacdo a classificagdo genética (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009). A
independéncia entre sorogrupo em relacdo a classificacdo genética sugere que 0s genes
determinantes dos sorotipos (sorovares) podem ter sido transferidos lateralmente entre
diferentes espécies (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009; LEVETT, 2001).

Anadlise filogenética do gene 16S do RNA ribossdmico (RNATr) sugere que espécies
de Leptospira se dividem em trés grupos distintos, a saber, espécies patogénicas,
intermedidrias e saprofiticas (LEVETT et al., 2006; PEROLAT et al., 1998).

Baseando-se nesta classificacdo, o grupo das espécies saprofiticas (L. biflexa, L.
wolbachii, L. kmetyi, L. meyeri, L. vanthielii, L. terpstrae, e L. yanagawae) forma o ramo
mais afastado filogeneticamente, enquanto o grupo das espécies patogénicas engloba 8
espécies (L. interrogans, L. kirschneri, L.borgpetersenii, L. santarosai, L. noguchii, L. weilii,
L. alexanderi, and L. alstonii). Outro ramo evolucionario é compreendido pelo grupo das
chamadas espécies intermediarias (L. inadai, L.broomii, L. fainei, L. wolffii, L. licerasiae), o
qual contém espécies de patogenicidade pouco clara (BHARTI et al., 2003; KO; GOARANT;
PICARDEAU, 2009; LEVETT, 2001).

Atualmente, o sequenciamento do genoma de algumas espécies de Leptospira
permitiu a introducdo de inimeros métodos para genotipagem, gque incluem analise multiloci
de numero de sequencias em tandem repetidas (VNTR) (CAIMI et al., 2010; SALAUN et al.,
2006) e analise de sequéncias multiloci (MLST) (AHMED et al., 2006; CAIMI et al., 2010;
THAIPADUNGPANIT et al., 2007), um método de classificacdo que é baseado em
sequéncias parciais de genes housekeeping e pode constituir futuramente um método padrédo

para genotipagem de Leptospira assim como ja é para outras bactérias.

1.3 Genbmica e biologia molecular

Um grande avango no entendimento da biologia bésica das leptospiras e do processo
de patogénese destas bactérias foi o sequenciamento do genoma completo de duas espécies
patogénicas, L. interrogans e L. borgpetersenii, e da espécie saprofitica L. biflexa (BULACH
et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2004a, b; PICARDEAU et al., 2008; REN et al., 2003).
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De maneira geral, os genomas possuem um conteudo C+G entre 35 e 41% e dois
cromossomos circulares com tamanho de aproximadamente 4 Mb e 300 kb, n&o apresentando
plasmideos naturais. Um terceiro replicon de 74 kb, chamado de p74, foi identificado em L.
biflexa (PICARDEAU et al., 2008), a qual também pode possuir um quarto replicon circular,
um bacteriéfago LE1 (BOURHY et al.,, 2005; SAINT GIRONS et al.,, 1990). Este
bacteriéfago ndo é encontrado nas leptospiras patogénicas (KO; GOARANT; PICARDEAU,
2009) e ¢ a base para o unico plasmideo shuttle vector desenvolvido entre E. coli e L. biflexa
(GIRONS et al., 2000); porém este vetor ndo é replicativo nas leptospiras patogénicas (KO;
GOARANT; PICARDEAU, 2009).

Comparacdo dos genes entre 0os genomas sequenciados revela que existem 2052
genes preditos em comum (PICARDEAU et al., 2008). Os genomas de L. interrogans e L.
borgpetersenii contém aproximadamente 3400 e 2800 genes preditos (excluindo-se
transposons e pseudogenes), dos quais 656 ndo sdo encontrados em L. biflexa, a qual possui
muitos genes que codificam para proteinas de percep¢do ambiental e de metabolismo.

A espécie L. borgpetersenii possui um genoma cerca de 700 kb menor que L.
interrogans e com muito mais pseudogenes, 0 que sugere que L. borgpetersenii sofreu um
processo de reducdo de genoma (BULACH et al., 2006). A perda de genes parece ter feito
com que esta espécie ndo conseguisse sobreviver fora do hospedeiro e, portanto, dependa de
contato direto entre hospedeiros, normalmente gado, para sua transmissdao (BULACH et al.,
2006).

A maioria dos genes de Leptospira spp. ndo possui ortélogos no genoma de outras
espiroquetas, confirmando a grau de divergéncia genética das leptospiras em relacdo a outros
membros do filo (BULACH et al., 2006).

1.4 Leptospirose

A leptospirose € a zoonose mais disseminada globalmente, acometendo tanto
humanos quando animais, principalmente cdes, gado e porcos (ADLER; DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010). Mais de 500.000 casos de leptospirose severa sdo reportados a cada
ano, com taxas de mortalidade que excedem 10% (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2003). Esta doenga representa um grande problema econdmico para a sadde publica (FAINE
etal., 1999; KO et al., 1999; LEVETT, 2001).

A infeccdo pelas cepas patogénicas comumente ocorre por meio de contato direto

com urina de animais contaminados ou indiretamente por meio de agua e solo contaminados
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(BHARTI et al., 2003; FAINE et al., 1999). Praticamente todo mamifero pode servir como
carreador das leptospiras, albergando estas bactérias nos tabulos proximais do rim, o que
acarreta na liberacdo das leptospiras pela urina. As leptospiras entram no organismo por meio
de cortes ou abrasdo na pele, ou pelas membranas mucosas do olho, nariz e garganta
(PLANK; DEAN, 2000).

Ratos sdo considerados os carreadores principais na maioria dos casos reportados de
leptospirose em humanos, excretando altas concentracfes de leptospiras na urina meses apos a
infeccéo inicial (cerca de 10’ organismos/mL). Os humanos sdo considerados os hospedeiros
acidentais, sofrendo de infeccdo aguda e em algumas vezes fatal (ADLER; DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010; FAINE et al., 1999; KO et al., 1999; KO; GOARANT; PICARDEAU,
2009).

DescricBes tipicas da doenca incluem um quadro sintomatico bifasico e um
fulminante (HEATH JR; ALEXANDER; GALTON, 1965). No quadro bifasico, a fase inicial
aguda ou septicémica é caracterizada por bacteremia que dura por aproximadamente uma
semana. A maioria dos casos apresenta uma doenca febril de inicio sUbito; muitos relatos
clinicos tém indicado a presenca de febre em praticamente todos os casos relatados de
leptospirose (TAKAFUJI et al., 1984). Muitas pessoas infectadas por Leptospira spp. podem
apresentar uma manifestacdo subclinica com sintomas bastante brandos, e assim néo
procuram atendimento médico (BHARTI et al., 2003). A infecgdo assintomatica é comum,
principalmente em regides onde a doenca é endémica.

A resolucdo dos sintomas pode coincidir com a fase imune, na qual os anticorpos
comecam a ser produzidos, acompanhados pela excrecao de leptospiras pela urina. Entretanto,
a febre pode reaparecer apés 3-4 dias, produzindo o quadro bifasico. Na maioria dos casos, 0
quadro bifasico nao é diferencavel de outras doencas febris (BHARTI et al., 2003).

Na fase inicial, a leptospirose também ¢é caracterizada por calafrios, dores de cabeca
e muscular, podendo ocorrer a progressdo dos sintomas para uma complicacdo generalizada,
conhecida como Sindrome de Weil, que ocorre em 5-15% dos casos, com taxas de
mortalidade de 5-40% (FAINE et al., 1999; KO et al.,, 1999; LEVETT, 2001; PLANK;
DEAN, 2000). Este quadro é caracterizado por faléncia de 6rgdos, incluindo ictericia,
meningite, hemorragia, disfuncéo renal e hepatica e colapso cardiovascular. Injuria vascular e
leses endoteliais sdo observadas em todos os orgdos afetados (ADLER; DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010; FAINE et al., 1999; KO et al., 1999).

A severidade da doenca depende da cepa ou sorovar infectante de Leptospira

envolvidos, tamanho do inoculo, pelo menos para algumas cepas, bem como a idade e
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situacdo de salde e imune do individuo infectado (FAINE et al.,, 1999; LEVETT 2001).
Adicionalmente, a forma severa da doenca estd normalmente associada com 0s sorovares
Icterohaemorragiae, Copenhageni e Lai (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

A sindrome pulmonar hemorragica associada a leptospirose (LPHS), primeiramente
descrita na Coreia e China (PARK et al., 1989), se tornou foco de especial atencdo apds um
grande surto desta forma severa da doenca em Nicaragua, no ano de 1995 (TREVEJO et al.,
1998). Subsequentemente, a LPHS emergiu como uma das principais causas de febre
hemorragica em paises em desenvolvimento (MACIEL et al., 2008; MAROTTO et al., 1999;
PANAPHUT; DOMRONGKITCHAIPORN; THINKAMROP, 2002).

Uma das caracteristicas deste quadro é o sangramento intenso dos pulmdes e dano
tecidual agudo, indicando que a patogénese desta sindrome pode ser diferente da sindrome de
Weil (KO et al., 1999). No entanto, estd sindrome pode ser subdiagnosticada em regides
altamente endémicas (MCBRIDE et al., 2005; SEGURA et al., 2005). Os sintomas podem ser
moderados e pouco especificos, incluindo dor no peito, tosse e dispneia, que aparecem
geralmente entre o quarto e sexto dia da doenca. Além disso, a severidade da forma
respiratoria da leptospirose ndo estd associada a presenca de ictericia. Os indices de
mortalidade de LPHS podem chegar a 30-70%, e a morte se da em até 72 horas apds o
aparecimento dos sintomas (NICODEMO et al., 1997; YERSIN et al., 2000).

Os pacientes que desenvolvem LPHS apresentam altas concentracdes de DNA de
leptospira nos pulmdes (SEGURA et al., 2005), embora o nimero de bactérias intactas seja
pequeno (NICODEMO et al., 1997).

1.5 Epidemiologia da doenca

A leptospirose € considerada a zoonose mais distribuida globalmente (LEVETT,
2001) por causa da vasta gama de animais, principalmente mamiferos, que sdo infectados por
leptospiras patogénicas. Conforme mencionado, os roedores sdo 0s principais reservatorios de
manutencdo da bactéria na maioria dos casos (BHARTI et al., 2003). Este grupo ndo inclui
apenas ratos e camundongos, mas também ratazanas, musaranhos, ouri¢os e marsupiais.

Porém, alguns roedores, como hamsters e porquinhos-da-india, sdo bastante
suscetiveis a leptospirose, e podem servir como modelo animal para leptospirose humana.
Anfibios, cobras e peixes também foram mostrados como animais com potencial de albergar
leptospiras (MINETTE, 1983), mas a significAncia destes achados em rela¢do a transmisséo
da doenca e desconhecida (LANGSTON; HEUTER, 2003).
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Quando as leptospiras estdo fora dos hospedeiros, elas ndo se replicam (GREENE;
MILLER; BROWN, 1998), porém, dependendo das condicdes, elas podem permanecer
viaveis por varios meses, quando as condi¢es ambientais sdo 6timas.

Ademais, a leptospirose causa uma série de manifestacdes cronicas em animais de
pecuaria, particularmente gado, porcos, ovelhas e cabras, que estdo associadas com queda de
producdo, natimortos e abortos (GROOMS, 2006; LILENBAUM, 2006; RAMOS; SOUZA,
LILENBAUM et al., 2008). Uveite recorrente em cavalos devido a leptospirose é um sintoma
bastante frequente (BARWICK et al., 1998), e esta relacionado a uma reacdo autoimune
gerada pelas proteinas LruA e LruB de Leptospira spp. (VERMA et al., 2010).

A leptospirose em humanos é sempre adquirida de uma fonte animal; a transmissao
de humano para humano é, para fins préaticos, de pouca importancia epidemioldgica (FAINE
et al., 1999). A doenca possui um impacto significativo na salde publica por todo o mundo,
especialmente nos paises em desenvolvimento (BHARTI et al., 2003; GANOZA et al., 2010;
LEVETT, 2001; MCBRIDE et al., 2005).

A incidéncia da doenca em humanos € maior nos tropicos do que em regides
temperadas, porém a transmissdao ocorre tanto em paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento, nos quais a doenga ocorre tanto em &reas urbanas quanto rurais (BHARTI
et al., 2003). Surtos da doenca em paises desenvolvidos sdo geralmente associados com
exposicdo ocupacional (BENSCHOP et al., 2009; DESAI et al., 2009), turismo ou esportes
aquaticos (MORGAN et al., 2002; STERN et al., 2010). Paises em desenvolvimento sdo
bastante afetados pela doencga, com cerca de meio milhdo de casos reportados anualmente e
taxa de mortalidade em torno de 5-10% (MCBRIDE et al., 2005).

A leptospirose era principalmente considerada uma doenga ocupacional, associada a
atividades como mineracdo, tratamento de esgoto, atividades de pecuaria, medicina
veterinaria e empreitadas militares (BHARTI et al., 2003). A importancia relativa da
exposicao ocupacional tem diminuido desde a implementacdo de medidas de protecdo. Porém,
em paises tropicais, a exposicdo em virtude de atividades ocupacionais como cultivo irrigado
de arroz e outras atividades agricolas ainda € significativa, assim como a exposi¢do as
leptospiras em razdo de atividades corriqueiras, especialmente associadas a chuvas torrenciais
e sazonais (RUSSELL et al., 2003; SANDERS et al., 1999; TREVEJO et al., 1998).

As condigdes ambientais afetam bastante a transmisséo das leptospiras (BHARTI et
al., 2003) e sua diversidade € limitada em ilhas, como Barbados, onde apenas 4 sorovares
patogénicos foram identificados (LEVETT et al., 1998; MATTHIAS; LEVETT, 2002), e em
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ambientes urbanos onde os principais reservatdrios em potencial sdo ratos e cachorros (KO et
al., 1999; VINETZ et al., 1996).

Dados do Ministério da Salude relatam em média 3500 casos confirmados de
leptospirose no Brasil entre 1997 e 2011, com uma taxa de mortalidade média de 10%. Porém
estes dados sdo subestimados, principalmente em virtude dos sintomas pouco especificos da
doenca e infeccdo assintomética em algumas regiGes endémicas (CRUZ; VARGAS; LOPES,
2009).

A leptospirose tem sido considerada uma doenca infecciosa reemergente,
principalmente na Nicaragua, Brasil, india, Malasia e outras regides tropicais e subtropicais
(CRUZ; VARGAS; LOPES, 2009; SARKAR et al., 2012).

1.6 Diagnostico e tratamento

Um pré-requisito para o controle de doencas infecciosas € a disponibilidade de testes
diagnosticos funcionais, os quais devem ser confiaveis, sensiveis e baratos (PALANIAPPAN;
RAMANUJAM; CHANG, 2007).

O teste de microagutinacdo (MAT) €é considerado o teste padrdo para diagndstico de
leptospirose, sendo especifico para sorovares ou sorogrupos de Leptospira spp. (FAINE et al.,
1999); porém ndo permite o diagnostico na fase inicial da doenca, pois este teste detecta a
presenca de anticorpos contra Leptospira spp., principalmente do tipo IgG, os quais sdo
gerados em 5-7 dias ap6s a exposicdo ao patogeno (PALANIAPPAN; RAMANUJAM,;
CHANG, 2007).

Basicamente, diluicdes seriadas do soro do possivel paciente com leptospirose sdo
misturadas com suspensdes vivas de Leptospira spp., € 0 titulo do soro é considerado a
diluicdo maxima que fornece 50% de aglutinacdo (LANGSTON; HEUTER, 2003). Embora
tenha alta sensibilidade e especificidade (CUMBERLAND; EVERARD; LEVETT, 1999;
BHARTI et al., 2003), este teste &€ demorado, feito apenas em laboratorios de referéncia e
exigindo pessoal altamente capacitado para execucdo, podendo apresentar variacdo dos
resultados entre diferentes laboratorios (BHARTI et al., 2003; CHAPPEL et al., 2004;
VIJAYACHARI; SEHGAL, 2006).

Em adicdo, esse teste ndo consegue diferenciar entre anticorpos resultantes de
infeccdo ou vacinacdo, o que é um problema no que tange a animais, uma vez que vacinas
veterinarias sdo compostas de uma preparacdo de leptospiras mortas ou inativadas (NAIMAN
etal., 2001; VERNEL-PAUILLAC; MERIEN, 2006; WANG; JIN; WEGRZYN, 2007).
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Existem algumas técnicas para deteccdo das leptospiras na fase inicial da doenga,
para a qual o teste MAT ndo permite diagnostico. Durante a leptospiremia, denotada pela
presenca de leptospiras no sangue, estas podem ser visualizadas nas amostras clinicas por
microscopia de campo escuro, porém este método é pouco sensivel e pouco especifico
(LEVETT, 2001; TURNER, 1970), além de interpretacbes errbneas, uma vez que as
leptospiras podem ser confundidas com fibrina, a qual apresenta um movimento Browniano
semelhante ao das espiroquetas (FAINE et al., 1999; TURNER, 1970).

O isolamento das bactérias em amostras de sangue e urina também € possivel; no
caso de amostras de sangue, estas devem ser retiradas o mais breve possivel, logo apds o
aparecimento dos sintomas, pois, como mencionado, a leptospiremia ocorre nos primeiros
estagios da doenca e dura até o final da primeira semana ap0s o0 aparecimento dos sintomas da
fase aguda (BHARTI et al., 2003; LEVETT, 2001). Neste procedimento, uma ou duas gotas
de sangue séo inoculadas em meio semi-sélido contendo 5-fluorouracil, um antibi6tico para
selecdo de leptospiras (JOHNSON; ROGERS, 1964). No entanto, o crescimento das bactérias
é lento em um isolamento priméario (BHARTI et al., 2003; LEVETT, 2001), o que dificulta o
diagnostico na fase inicial da doenca, onde o tratamento é mais eficaz (TOYOKAWA,
OHNISHI; KOIZUMI, 2011; TULSIANI et al., 2010).

O diagnostico da leptospirose pela amplificacdo de DNA desta bactéria contido no
sangue, urina, fluido cerebroespinhal e humor aquoso também pode ser realizado (BROWN et
al., 2003; CHU et al., 1998; LEVETT, 2001). Muitos protocolos de PCR para deteccdo de
DNA de leptospira em materiais clinicos foram desenvolvidos desde 1990, e a maioria
mostrou possuir alta sensibilidade (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

Muitos ensaios de PCR objetivando a amplificacdo de genes do RNAr 16S e 23S
(HOOKEY, 1992; MERIEN et al., 1992; MURGIA et al., 1997) bem como aqueles que
codificam OmpLl1l, DNA girase, RpOB, proteinas Lig e LipL32, além de elementos
repetitivos no DNA (JOUGLARD et al., 2006; LA SCOLA et al., 2006; LEON et al., 2006;
LIU et al.,, 2006; PALANIAPPAN et al., 2005; REITSTETTER et al., 2006; ROMERO;
YASUDA et al., 2006) tém sido desenvolvidos. Um protocolo de PCR baseado na
amplificacdo do gene da flagelina e do gene secY estd descrito no Manual da Organizacdo
Mundial da Saude (WHO, 2003).

O aumento da sensibilidade deste metodo diagnostico tem sido obtido por meio da
utilizagcdo de PCR quantitativo usando sondas TagMan (SLACK et al., 2007) ou SYBR green
(LEVETT et al.,, 2005). Um trabalho recente descreve a deteccdo de leptospiras pela

amplificacdo do DNA gendmico utilizando a técnica de amplificacdo isotermica (LAMP),
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com uso de oligonucleotideos que amplificam o gene do RNAr 16S (SUWANCHAROEN et
al., 2012).

Anticorpos IgM contra leptospiras sdo detectados durante a primeira semana da
doenca (BHARTI et al., 2003; ADLER et al., 1980; GUERREIRO et al., 2001) e muitos
ensaios de ELISA foram propostos para deteccdo destes anticorpos. Os antigenos
imobilizados podem ser lisados totais de leptospiras ou entdo proteinas recombinantes
especificas, como LipL32, Loa22 (CHALAYON et al., 2011), OmpL1 (DONG et al., 2008;
SUN et al., 2011), Hsp60 (NATARAJASEENIVASAN et al., 2011) e LigA (SRIMANOTE et
al., 2008).

Além destes protocolos para diagnostico laboratorial, em 2010 foi divulgado pela
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) um método diagnéstico rapido, baseado em cartéo,
utilizando o antigeno LigA de leptospira. Esse método permite a deteccéo de anticorpos anti-
LigA em apenas uma gota de sangue do paciente, sendo o resultado bastante rapido, em torno
de 15 minutos (FUNDACAO OSWALD CRUZ, 2010).

Depois de diagnosticada a leptospirose, o tratamento envolve a utilizacdo de
antibidticos como oxitetraciclina, doxiciclina e penicilina (BABER; STUART, 1946;
MCCLAIN et al., 1984; RUSSELL, 1958). A terapéutica com antibidtico parece reduzir o
avanco dos sintomas (a exemplo de duracdo da hipertermia, tempo de normalizagédo da funcéo
renal e tempo de hospitalizagéo) e a ocorréncia de sequelas, podendo prevenir a ocorréncia de
infeccdo sintomatica e a evolucdo para as manifestacfes mais graves da doenca, por isso seu
uso é recomendado (MCCLAIN et al., 1984; SEHGAL et al., 2000; TAKAFUJI et al., 1984;
WATT et al., 1988), embora ainda seja um assunto controverso, uma vez que muitos casos de
leptospirose severa se resolvem espontaneamente (BHARTI et al., 2003; BRETT-MAJOR;
COLDREN, 2012; GRIFFITH; HOSPENTHAL; MURRAY, 2006; KATZ et al., 2001;
VINETZ, 2003;).

Nos casos graves, nos quais had complicacBes renais, respiratérias ou hemorragicas,
0s pacientes devem ser encaminhados a hospitais que disponham de capacidade para realizar

procedimentos como didlise e terapia intensiva (LEVETT et al., 2011).

1.7 Patogenicidade e Fatores de Viruléncia

Um melhor entendimento dos mecanismos de patogénese e fatores de viruléncia
envolvidos esta atualmente sob investigacdo com a disponibilidade das sequéncias genémicas,

ferramentas genéticas e modelos animais que podem ser usados para diferentes estudos.
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Os mecanismos moleculares da patogénese sdo ainda pouco compreendidos, sendo
que atualmente poucos fatores de viruléncia que contribuem para a patogénese da doenca
foram identificados. De maneira geral, candidatos a fatores de viruléncia incluem LPS (que €
um fator de viruléncia de bactérias gram-negativas), hemolisinas, proteinas de membrana
externa (OMPs), bem como moléculas de adesdo, uma vez que jd € bem descrito que a
interacdo do patdgeno com a matriz extracelular pode desempenhar um papel central na
colonizacao dos tecidos do hospedeiro (LJUNGH; MORAN; WADSTROM, 1996; PATTI et
al., 1994).

O reconhecimento das leptospiras (e, por conseguinte, de seu componente
majoritario, o LPS) em células murinas é mediado por receptores TLR4 (Toll-like receptor) e
TLR2, ao passo que em células humanas esse reconhecimento se d& apenas por TLR2
(NAHORI et al., 2005; WERTS et al., 2001). Por isso, foi sugerido que o lipidio A do LPS
das leptospiras, quimicamente particular (QUE-GEWIRTH et al., 2004), ndo é reconhecido
por receptores TLR4 humanos, e por isso falha em ativar essa rota imune. Esta falta de
reconhecimento em células humanas, mas ndo em murinas, pode resultar em uma ineficiéncia
em montar uma resposta imune apropriada, levando a suscetibilidade a bactéria.

Mutacdes por transposons em genes da biossintese de LPS afetaram a viruléncia das
leptospiras. Um dos poucos mutantes obtidos (no gene LA 1641) sintetiza uma forma menor
do LPS e é incapaz de causar infeccdo letal em hamsters (MURRAY et al., 2009a). Sabe-se
gue anticorpos anti-LPS conferem imunidade passiva em alguns modelos animais contra um
numero especifico de cepas e espécies de Leptospira (FAINE et al., 1999).

Toma et al. (2011) demonstraram que L. interrogans é capaz de sobreviver, replicar e
escapar de macrofagos de camundongo, o que possibilita sua disseminacdo em érgdos alvos.
Li et al. (2010) mostraram que as leptospiras fagocitadas por macr6fagos humanos sédo
capazes de escapar dos fagossomos para o citossol, onde elas proliferam e ativam a via de
apoptose dessas células, por meio da proteina se superficie Loa22 (WU et al., 2011),
sabidamente um fator de viruléncia (RISTOW et al., 2007).

O uso de zebrafish (Danio rerio) como modelo para compreensao da patogénese das
Leptospiras spp. foi recentemente descrito. Embrides deste peixe, que sdo bem transparentes,
permitem a observagdo de células vivas em microscopio e também foram empregados em
pesquisa de patogénese microbiana (NEELY; PFEIFER; CAPARON, 2002). Embrides
infectados com L. interrogans se mostraram assintoméaticos durante o inicio da infeccéo.
Neste modelo, as leptospiras foram fagocitadas e sobreviveram dentro dos macréfagos, os

quais se moveram para longe do local inicial da infec¢do, sugerindo um mecanismo
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alternativo pelo qual a disseminacdo das leptospiras pode ser facilitada (DAVIS; HAAKE;
RAMAKRISHNAN, 2009). Recentemente, foi identificada uma proteina, Mce, responsavel
pela adesdo das leptospiras a macrdfagos e sua respectiva invasdo (ZHANG et al., 2012).

As leptospiras patogénicas provavelmente estdo em contato com altas concentragdes
de espécies reativas de oxigénio induzidas pelo hospedeiro durante a resposta imune inata.
Eshghi et al. (2012) mostraram que o gene KatE, anotado como a Unica catalase de Leptospira
spp. patogénicas, codifica uma catalase funcional, que garante um aumento de sobrevivéncia
das cepas patogénicas em relacdo as saprofiticas; em soma, a inativacdo do gene KatE nas
cepas patogénicas diminuiu drasticamente a viabilidade destas bactérias na presenca de H,O,
extracelular e reduziu a viruléncia em modelo animal de infec¢do aguda.

O fato das leptospiras formarem biofilme (RISTOW et al., 2008) pode representar
um mecanismo de escape do sistema imune. De fato, biofilmes podem constituir uma barreira
contra células e moléculas efetoras imunes, incluindo anticorpos e sistema complemento,
representando um dos principais mecanismos de infeccdo persistente por Pseudomonas
aeruginosa (KHARAZMI et al., 1991).

Muitos estudos em relacdo a aderéncia das leptospiras focam na ligacdo destas a
componentes da matriz extracelular. Muitas cepas de Leptospira spp. se aderem a
componentes da matriz extracelular, como colageno tipo I, coldgeno tipo 1V, laminina e
fibronectina (ATZINGEN et al., 2008; BARBOSA et al., 2006). Até o presente, muitas
adesinas alocadas na membrana externa de leptospira ja foram descritas, como as proteinas
LigA e LigB (CHOY et al., 2007), proteinas da familia Len (STEVENSON et al., 2007),
Lsa21 (ATZINGEN et al., 2008), LipL32 (HOKE et al., 2008) Lp95 (ATZINGEN et al.,
2009), TlyC (CARVALHO et al., 2009), LipL53 (OLIVEIRA et al., 2010), OmpL37
(PINNE; CHOY; HAAKE, 2010), Lsa63 (VIEIRA et al., 2010b), Lsa66 (OLIVEIRA et al,
2011), Lsa20 (MENDES et al, 2011), Lsa33 (DOMINGOS et al., 2012) e Lsa30 (SOUZA et
al., 2012).

Moléculas de adesdo celular (CAMs) sdo receptores de superficie presentes em
células eucaridticas e medeiam interacdes célula-célula ou célula-matriz extracelular. Muitas
bactérias invadem tecidos do hospedeiro por meio de sua habilidade de se ligar as CAMs
(BOYLE; FINLAY, 2003; FINLAY; CROSSART, 1997). Nosso grupo descreveu a primeira
proteina recombinante de L. interrogans, rLIC10365, com a capacidade de estimular o
aumento da expressdao de ICAM-1 em células endoteliais de cordao umbilical (VIEIRA et al.,
2007). Outras proteinas recombinantes de L. interrogans foram caracterizadas quanto sua

capacidade de aumentar a expresséo de moléculas CAMs (GOMEZ et al., 2008).
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Foi provado que as Leptospira spp. conseguem se ligar ao plasminogénio por meio
de inimeros receptores em sua superficie (VIEIRA et al., 2009; VIEIRA et al., 2010a), sendo
este componente passivel de ser convertido em sua forma enzimaticamente ativa, a plasmina,
na superficie da bactéria. L. interrogans virulentas, quando recobertas por plasmina, foram
capazes de degradar fibronectina, um componente da matriz extracelular, o que pode ser um
fator que contribui para a invasividade das leptospiras.

Foi demonstrado também que a geracdo de plasmina na superficie das leptospiras
interfere na deposicdo de C3b e IgG, provavelmente por meio da degradacdo destes
componentes, 0 que diminui 0 processo de opsonizagéo, contribuindo para a evasdo imune da
bactéria (VIEIRA et al., 2011).

O primeiro estudo reportando a evasao do sistema complemento por leptospiras
patogénicas foi feito por Meri et al. (2005). Os autores demonstraram que as cepas de
leptospiras resistentes ao soro sao capazes de se ligar ao Fator H, o qual, quando ligado a
superficie das leptospiras, permanece ativo funcionalmente, atuando como cofator na
clivagem de C3b pelo Fator | (MERI et al., 2005).

Além de recrutar Fator H em sua superficie, as leptospiras também possuem a
capacidade de se ligarem a C4bp (C4 binding protein), um inibidor da via classica e das
lectinas do complemento. O C4bp ligado as leptospiras mantém sua atividade de cofator,
atuando na clivagem de C4 mediada por Fator I, indicando que a aquisi¢do deste regulador do
complemento pode contribuir para a resisténcia ao soro pelas leptospiras (BARBOSA et al.,
2009). E valido ressaltar que a atenuacio em cultura das cepas virulentas ndo afeta sua
capacidade de se ligar a Fator H e C4bp (CINCO, 2010).

Wang et al. (2012) mostraram que cinco provaveis hemolisinas de L. interrogans
(Sph1, Sph2, Sph3, HIpA e TIlyA) sdo secretadas e possuem atividade hemolitica em
eritrocitos de ovelhas, além de induzirem resposta inflamatéria por meio da secrecédo de IL-
1B, IL-6 e TNF-a por macrofagos humanos e de camundongo.

Um melhor entendimento dos mecanismos de patogénese e identificagdo de fatores
de viruléncia esta atualmente sob investigacdo. No genoma de L. interrogans sorovar
Copenhageni (NASCIMENTO et al., 2004a) foram identificadas mais de 200 proteinas

possiveis de membrana externa, as quais podem estar envolvidas na patogénese da bacteéria.
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1.8 Vacinas e candidatos vacinais

Vacinas compostas de leptospiras inativadas ou atenuadas (bacterinas) tém sido
reportadas ha mais de 50 anos. Algumas dessas vacinas foram testadas em gado (BRAMEL,;
SCHEIDY, 1956; HANSON; TRIPATHY; KILLINGER, 1972; HOAG; BELL, 1955;
TEIGLAND, 1956) e cachorros (MARSHALL; KERR, 1974; WILSON et al., 1977). Estas
vacinas também foram testadas em humanos voluntarios (CHAPMAN; FAINE; ADLER et
al., 1990; SHENBERG; TORTEN, 1973; TORTEN et al., 1973).

Bacterinas contra leptospirose em humanos foram introduzidas logo apds a descri¢do
da doenca no Japdo, e tém sido usadas neste pais (KOIZUMI; WATANABE, 2005;
YANAGIHARA et al., 2007), Cuba (SANCHEZ et al., 2002; MARTINEZ et al., 2004) e
Franca (LAURICHESSE et al., 2007; RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2004); uma vacina
baseada em preparacdo de membrana externa de Leptospira spp. tem sido usada na China
(YAN et al., 2003).

Porém, imunizacdo com essas bacterinas causa efeitos adversos, como dor no local
da aplicacdo, nausea e febre (FAINE et al., 1999). A resposta imune provocada por essas
vacinas é praticamente toda direcionada contra os LPS, os quais sdo 0s componentes
majoritarios da membrana da bactéria (BHARTI et al., 2003; LEVETT, 2001), por isso ndo
induzem resposta cruzada, uma vez que 0s LPS sé&o os determinantes antigénicos dos mais de
250 sorovares (BHARTI et al., 2003; HAAKE; MATSUNAGA, 2010), e ndo induzem
memoria, sendo necessaria revacinagao.

Como a leptospira € uma bactéria principalmente extracelular, a prote¢cdo contra este
patdgeno era imaginada como sendo exclusivamente humoral (RODRIGUEZ-GONZALEZ et
al., 2004; SCHOONE et al., 1989). Sabe-se que anticorpos anti-LPS conferem imunidade
passiva em alguns modelos animais contra um ndmero especifico de cepas e espécies de
Leptospira (FAINE et al., 1999). Entretanto, foi demonstrado que a imunidade celular é
requerida para uma protecdo completa contra leptospirose bovina (NAIMAN et al., 2002).

Em humanos, quando as células mononucleares de sangue periférico provenientes de
individuos saudaveis que se recuperaram de leptospirose sdo estimuladas com leptospiras,
uma expansao de linfocitos T af ¢ yd ocorre (TUERO; VINETZ; KLIMPEL, 2010). Entéo,
uma vacina ideal contra leptospirose deve induzir niveis significativos de ambas as respostas,
humoral e celular.

O primeiro candidato vacinal recombinante foi reportado em 1999 (HAAKE et al.,

1999). A lipoproteina exposta LipL41 e a porina transmembrana OmpL1 foram clonadas e
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expressas em E. coli. Hamsters imunizados com fragdes de membrana de E. coli contendo as
proteinas recombinantes apresentaram uma sobrevivéncia significativa (71%), apresentando
um efeito sinergistico.

A estratégia utilizada para identificar candidatos vacinais a partir de dados obtidos
com o0 sequenciamento de genomas tais como o da Neisseria meningitidis, sorogupo B
(PIZZA et al., 2000) e do Streptococcus pneumoniae (WIZEMANN et al., 2001) foi muito
bem sucedida. Neste sentido, o genoma da espiroqueta L. interrogans sorovar Copenhageni
foi sequenciado (NASCIMENTO et al., 20044, b) e mais 200 proteinas de membrana externa
foram identificadas, entre elas 170 novas lipoproteinas.

Proteinas de superficie sdo alvos potenciais para induzir resposta imune durante a
infeccdo e podem também mediar o processo de adesdo inicial as células do hospedeiro.
Portanto, proteinas de membrana externa bem conservadas sdo alvos vacinais promissores
(CULLEN et al., 2002; HAAKE et al., 1999), porque elas teriam a vantagem de induzir uma
resposta imune cruzada entre diferentes espécies e sorovares.

A lipoproteina exposta LipL32 é o antigeno majoritario da membrana externa das
leptospiras patogénicas (HAAKE et al., 2000; MALMSTROM et al., 2009), sendo bastante
conservada (CULLEN et al., 2002; HAAKE et al., 2000). Esta proteina recombinante
misturada com adjuvante de Freund ou hidroxido de aluminio e saponina ndo conferiu
protecdo em modelo animal gerbo. Porém, quando o gene lipl32 foi clonado em um vetor para
vacina de DNA, 60% dos gerbos sobreviveram, em compara¢do com 35% do grupo controle
(BRANGER et al., 2005). Imunizacdo de hamsters com LipL32 administrada com hidroxido
de aluminio ndo conferiu protecdo contra infeccdo letal com L. interrogans sorovar Manilae
(LUCAS et al., 2011).

Mycobacterium bovis (BCG) expressando LipL32 induziu imunidade protetora em
56% dos hamsters imunizados, enquanto apenas 12% dos animais controle sobreviveram, e
esta protecdo foi esterilizante (SEIXAS et al., 2007). Em suma, a eficacia da imunizacdo com
LipL32 por meio de vacina de DNA ou BCG ¢ baixa, e vacinas de subunidades ndo produzem
imunidade protetora.

Recentes avangos na geracdo de mutantes de leptospiras permitiu a analise de
possiveis fatores de viruléncia. Mutante deficiente para o gene lipl32, ou seja, que nao
expressava LipL32, ndo apresentou atenuacao de viruléncia em modelo animal (MURRAY et
al., 2009b).

O primeiro fator de viruléncia descrito em Leptospira spp. foi a proteina Loa22, a

qual tambeém foi a primeira lipoproteina contendo um dominio OmpA descrita (KOIZUMI,
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WATANABE, 2003). Entretanto, a protecdo induzida pela imunizagdo de hamsters com
Loa22 (33-50%) nao foi significativa (YAN et al., 2010).

Nosso grupo vem tentando identificar novos antigenos vacinais, ou seja, proteinas
conservadas preditas como sendo localizadas na membrana externa de Leptospira spp..
Seguindo esse racional, foram selecionados trés genes (L1C10973, conhecido como OmpL1,
LIC10731 e LIC10645) a partir do genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni, todos
preditos em codificar proteinas localizadas na membrana externa da bacteéria.

Assim, um melhor entendimento da resposta imune provocada pelas proteinas
recombinantes referentes aos genes do presente estudo, bem como a caracteriza¢do funcional

das mesmas, pode fornecer dados importantes para o desenvolvimento de uma vacina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Os objetivos do presente trabalho sdo estudar trés genes de L. interrogans e

caracterizar as respectivas proteinas recombinantes.

2.2 Objetivos especificos

Estudar a presenca dos genes LIC10973 (OmpL1l), LIC10731 e LIC10645 em
diferentes espécies e sorovares de Leptospira, bem como a conservacdo das proteinas
referentes a estes genes.

Obter as respectivas proteinas recombinantes em Escherichia coli e caracteriza-las
guanto a reatividade frente a soros de pacientes diagnosticados com leptospirose e hamsters
experimentalmente infectados.

Avaliar a localizagdo das proteinas referentes aos genes em Leptospira spp.

Avaliar a interacdo das proteinas recombinantes com componentes da matriz
extracelular e soro, bem como caracterizar a natureza e afinidade destas interagdes.

Avaliar a resposta imune humoral e celular destas proteinas recombinantes em

modelo animal.



38

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cepas de Bactérias e soros utilizados

As cepas patogénicas atenuadas de Leptospira utilizadas no presente estudo foram L.
interrogans sorovar Canicola cepa Hound Utrech IV, L. interrogans sorovar Copenhageni
cepa M 20, L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae cepa RGA, L. interrogans sorovar
Pomona cepa Pomona, L. borgpetersenii sorovar Castellonis cepa Castellon 3, L.
borgpetersenii sorovar Whitcombi cepa Whitcomb, L. kirshneri sorovar Grippotyphosa cepa
Moskva V, L. kirschneri sorovar Cynoptery cepa 3522C, L. santarosai sorovar Shermani cepa
1342 K, L. noguchii sorovar Panama cepa CZ 214 e a cepa nao patogénica L. biflexa sorovar
Patoc cepa Patoc.

As bactérias foram cultivadas a 28 °C sob condigdes aerébias em meio EMJH liquido
(Difco®, BD, Franklin Lakes, NJ ,USA) (ELLINGHAUSEN JR; MCCULLOUGH, 1965;
JOHNSON; ROGERS, 1967) com 10% (v/v) de soro de coelho, enriquecido com L-
asparagina (m/v: 0,001%), cloreto de magnésio (m/v: 0,001%), peptona (m/v: 0,03%) e
extrato de carne (m/v: 0,001%). As cepas virulentas L. interrogans sorovar Copenhageni cepa
FIOCRUZ L1-130 e L. interrogans sorovar Kennewicki cepa Pomona Fromm também foram
utilizadas. As culturas de Leptospira spp. sdo rotineiramente mantidas na Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, USP, Sdo Paulo, SP, Brasil. As leptospiras se duplicam
aproximadamente a cada 16 horas e seu crescimento € lento no isolamento primario, de modo
que as culturas sdo mantidas por até cerca de 13 semanas antes de serem descartadas
(LEVETT, 2001). As leptospiras de subcultura sdo cultivadas por em média 14 dias, e em
seguida sdo novamente subcultivadas.

Para obtencdo dos soros de hamsters infectados, hamsters sirios Golden machos
recém-desmamados foram infectados pela via intraperitoneal com cerca de 1x10° L.
interrogans sorovar Kennewicki cepa Pomona Fromm. Os animais foram sangrados pelo
plexo retro-orbital apds o aparecimento dos sintomas, como perda de peso e mobilidade,
aproximadamente 5 dias ap0s a infecgdo experimental. A infeccdo foi confirmada pelo teste
de microaglutinagé&o.

Amostras de soros pareados de pacientes diagnosticados com leptospirose utilizadas
neste estudo fazem parte de uma soroteca e foram cedidas pela Dra. Eliete C. Romero, do

instituto Adolfo Lutz. Amostras de soros de pacientes diagnosticados com doencas febris néo
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relacionadas foram obtidas da colecdo de soros do Laboratorio de Imunoepidemiologia,
SUCEN, SP, Brasil, e foram gentilmente cedidas pela Dra. Karin Kirchgatter.

A linhagem de E. coli DH5a (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA) foi
utilizada para as etapas de clonagem e trés linhagens de E. coli foram empregadas para
ensaios de expressdo: BL21 Sl (Salt Induced) (Invitrogen), que possui 0 gene da T7 RNA
polimerase integrado ao genoma sob controle do promotor proU indutivel por NaCl
(BHANDARI; GOWRISHANKAR, 1997), BL21 (DE3) (Invitrogen) que também possui o
gene da T7 RNA polimerase, mas dirigida pelo promoter lac UV5, o qual é induzido por
IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosidio) (STUDIER et al., 1990), e (DE3) Star pLysS
(Invitrogen), a qual possui um plasmideo pLysS que expressa uma enzima que degrada a
polimerase T7, impedindo a expressao basal na auséncia do indutor, além de possuir o gene
da RNase E mutado e inoperante, 0 que aumenta a estabilidade do mMRNA nestas cepas
(INVITROGEN, 2012).

3.2 Componentes biologicos

As macromoléculas empregadas nos estudos de adesdo foram compradas de
diferentes empresas. Laminina-1 e colageno tipo 1V sdo derivados do sarcoma murino da
membrana basal Engelbreth-Holm-Swarm, fibronectina celular é derivada de fibroblastos
humanos, fibronectina plasmatica e colageno tipo | foram isolados de cauda de rato, e todos
estes componentes sdo oriundos da empresa Sigma (Sigma-Aldrich Corporate, St Louis, MO,
EUA), incluindo ECM gel, fibrinogénio humano e os controle negativos fetuina, BSA e
gelatina. Plasminogénio, purificado de plasma humano e fator H humano foram comprados da
EMD Chemicals, Inc. (Sdo Diego, CA, EUA). C4bp foi obtido da Complement Technology,
Inc. (Tyler, Texas, EUA).

3.3 Analises por bioinformaética

Os genes foram selecionados do genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni,
disponivel no servidor publico http://aeg.Ibi.ic.unicamp.br/world/lic/ (NASCIMENTO et al.,
2004a). Esta selecdo teve como base a localizacdo celular das proteinas hipotéticas
codificadas por estes genes, que foi feita com a utilizacdo do programa PSORT -
http://psort.nibb.ac.jp/ (NAKAI; KANEHISA, 1991; NAKAI; HORTON, 1999) e CELLO-
http://cello.life.nctu.edu.tw/ (YU et al., 2006) . A presenca de sinal de clivagem ou lipidacéo
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foi avaliada com auxilio do programa LipoP - http://www.cbs.dtu.dk/services/LipoP/
(JUNCKER et al., 2003). O peptideo sinal também foi definido com auxilio do software
SignalP - http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP.

Os genes foram analisados pelos programas SMART - http://smart.embl-
heidelberg.de/help/smart_about.html (LETUNIC et al., 2006; SCHULTZ et al., 1998) e
PFAM - http://pfam.sanger.ac.uk/ (FINN et al., 2006), para verificar a presenca de dominios
conservados. O programa BLAST -  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
(ALTSCHUL et al., 1997) foi usado para analisar as similaridades destas sequéncias com as
de outras espécies e sorovares de Leptospira presentes no banco de dados.

Todas as sequéncias disponiveis no GeneBank foram utilizadas para estudar a
conservacao e similaridade das proteinas em diferentes espécies de Leptospira, com auxilio
do software de alinhamento  multiplo CLUSTAL 2.1, disponivel em
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/.

A identificacdo de dominio transmembrana formando barril-p foi feita pelo software
on-line TMBETA - http://psfs.cbrc.jp/tmbeta-net/ (GROMIHA; AHMAD; SUWA, 2005) e a
identificacdo de dominios transmembrana do tipo a-hélice foi feita pelo TMHMM Server v.
2.0 - http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/.

Os célculos de massa molecular e ponto isoelétrico (PI) das proteinas recombinantes
resultantes do cassete de expressdo foram feitos a partir da sequéncia de aminoécidos com
auxilio o software ProtParam (GASTEIGER, 2006).

3.4 Obtencao das bactérias competentes

Para a obtencdo das bactérias competentes utilizadas nas diferentes etapas de
clonagem e expressao, foi utilizado o método descrito por Hanahan (1983). A cepa de
interesse foi primeiramente estriada em placa contendo meio sélido apropriado e incubada a
temperatura apropriada por 16 horas (Quadro 1).

Em seguida, uma coldnia foi coletada e inoculada em 5 mL de meio de cultura, e
entdo o indculo foi incubado por 16 horas a temperatura ideal sob constante agitagdo. Dois
mL da cultura saturada foram diluidos em 100 mL de meio de cultura e incubados novamente
por cerca de 1 hora e 30 minutos sob agitacdo. A densidade ética foi monitorada em
espectrofotdbmetro (Ultrospec 2100 pro, GE Healthcare, Buckinghmshire, Reino Unido) no
comprimento de onda de 600 nm. Quando a densidade 6ética atingiu um valor compreendido
entre 0,4 e 0,6, o frasco de cultura foi transferido para banho de gelo. A cultura foi adicionado
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1 mL de MgCl, 1 M, seguido de incubagdo em banho de gelo por aproximadamente 15
minutos. A cultura foi dividida em 4 tubos de 50 mL gelados para centrifugacéo, a qual foi
realizada por 13 minutos a 5.000 rpm (rotagdo por minuto) e 4 °C.

O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 20 mL de tampé&o
RFI (100 mM KCI; 50 mM MnCl,; 30 mM acetato de potéssio; 10 mM CaCly,; 15% glicerol)
gelado, seguido de incubagdo em banho de gelo por 15 minutos. A amostra foi novamente
centrifugada e o sobrenadante resultante foi descartado, sendo o sedimento ressuspendido em
2 mL de tampéao RFII (10 mM KCI; 75 mM CaCl,; 10 mM MOPS; 15% glicerol) gelado. A
amostra foi aliquotada a cada 50 pL em tubos de 1,5 mL em banho de gelo seco, e

armazenadas a -80 °C.

Quadro 1 - Condigdes para crescimento das diferentes cepas de E. coli

Linhagem Meio de Cultura Temperatura
DH5a LB 37°C
BL21 SI 2YT/ON 30°C
BL21 (DE3) LB 37°C
BL21 (DE3) Star pLysS LB/ cloranfenicol 37°C

Nota: LB: Meio de cultura Luria Bertani (0,5% extrato de levedura, 1% triptona, 1% NaCl);
2YT/ON: meio de cultura contendo 1% extrato de levedura e 1,6% triptona.

3.5 Preparacao de DNA genémico de Leptospira spp.

Foi extraido o material genético das cepas patogénicas atenuadas e da cepa
saprofitica. Para tal, foram coletados 1,5 mL da cultura de leptospiras em microtubo, e entdo
este foi centrifugado por 2 minutos a 13.000 rpm a temperatura ambiente. O mesmo
procedimento foi repetido para outros 1,5 mL. O pellet formado ap6s a centrifugacdo foi
ressuspendido em 467 ul de tampao Tris-EDTA (TE), sendo entdo adicionados 30 pL de
SDS (dodecil sulfato de so6dio) 10% e 3 pL de 20 mg/mL de proteinase K. A mistura foi
homogeneizada e incubada por 1 hora a 37 °C. Foi adicionado igual volume de uma solucédo
fenol-cloroformio-alcool isoamilico (25:24:1), sendo entdo a mistura agitada até as fases se
misturarem completamente. As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 5 minutos , e
entdo o sobrenadante foi recuperado. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e a esta
foi adicionado igual volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1). Novamente as amostras
foram agitadas, centrifugadas a 14.000 rpm por cinco minutos, e o sobrenadante foi coletado.
Ao sobrenadante recuperado foi adicionado 1/10 volume de acetato de sédio 3 M e 0,6
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volume de isopropanol. A solucéo foi homogeneizada e acondicionada em freezer -20 °C por
1 hora. Apos centrifugacdo, o pellet foi lavado com 1 mL de etanol 70%, sendo
subsequentemente centrifugado a 11.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. O etanol foi desprezado
e 50 uL de agua estéril foram adicionados para eluicdo do DNA. A concentracdo e qualidade
do DNA gendmico foram determinadas por leitura em espectrofotdmetro nos comprimentos
de onda de 260 e 280 nm.

3.6 Extracdo de RNA de culturas de Leptospira spp. e reacdo de transcricdo reversa

Para a reacgdo de transcricdo reversa e subsequente geracdo de cDNA, o RNA total
foi isolado utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), conforme recomendacdes do fabricante.
Foram centrifugados 20 mL de culturas saturadas de Leptospira spp. durante 20 minutos, a
5.000 rpm e 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 2 mL de
Trizol; entdo a solugdo resultante foi centrifugada por 10 minutos a 12.000 rpm, 4 °C. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo, ao qual foram adicionados 400 pL de
cloroférmio. A solucdo foi homogeneizada por meio de agitacdo manual por 15 segundos,
incubada por 3 minutos a temperatura ambiente e entdo centrifugada por 15 minutos a 12.000
rpm e 4 °C. A fase superior (aquosa) foi transferida a um novo tubo, ao qual foi adicionado 1
mL de isopropanol, para precipitacdo do material genético. A solugdo foi invertida algumas
vezes, incubada por meia hora a -20 °C e a seguir centrifugada por 10 minutos. O
sobrenadante resultante foi descartado e ao precipitado foram adicionados 2 mL de etanol
75%. A solucdo foi invertida duas vezes e centrifugada por 5 minutos a 12.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado seco a temperatura ambiente, sendo
posteriormente ressuspendido em 40 pL de agua livre de RNase (DEPC treated-Water,
Invitrogen). O RNA obtido foi quantificado em espectrofotdmetro a 260 nm e 280 nm. Para a
reacdo de transcrigdo reversa, utilizou-se o kit “SuperScript® Il First Strand” (Invitrogen).
Nesta reagdo, 2 pug de RNA foram tratados com Dnase | Amplification Grade e tampéo
fornecido pelo fabricante em um volume final de 20 puL. Ap6s 15 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente, foi adicionado EDTA 2,5 mM e feito agquecimento da amostra a 65 °C
por 10 minutos. A amostra foi dividida em duas fracdes de 10 pL. A cada fracdo foram
adicionados hexameros randémicos (25 ng) e desoxirribonucleotideos (ANTPs) 1 mM, sendo
entdo estas fracGes incubadas por 5 minutos a 65 °C e transferidas ao gelo por cerca de 2
minutos. Adicionaram-se MgCl, 5 mM, DTT 10 mM, RNase OUT 40 U, SuperScript 111 RT

200 U e tampédo fornecido pelo fabricante para um volume final de 22 pL. A reacdo foi
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incubada em termociclador a 25 °C por 10 minutos, 50 °C por 50 minutos, 85 °C por 5
minutos e em seguida gelo.

Cabe ressaltar que em uma das fracdes foi omitida a enzima SuperScript IlI,
funcionando como um controle de contaminacdo genémica nas amostras (RT-). As amostras

foram tratadas com RNase H 1 U a 37 °C por 20 minutos e armazenadas a -20 °C.

3.7 Estudo da presenca dos genes e dos respectivos transcritos entre diferentes cepas de

Leptospira spp.

Foram utilizados oligonucleotideos F (forward) e R (reverse) desenhados com
auxilio do programa Generunner® (Hastings Software, Inc - http://www.generunner.net/) para
reacdo de PCR (polymerase chain reaction). A reacdo de PCR para avaliar a presenca dos
genes e transcritos relativos a estes genes em espécies e sorovares de Leptospira foi realizada
utilizando-se tampdo de PCR 1X; 0,2 mM dNTP; 2 mM MgCl,; 0,2 mM de cada
oligonucleotideo (F e R); 2,5 U Taq polimerase (todos reagentes acima citados da Invitrogen);
100 ng de DNA gendmico ou 2 pL da reacdo de transcricdo reversa das cepas de Leptospira
supramencionadas para um volume final de 50 uL. As temperaturas de anelamento utilizadas
foram determinadas de acordo com o programa Generunner® (Hastings software, Inc). As
reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador GeneAmp® PCR System 9700.

Os oligonucleotideos utilizados para esta analise sdo 0os mesmos utilizados para a
clonagem, o que justifica a presenga das sequéncias de restri¢do adicionadas a extremidade 5’
de cada oligonucleotideo, segundo descrito no Quadro 2.

Foi também desenhado um par de oligonucleotideos para amplificacdo do gene 16S
de Leptospira, para verificacdo da integridade das amostras:
16S F: GCGTCTTAAACATGCAAG

16S R: ACTTAACCCAACATCTCACG

3.8 Clonagem das sequéncias

Os fragmentos referentes aos genes LIC10973 (OmpL1l), LIC10731 e LIC10645
foram obtidas pela reacdo de PCR a partir do DNA gendmico de L. interrogans sorovar
Copenhageni cepa M20, utilizando as mesmas condi¢cdes de PCR realizadas para o estudo da
presenca dos genes. Os insertos foram amplificados sem a sequéncia do peptideo sinal e

foram adicionados os sitios de restri¢cdo aos oligonucleotideos conforme descrito no Quadro 2.
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Cabe ressaltar que os sitios de restricdo foram escolhidos tendo como critério a auséncia dos
mesmos na sequéncia do gene a ser clonado, a fim de garantir a integridade do inserto.

A especificidade da amplificacdo e o tamanho das sequéncias de interesse foram
verificados por de eletroforese em gel de agarose 1% em tampdo TAE (40mM Tris-acetato e 1
mM EDTA) corado com Gel Red™ (Biotium, Inc, Hayward, CA, EUA). Os insertos de
interesse foram recortados do gel, purificados com auxilio do kit “GFXPCR DNA and gel
band purification” (GE Healthcare, Buckinghshire, Reino Unido) e os produtos obtidos foram

quantificados em espectrofotdmetro.

Quadro 2 - Sequéncia de oligonucleotideos empregada para amplificacdo dos genes nos
diversos sorovares.

Gene ID Oligonucleotideo sintético TA Amplicon

F: 5GGATCCAAAACATATGCAATTGTAGG 3’
LIC10973 — 60°C 903 pb
(OmpL1) R:5 GGTACCTTAGAGTTCGTGTTTATAACC 3

F: 5’GGATCCCGAGATGGAGAAGTGGCGCTT 3
LIC10731 65°C 1164 pb
R: 5’ GGTACCTTATTTTTTTTGATGAACTAAATGAGG 3

F: 55CTCGAG ATTACGAATTGTAAAAAAGA 3’
LIC10645 , 60°C 1212 pb
R: 5"AAGCTT TTAACGAACTAGTACAGTCG 3

Notas: Gene ID: identificagdo do gene no genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni;
Abreviaturas: F, “forward”; R, “reverse”; TA, temperatura de anelamento utilizada; pb, pares
de base. As sequéncias que correspondem aos sitios de restricdo BamHI/Kpnl estdo
sublinhadas e as sequéncias que correspondem aos sitios de restricdo Xhol/Hindlll estdo em
italico.

3.9 Clonagem no vetor pGEM-T Easy

O vetor pGEM-T Easy (Promega Corporation, Madison, WI, EUA) (Figura 2) possui
uma quebra de sequéncia com extremidades 3°T sobressalentes, o que possibilita a ligacao do
fragmento amplificado, uma vez que algumas polimerases acrescentam uma adenina a
extremidade 3 do amplicon, possibilitando o anelamento e posterior ligacdo do arcabouco
acucar-fosfato. A presenca do inserto interrompe o gene LacZ, o qual é essencial para a
degradacdo de um substrato cromogénico, chamado X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranosideo); assim, colonias positivas para 0 inserto sdo deficientes para esta

degradacdo, ficando incolores, ao contrério das azuis, as quais degradam o substrato.
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A reacdo de ligagdo foi realizada segundo a reagdo padréo estabelecida pelo
fabricante. Os produtos de ligacdo foram utilizados para transformar bactérias E. coli DH5a
previamente tornadas competentes pelo método descrito por Hanahan (1983).

Para a transformacdo foram utilizados 5 puL do produto de ligagdo para 50 uL de
bactérias competentes, que foram descongeladas em gelo. Incubou-se por 30 minutos em
banho de gelo e depois se submeteu a amostra a um choque térmico, por 2 minutos a 42 °C.
Retornou-se ao banho de gelo por mais 5 minutos e acrescentou-se 350 uLL de meio de cultura
Luria Bertani — LB (0,5% extrato de levedura; 1% triptona; 1% NaCl). Incubou-se a 37 °C,
por 1 hora, sob agitacdo. A amostra foi plaqueada em meio LB contendo 100 pg/mL de
ampicilina, 100 mM de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) e 50 mg/mL de X-gal,
sendo estes dois dltimos adicionados a placa utilizando-se o método de espalhamento

superficial. Incubou-se a 37 °C por uma noite.

Figura 2 - Mapa do vetor de clonagem pGEM-T Easy.
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ori: origem de replicagdo. Amp": gene de resisténcia a ampicilina. lacZ: gene para
metabolismo de lactose (B-galactosidase).
Fonte: Promega (2012)

As colbnias presumivelmente positivas foram escolhidas por selecdo azul/branco,
inoculadas em 5 mL de LB com 100 pg/mL de ampicilina e incubadas a 37 °C, sob agitacao,
por uma noite. Para obtencdo do DNA plasmidial (p)GEM-T Easy contendo o inserto de
interesse) utilizou-se o kit “PlasmidPrep mini spin” (GE Healthcare) seguindo as orientagdes
do fabricante. Foi verificada a presenca de insertos nos plasmideos obtidos, por meio de
eletroforese em gel de agarose, apos a digestdo dos mesmos com as enzimas de restricdo que

reconhecem os sitios contidos nas extremidades 5’ dos pares de oligonucleotideos.
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3.10 Subclonagem no vetor de expressédo pAE

Os insertos clonados foram removidos dos plasmideos recombinantes (pGEM-T
Easy/inserto) por digestdo com as enzimas de restricdo conforme recomendacao do fabricante.
O vetor de expressdo pAE (Figura 3) (RAMOS et al., 2004) foi digerido com as mesmas
enzimas de restri¢do utilizadas para obtencdo dos insertos, em tampédo que garantia maximo
de eficiéncia para as duas enzimas utilizadas concomitantemente. Apds digestdo, tanto os
insertos quanto o vetor de expressdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose e
posteriormente purificados pelo kit “GFX PCR DNA and Gel Band Purification” (GE
Healthcare). O vetor pAE foi desenvolvido para expressar a proteina recombinante contendo
uma cauda de 6 residuos de histidina na regido N-terminal e € um sistema de alta expressao
que é controlado pelo promotor do fago T7, sendo que a expressao da proteina recombinante

sO ocorre na presenca da T7 RNA polimerase.

Figura 3 - Mapa do vetor de expresséo pAE.

.
Pr7: promotor. (His)6: sequéncia codificadora para seis residuos de histidina. RBS: sitio de
ligacdo ao ribossomo. ATG: cddon de inicio da transcricdo. Term: regido de terminacdo de
transcricao.
Fonte: Ramos (2004).

Os diferentes fragmentos foram inseridos no vetor pAE digerido. A ligacdo dos
insertos ao vetor foi realizada em uma reacdo contendo inserto:vetor em uma propor¢do molar
de 5:1. Incubaram-se o inserto e o vetor por 10 minutos a uma temperatura de 65 °C seguido
de incubacdo em banho de gelo por 5 minutos. Acrescentaram-se 5U de T4 DNA ligase (GE
Healthcare) e incubou-se por 2 horas a 37 °C.

Bactérias competentes E. coli DH5a foram transformadas com os produtos de
ligagdo, plaqueadas em LB/Amp e incubadas a 37 °C por uma noite. As colbnias
randomicamente selecionadas foram entéo inoculadas em 5 mL de meio de cultura com 100

pg/mL de ampicilina e incubadas a 37 °C, sob agitacdo, por 16 horas. Para a sele¢do dos
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clones corretos, 300 uL dos in6culos foram centrifugados a 12.000 rpm, por 3 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 50 pL de agua deionizada.
Adicionaram-se 20 puL de tampao de carregamento 10X (0.19% azul de bromofenol, 0.42%
xileno cianol e 50% glicerol) e 28 uL de solugdo fenol-cloroférmio 1:1. Homogeneizou-se a
amostra com o auxilio do vortex. A amostra foi centrifugada a 12.000 rpm por 3 minutos e a
fase superior foi analisada por eletroforese de gel de agarose 1%.

A obtencdo do DNA plasmidial (pAE/inserto) e a verificacdo da presenca dos

insertos foi feita da mesma maneira descrita para o vetor pPGEM-T Easy.

3.11 Sequenciamento dos clones

PreparacOes plasmidiais dos clones positivos foram obtidas e o DNA foi
submetido a sequenciamento pelo método da terminacdo de cadeia (SANGER; NICKLEN;
COULSON, 1977), a partir dos oligonucleotideos T7 e pAER (abaixo), utilizando-se
sequenciador automéatico ABI (PE Applied Biosystems, Foster city, CA) para a verificacdo
dos insertos clonados. O método da terminacdo de cadeia emprega 0 uso de 2,
3 didesoxirribonucleotideos (ddNTPs) marcados por fluoréforos que interrompem a
amplificacdo aleatoriamente, pois impedem a formacdo da ligacdo fosfodiéster com o
nucleotideo adjacente e possibilitam a leitura automatizada por meio de um feixe de laser
gerando um cromatograma.

Conforme recomendacdo da Applied Biosystems, a reacdo de amplificacdo dos
fragmentos a serem sequenciados foi realizada num volume final de 20 pl contendo DNA
molde 500 ng, 3,2 pmoles de oligonucleotideo e 2 ul do tampdo BigDye® (Applied
Biosystems) que contém ddNTPs marcados com corantes fluorescentes especificos, ANTPs e
Tag DNA polimerase. A reacao foi realizada em termociclador seguindo a rotina de 40 ciclos
de 94 °C por 10 segundos; 52 °C por 20 segundos e 60 °C por 4 minutos. A seguir, a mistura
foi precipitada com isopropanol 75% e centrifugada 50 minutos a 11.500 rpm a temperatura
ambiente. O precipitado de DNA foi lavado com 70% etanol, seco a vacuo em centrifuga e
ressuspendido para aplicagdo em 15 pl de formamida HiDi (Applied Biosystems). Os
cromatogramas obtidos foram analisados com o auxilio dos programas publicos: Chromas
(http://www.mb.mahidol.ac.th/pub/chromas/chromas.htm) e Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) (ALTSCHUL et al., 1990, 1997).

T7 “forward” TAATACGACTCACTATAGGG
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PAER reverso: CAGCAGCCAACTCAGTTCCT

3.12 Estudo de indugdo das proteinas recombinantes

Trés cepas de E. coli foram empregadas para ensaios de expressdo: BL21 SI, BL21
(DE3) e BL21 (DE3) Star pLysS. Bactérias competentes E. coli BL21 Sl (Salt Induced) foram
transformadas com o plasmideo recombinante conforme ja mencionado e cultivadas em meio
2YT/ON (1% extrato de levedura; 1,6% triptona; sem adi¢do de NaCl) contendo 100 pg/mL
de ampicilina e incubadas a 30 °C, sob agitacdo, por uma noite. As culturas saturadas foram
diluidas (1:25) em um novo meio, incubadas e monitoradas periodicamente a partir de leitura
em espectrofotbmetro até atingir uma densidade 6tica a 600 nm (DO600nm) entre 0,6 e 0,8
que denota o inicio da fase exponencial de crescimento.

A inducgdo da expressdo dos genes heterologos foi realizada adicionando-se 5, 50 e
500 mM de NaCl e incubando as culturas, novamente, & mesma temperatura por um periodo
de 3 horas. Para as bactérias competentes E. coli BL21 (DE3) Star pLysS e E. coli BL21
(DE3), o procedimento foi semelhante, porém o meio utilizado foi o LB contendo 100 pg/mL
de ampicilina para a cepa de E. coli BL21 (DE3) ou 100 pg/mL de ampicilina ¢ 100 pg/mL de
cloranfenicol para a cepa BL21 (DE3) Star pLysS. A temperatura de incubacéo foi de 37 °C e
a inducdo da expressao dos genes heter6logos foi realizada adicionando-se 0,01; 0,1 e 1 mM
de IPTG e incubando as culturas, novamente, a mesma temperatura por um periodo de 3
horas. A seguir as bactérias foram centrifugadas (5.000 rpm, 15 minutos, 4°C) e o0s
sedimentos ressuspendidos em tampé&o de lise (20 mM Tris-HCI pH 8; 200 mM NacCl; 200
pg/mL lisozima; 2 mM PMSF (fenilmetilsulfonilfluor) e 1% Triton X-100). As bactérias
foram entdo lisadas em banho de gelo por sonicacdo e centrifugadas novamente. Os
sedimentos formados foram ressuspendidos em tampdo de desnaturacdo (10 mM Tris-HCI
pH8; 150 mM NaCl; 8M ureia; 5 mM B-mercaptoetanol), e aliquotas do sobrenadante da
sonicacdo e do sedimento solubilizado foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida 12% SDS (SDS-PAGE).

3.13 Purificagéo e dialise das proteinas recombinantes
Todas as trés proteinas recombinantes foram purificadas na bancada por meio de

cromatografia de afinidade ao metal, utilizando-se uma coluna impregnada com niquel. A

purificacdo partiu de 400 mL de cultura induzida de E. coli BL21 (DE3) Star pLysS, cujo
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sedimento formado ap6s sonicacédo e centrifugagdo foi ressuspendido em 50 mL de tampao de
desnaturacéo e agitado por cerca de 12 horas para garantir a total solubilizagéo do pellet. A
purificacdo das proteinas foi feita por diluicdo por gotejamento (fluxo de 1 mL por minuto)
em 2 L de tampéo refolding contendo 20 mM Tris-HCI pH 8 e 500 mM NacCl, sob agitacéo, a
fim de diluir o agente desnaturante e fazer com que a proteina recombinante se renature.

A resina “Chelating Sepharose” (GE Healthcare) previamente carregada com Ni** foi
equilibrada com tampé&o contendo 20 mM Tris-HCI pH 8; 500 mM NaCl e carregada com 0s
2 L de amostra diluida no tampé&o de refolding. Apos 4 lavagens (30 mL) com o tampao
descrito acima, porém com concentracdes crescentes de imidazol de 5 mM, 20 mM, 40 mM e
60 mM respectivamente, as proteinas recombinantes foram eluidas com a concentragdo de 1
M de imidazol. As fracbes de todas as etapas da purificacdo foram coletadas e analisadas em
gel de SDS-PAGE. As aliquotas que continham a proteina recombinante OmpL1 (rLIC10973)
foram dialisadas em PBS (tampéo fosfato-salino, 0,137 M NaCl, 0,27 mM KCI, 10 mM
Na,HPO, e 2 mM KH,PO, pH 7,4) 0,01% glicina a 4 °C. As aliquotas que continham a
proteina recombinante rLIC10731 e rLIC10645 foram dialisadas em tampao contendo 20 mM
Tris-HCI pH 8 , 500 mM NaCl e 0,01% glicina a 4 °C. Foram realizadas quatro trocas do
tampao de dialise.

A concentracdo das proteinas recombinantes foi estimada em SDS-PAGE 12%,
comparando-se as bandas referentes a elas com bandas compreendendo massas pre-
estabelecidas de albumina (BSA — Bovine Serum Albumin), e utilizacdo do software de analise
de imagens de eletroforese Gel Quantifier Image Analysis (GelQuant, versdo 2.7.0), para
quantificacdo das bandas referentes a cada proteina recombinante de acordo com o padrao
utilizado (BSA), por meio de comparacdo densitométrica das bandas. As imagens dos géis
para analise densitométrica e quantificacdo foram feitas em um fotodocumentador MiniBIS
Pro (DNR Imagining System, Ltda).

3.14 Espectroscopia circular (CD)

As amostras de proteinas foram dialisadas em tampéo fosfato de sédio 20 mM pH
7,4, apropriado para a andlise por ndo conter ions cloro, os quais interferem na leitura do
equipamento (JHONSON JR, 1990). Os espectros de CD foram expressos em termos de
elipcidade molar residual:
[@] = ® (mdeg) / 10 x C(M) X I(cm) x N,
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onde @ ¢ elipcidade, C é a concentracdo da proteina, | ¢ o caminho dptico e N é o numero de
residuos de aminoécidos na proteina (KELLY; JESS; PRICE, 2005).

As medicGes de espectroscopia circular foram feitas a 20 °C em um
Espectropolarimetro Jasco J-810 (Japan Spectroscopic, Tokyo, Japan) equipado com uma
unidade Peltier para controle de temperatura. O espectro foi medido usando uma célula de 1
mm a intervalos de 0,5 nm, e apresentado como uma média de cinco leituras. Os valores de
elipsidade molar residual foram utilizados para predicdo da porcentagem de estruturas
secundaria pelo software K2D3, disponivel em http://www.ogic.ca/projects/k2d3/ (LOUIS-
JEUNE; ANDRADE-NAVARRO; PEREZ-IRATXETA, 2011).

3.15 Preparacdo do extrato de E. coli

Para preparacdo do extrato de E. coli foi utilizada a mesma cepa pela qual a proteina
recombinante foi expressa. A cepa selvagem foi inoculada em 400 mL de meio LB e deixada
para aumento de massa por 16 horas a 37 ° C. Todo o volume de cultura saturada foi
centrifugado a 5.000 rpm por 20 minutos, e o pellet resultante foi ressuspendido em 40 mL de
tampéo de lise (20 MM Tris-HCI pH 8; 200 mM NaCl; 200 pg/mL lisozima; 2 mM PMSF e
1% Triton X-100) e lisado em banho de gelo, por sonicacao.

O extrato foi utilizado em experimentos nos quais era necessario neutralizar

anticorpos contra proteinas de E. coli.

3.16 Imunizacao

Cinco camundongos BALB/c fémeas (idade variando de 6 a 8 semanas) foram
imunizados com 10 pg de cada proteina recombinante ou PBS (controle negativo) em
suspensdo contendo Alhydrogel (2% AI(OH)s;, Brenntag Biosector, Frederikssund,
Dinamarca) como adjuvante, na concentracdo final de 12%, por via subcutédnea. Foram
realizadas trés imunizagdes com intervalos de duas semanas. Os animais foram sangrados via
plexo retro-orbital em intervalos de duas semanas, referentes a cada imunizagdo. O sangue
coletado foi incubado a 4 °C por 30 minutos e depois a 37 °C por 30 minutos, sendo entdo
centrifugado por 5 minutos a 5.000 rpm, para separacdo do soro, o qual foi cuidadosamente

coletado e armazenado a —20 °C.
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3.17 Deteccéo de anticorpos por ELISA

A deteccdo de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-OmpL1, anti-rLIC10731 e anti-
rL1C10645 apos as imunizagdes foi feita por ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay). A concentracdo das proteinas recombinantes foi ajustada para 5
pg/mL em tampao carbonato 0,05 M pH 9,6 e, em seguida foram adicionados 50 pL por pogo
em uma placa de 96 pocos (Costar® High binding, Corning Incorporated, EUA), compondo
um total de 250 ng de proteina recombinante por poco. Incubou-se a placa a temperatura
ambiente por uma noite. Ap6s incubacdo, as placas foram lavadas com PBS-Tween 0,05%
(PBS-T). A placa foi entdo incubada com solucdo de bloqueio (PBS-T acrescido de leite
desnatado 10%), 200 pL por pogo, durante 2 horas a 37 °C. Foram feitas diluigdes seriada de
1:200 a 1:409.600 dos soros de camundongos em solucédo de bloqueio acrescida de extrato de
E. coli (10% v/v). Incubaram-se estes soros por 1 hora para que ocorresse a adsor¢do dos
anticorpos inespecificos em relagdo as proteinas recombinantes, ou seja, anticorpos gerados
contra contaminantes de E. coli que porventura estivessem contidos nas aliquotas de proteina
recombinante purificada (GRUBER; ZINGALES, 1995). Para cada antigeno foi feito um
“branco”, ou seja, ndo houve incubagdo com o0s antissoros para que o sinal inespecifico do
anticorpo secundario ao antigeno fosse descontado de cada reacéo.

Em seguida, adicionaram-se 50 uL. das amostras adsorvidas por pogo da placa na
qual as proteinas recombinantes foram imobilizadas e foi feita incubagdo a 37 °C por 1 hora.
A placa foi lavada e incubada por 1 hora com 50 pL por pogo de anti-1gG ou anti-IgA de
camundongo conjugado com peroxidase na diluicdo 1:5.000, ou anti-lgM de camundongo
(Sigma) na diluicdo de 1:5.000, em PBS, seguido de incubagdo com anti-lgG de cabra
conjugado com peroxidade (Sigma) na dilui¢do de 1:50.000. A reacdo enzimatica foi revelada
pela adicdo de 100 puL de uma solug¢do contendo 1 mg/mL de OPD (3-phenylenediamina,
Sigma) diluido em tampéo fosfato-citrato pH 5 contendo 1 uL/mL de peroxido de hidrogénio.
Apos 10 minutos de incubagdo, a reagdo enzimatica foi interrompida pela adi¢ao de 50 pL de
solucdo de H,SO4 4N. A intensidade da reacdo foi analisada em espectrofotbmetro, no
comprimento de onda de 492 nm. O titulo individual foi determinado como sendo o inverso
da maior diluicdo do soro com valor da DO492 nm maior do que 0,1.

Adicionalmente, foi realizada uma isotipagem e determinacdo quantitativa dos
anticorpos 1gG nos soros de camundongo. 1gG total, IgG1 e 1gG2a foram determinados por
incubacdo do pool dos soros com as proteinas recombinantes (250 ng/pogo), seguida por

incubacdo com anti-lgG de camundongo (Sigma), para determinacdo de IgG total, ou anti-
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IgG1l e anti-lgG2a de camundongo (Southern Biotech, Alabama, EUA), ambos 1:2.000,
seguida por incubagdo com anti-cabra IgG (Sigma), na diluicdo de 1:20.000. Paralelamente,
IgG total, IgG1 e 1gG2a de camundongo (Southern Biotech) foram diluidos em diferentes
concentracdes e imobilizados em placa de ELISA a fim de se gerar curvas padrfes, com as

quais os valores de DO492 nm apresentados pelas incubacgdes dos soros foram comparados.

3.18 Avaliacdo da resposta celular e avaliacao de citocinas

Ao final dos protocolos de imunizagdo, camundongos BALB/c imunizados com as
proteinas recombinantes e PBS (controle negativo) foram sacrificados em CO, e seus bacos
foram assepticamente removidos e depositados em meio RPMI (Roswell Park Memorial
Institute Medium-RPMI-1640, contendo 2 mM L-glutamina, 100 IU/mL of Penicilina, 100
pug/mL de Streptomicina e 50 ug/mL of Gentamicina). Os bagos foram macerados com auxilio
de um porter e centrifugados por 10 minutos a 1.100 rpm, a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e a fase sedimentada foi adicionado 1 mL de agua gelada estéril, para lise dos
eritrocitos; apos este procedimento, as suspensdes foram novamente centrifugadas.

O sobrenadante resultante foi descartado e os esplendcitos foram ressuspendidos em
1 mL de RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino. As células foram contadas ap6s
marcacdo com 0.4% azul de tripano e entdo distribuidas em triplicada em uma placa de
cultura celular de 96 pogos (Costar, Corning), na quantidade de 5x10° células/poco.

Os esplendcitos foram tratados com 5 pg/mL do mitégeno Concanavalina A (ConA)
(Sigma), empregado como controle positivo de proliferagdo, 5 pg/mL de cada proteina
recombinante ou foram destituidos de estimulo (apenas meio), sendo este tratamento
empregado como controle negativo de proliferacdo. Foi feita a cultura destas células por 48
horas a 37 °C e 5% CO,, em atmosfera umidificada, e a taxa de proliferacdo celular foi
determinada em funcdo da replicacdo do DNA, medida pela incorporagdo de
bromodesoxiuridina (BrdU), um anélogo de base nitrogenada timina, por um kit de ELISA
colorimétrico-BrdU (Roche Diagnostic, Indianapolis, IN).

As células foram incubadas por 2h com BrdU para permitir a marcacdo do DNA
genbémico. Em seguida, anticorpo anti-BrdU conjugado com peroxidase (1:100) foi
adicionado e as células incubadas por 90 minutos. Solucdo de substrato para a enzima foi
adicionada e foi feita incubacdo a temperatura ambiente por 15 minutos; a reacdo enzimatica

foi parada pela adi¢do de H,SO,4 1M e a densidade otica foi medida a 450 nm.
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O indice de Estimulagéo (I.E) foi calculado como sendo o quociente entre a DO450
nm média das células estimuladas com a proteina recombinante e a DO450 nm média das
células cultivadas apenas em meio, ou seja, sem estimulo, dentro do grupo dos animais
imunizados.

Para analise estatistica, primeiramente foi avaliada a diferenca entre as medias do
tratamento no qual as células foram estimuladas com a proteina, entre o grupo imunizado e
grupo PBS (controle negativo). Sendo detectada diferenca significativa, a analise estatistica
foi entdo feita dentro do grupo dos animais imunizados entre o tratamento com proteina e
apenas meio, pelo teste t-Student. Um p-valor menor do que 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
3.19 Avaliacdo de citocinas

Para anélise das citocinas secretadas, as células do baco foram extraidas segundo
protocolo acima descrito. A cultura dos esplendcitos foi feita em placa de cultura celular de
24 pocos, cada qual contendo 5x10° células, em triplicata. Apds 48 horas de cultura, a placa
foi centrifugada e o sobrenadante resultante da cultura celular foi coletado e armazenado em
curto prazo a -20 °C. As citocinas IL-4, IL-10, IFN-y e TNF-a foram medidas por ELISA
sanduiche (PreproTech, Colonia Narvarte, México), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Em suma, o anticorpo de captura foi imobilizado a placa de ELISA durante cerca
de 16 horas, a placa foi lavada e bloqueada com solucao de bloqueio por 1 hora.

Os padroes de citocinas foram diluidos para compor uma curva de concentracao.
Entdo, 100 uL de cada sobrenadante foram adicionados a cada pogo, e a placa foi incubada
por 2 horas a 37 °C. Foi adicionado o anticorpo de deteccéo (1:2.000), seguido por 2 horas de
incubacdo; o substrato foi adicionado a cada poco e incubado a temperatura ambiente por 10
minutos. As leituras colorimétricas foram feitas no comprimento de onda de 405 nm, e 0s
valores de absorbancia foram convertidos em valores de concentragdo mediante comparagéo
com a curva de concentragdes gerada.

Para andlise estatistica, primeiramente foi avaliada a diferenca entre as meédias do
tratamento no qual as celulas foram estimuladas com a proteina, entre o grupo imunizado e
grupo PBS (controle negativo). Sendo detectada diferenca significativa, a analise estatistica
foi entdo feita dentro do grupo dos animais imunizados entre o tratamento com proteina e
apenas meio, pelo teste t-Student. Um p-valor menor do que 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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3.20 Deteccéao de anticorpos 1gG em soros de pacientes diagnosticados com leptospirose

e soro de hamsters experimentalmente infectados.

A deteccdo de anticorpos IgG anti-OmpL1, anti-rLIC10731 e anti-rLIC10645 foi
realizada de maneira semelhante aos experimentos de deteccdo de anticorpos em soro de
camundongos imunizados. As placas foram imobilizadas com os antigenos de interesse, neste
caso as proteinas recombinantes, compondo uma massa de 250 ng de proteina por pogo. Os
soros humanos e de hamsters foram empregados na diluicdo de 1:100 e os mesmo foram
adsorvidos por 1 hora em extrato de E. coli 10% (v/v). O anticorpo secundario, anti-gG
humano conjugado com peroxidase ou anti-lgG de hamster (Sigma) conjugado com
peroxidase, foi empregado na diluicdo de 1:3.000 e a revelacdo das placas foi feita da mesma
maneira acima descrita. Para a determinacdo da frequéncia de pacientes positivos para a
presencga de anticorpos, foi utilizado como limiar o valor de corte (cutoff value), o qual foi
baseado na densidade Otica de 8 soros de individuos normais ou 5 hamsters ndo infectados,
sendo calculado como a média dos valores de absorbancia apresentados pelos individuos
somada a 3 vezes 0 desvio padréo.

A reatividade de cada soro foi realizada em duplicata, e os valores finais expressos

correspondem & media dos valores de densidade Otica.

3.21 Célculo da especificidade da reacdo de deteccéo de 1IgG humano anti-OmpL1

Devido aos sintomas clinicos pouco especificos da leptospirose, a reatividade da
proteina OmpL1 com amostras de soros de pacientes diagnosticados com doencas infecciosas
ndo-relacionadas, e que ndo apresentaram historico de leptospirose, foi avaliada.

A especificidade da reacdo foi avaliada por meio da reacdo com soros de pacientes
com dengue (n=13), maléria (n=12), HIV (n=15) e doenca de Chagas (n=20). Os soros foram
utilizados na diluicdo de 1:100 e os valores de especificidade foram calculados pelo método
de Galen e Gambino (1975).

3.22 Preparo dos extratos proteicos de Leptospira spp.

Culturas de leptospiras previamente mencionadas foram crescidas por uma semana e

entdo centrifugadas a 4 °C por 20 minutos, a 5.000 rpm. O sobrenadante resultante foi
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descartado e o sedimento foi lavado duas vezes com 5 mL de PBS low-salt (contendo 50 mM
NaCl). O sedimento resultante ao final das lavagens foi ressuspendido em 200 pL de PBS,

sendo esta aliquota empregada como extrato proteico total de Leptospira spp..

3.23 Imunoblotting

As proteinas ou extratos a serem avaliados foram separadas por SDS-PAGE 12%
e transferidos para membrana de nitrocelulose “Hybond-ECL” (GE Healthcare) em sistema
semi-tmido (GE) por 1 hora a 0,8 mA por cm?em Tris-Glicina acrescido de 1,85% de SDS
(tampéo de transferéncia). A eficiéncia da transferéncia foi avaliada por coloragdo de Ponceau
S (Sigma). A membrana foi entdo lavada e incubada com solugdo de bloqueio (PBS-T-leite
desnatado 10%) durante uma noite a temperatura de 4 °C. Lavou-se a membrana e logo apds
a mesma foi incubada com anticorpo primario e secundario, dependendo do experimento.
Lavou-se novamente a membrana por 15 minutos com PBS-T, e a reatividade foi detectada
utilizando-se o kit ECL Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare). Filmes de raio-
X (Kodak) foram expostos a membrana por tempos curtos (1 a 10 minutos) e em seguida
revelados. A quimiluminescéncia da reacdo da peroxidase também foi detectada com auxilio
do software Carestream Molecular Imaging (Carestream Health, Inc.) acoplado ao aparelho
Gel Logic 2200PRO.

3.24 Avaliacdo da localizacéo celular das proteinas nativas

3.24.1 Imunofluorescéncia

Foi coletado volume de uma cultura incubada por cerca de 10 dias de L. interrogans
sorovar Copenhageni cepa FIOCRUZ L1-130 suficiente para conter 10° células por
tratamento, sendo entdo centrifugado a 5.000 rpm por 10 minutos. O pellet resultante foi
lavado 2 vezes com PBS low-salt. A concentracdo das bactérias na cultura foi determinada
por meio de contagem em camara de Petroff-Hausser em microscépio de campo escuro. O
numero de bactérias presentes no campo central da camara foi contado, e em seguida o

seguinte calculo foi empregado:

Nimero de células por mL= N° de células contadas x Diluicdo x 50.000
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As leptospiras entdo foram incubadas com 200 pL de solucdo de paraformaldeido
2%, por 40 minutos a 30 °C, e apés esse periodo, a solucéo foi centrifugada a 5.000 rpm por
20 minutos e o pellet resultante foi ressuspendido em solucdo de BSA 3% contendo antissoro
gerado contra LipL32 (proteina sabidamente de membrana externa), DnaK (proteina
citoplasmatica) ou contra as proteinas recombinantes na diluicdo de 1:50. Cabe ressaltar que o
antissoro anti-LipL32 e anti-Dnak foram gerados por meio de imunizacdo de animais com as
respectivas proteinas recombinantes.

As leptospiras foram incubadas por 1 h a 30 °C com a solugéo contendo antissoro e
foram entdo centrifugadas (5.000 rpm por 20 minutos) e o pellet resultante foi lavado trés
vezes com PBS low-salt. Por fim, as leptospiras foram incubadas com solugcdo de BSA 3%
contendo iodedo de propidio (Sigma) na diluicdo de 1:20 e anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado com FITC (Sigma), na diluicdo de 1:50, por 45 minutos a 30 °C. Apos esse
periodo, a solucdo foi centrifugada e o pellet resultante foi lavado duas vezes com PBS low-
salt.

As imagens foram captadas em microscopio de imunofluorescéncia confocal LSM
510 META (Carl Zeiss Inc., Alemanha), alocado no Departamento de Parasitologia do
Instituto Butantan (S&o Paulo, SP). Foi utilizado aumento de 600X (FITC, excitagdo 488 nm,
emissdo 500-550 nm; lodeto de propidio, excitacdo 543 nm, emissao 612-619 nm).

3.24.2 Acessibilidade por proteinase K

A digestdo enzimaética das proteinas localizadas na superficie de L. interrogans cepa
FIOCRUZ L1-130 foi feita seguindo protocolo descrito por Pinne e Haake (2009), com
algumas modificacdes. As leptospiras foram crescidas por cerca de uma semana e entdo
contadas, centrifugadas (5.000 rpm por 20 minutos) e ressuspendidas em tampdo de
protedlise, contendo 10 mM Tris-HCI pH 8 e 5 mM CaCl, compondo um total de 10°
leptospiras/mL por tratamento.

Os tratamentos empregados foram distintos tempos de contato com proteinase K
(PK, Sigma), na concentracdo de 25 pg/mL. Assim sendo, as bactérias foram incubadas a 37
°C, sob baixa agitacdo, durante 0 horas (auséncia de degradacéo das proteinas de superficie),
30 minutos, 1 hora, 3 horas e finalmente 5 horas. Quando os periodos de incubagdo foram
atingidos, a atividade da PK foi cessada por meio da adi¢do de 2 mM de PMSF, um inibidor
de serino-protease, e as bactérias centrifugadas, lavadas duas vezes com PBS-low salt e

ressuspendidas em 1 mL de PBS-low salt; esta solucdo final foi utilizada para imobilizacéo
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das leptospiras em placas de ELISA (50 pL/pogo). As placas de ELISA foram bloqueadas
com PBS-low salt contendo 3% BSA, e a detec¢do das proteinas foi feita por meio da adicdo
de antissoro gerado contra as proteinas recombinantes, na diluicdo de 1:200 em PBS-low salt
3% BSA. Como controle, foram empregados antissoro contra LipL32 (controle positivo de
degradacéo, 1:1.000) e contra DnaK (controle negativo de degradacéo, 1:3.000).

Para as analises estatisticas, as absorbancias nos diferentes tempos de incubagdo com
PK foram comparadas com as absorbancias no tempo O horas, que contém o maximo sinal,
pelo teste t-Student. Um p-valor menor do que 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

3.25 Ensaio de adesdo das proteinas recombinantes a componentes da matriz

extracelular e soro

Os componentes previamente descritos form diluido em PBS (10 ug/mL) e a cada
pogo de uma placa de ELISA foi adicionado 1 ug dos mesmos, os quais foram incubados por
3 horas a 37 °C para imobilizacdo. Apds esse periodo, as placas foram lavadas, e entdo foram
bloqueadas com PBS-T acrescido de 10% leite desnatado; as placas foram incubadas a 4 °C
por 16 horas. A solucdo de bloqueio foi descartada, as placas lavadas e a cada pogo foi
adicionado 1 pg de cada proteina recombinante em 100 pL de PBS. A intera¢do entre
componente e proteina foi estendida por 2 horas a 37 °C, e entéo as placas foram lavadas seis
vezes e a deteccdo das proteinas recombinantes ligadas foi feita pela adicdo de pool de soro
policlonal especifico para cada proteina teste, empregado em uma diluicdo que apresentou
OD492 nm igual a 1 nos experimentos de titulagdo, em 100 uL de PBS. As placas foram
incubadas por 1 hora a 37 °C, entdo novamente lavadas, e foram adicionados 100 pL por poco
do anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase, na diluicdo de
1:5.000, e a incubagdo procedeu-se por 1 hora a 37 °C. A reacdo foi revelado com substrato
OPD conforme mencionado anteriormente.

Para confirmacdo da ligacdo, o mesmo experimento foi feito e a reatividade foi
acessada por meio da utilizagdo do anticorpo monoclonal anti-His conjugado com peroxidase,
utilizado na diluigdo que apresentou OD492 nm igual a 1 em experimentos de titulag&o.

Para as analises estatisticas, a média dos valores de absorbancia de cada componente
foi comparada com as médias apresentadas pelos controles negativos, pelo teste t-Student, e o
um p-valor abaixo de 0,05 (5%) foi considerado estatisticamente significativo. O p-valor

apresentado nos resultados se refere ao controle negativo gelatina.
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3.26 Curva de dose-resposta da ligagédo das proteinas recombinantes aos componentes

Para aqueles componentes aos quais foi verificada interacdo significativa com as
proteinas recombinantes, foi realizada uma curva de dose-resposta, a fim de se caracterizar a
ligagdo. Para tal, cada componente foi imobilizado nas placas de ELISA (ou gelatina, como
controle negativo) e entdo estas foram bloqueadas; foram adicionadas concentracdes
crescentes de cada proteina recombinante, diluidas em PBS. A deteccdo da ligacdo foi
realizada conforme acima mencionado.

Os valores de absorbancia obtidos nas diferentes concentragdes foram utilizados para
calcular a constante de dissociac¢do (Kp) de acordo com o método anteriormente descrito por
Lin et al. (2009), com base na equacdo A= Amax [proteina]/( Kp + [protein]), na qual A ¢é a
absorbancia em uma determinada concentracdo ([proteina]), Amax € a absorbancia obtida na
saturacéo da ligagéo.

Quando a saturacdo de ligacdo ndo foi atingida, a constante de dissociacdo foi
estimada por regressao linear baseando-se em uma cinética enzimatica de Michaelis-Menten,
da qual parte a férmula utilizada por Lin et al. (2009).

A equacéo para regressao utilizada foi a seguinte:

1/ — (KD 1 1
/A = ( /Amax)' /[proteina]+ /Amax

3.27 Ensaio de inibicdo da ligacdo pela incubacdo com antissoro anti-proteina

recombinante

Foi verificado o efeito dos anticorpos contra cada proteina recombinante na ligacdo
dessas aos componentes da matriz extracelular e soro, de uma maneira dose-dependente. Os
componentes foram imobilizados em placas de ELISA e estas entdo foram bloqueadas. Cada
proteina recombinante (1jg) foi incubado com o antissoro anti-proteina recombinante ou soro
pré-imune em diferentes diluigdes (1:50 até 1:400, por 2 horas a 37 °C). O soro pré-imune foi
empregado como controle negativo de bloqueio da ligagdo. A deteccdo da ligacdo das
recombinantes foi realizada como acima descrito.

Para as analises estatisticas, primeiramente foi detectada diferenca significativa entre

os distintos grupos (incubacdo com antissoro ou soro pré-imune) para cada tratamento
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(concentracdo); em seguida a média dos valores de absorbéncia de cada tratamento foi
comparada a média da situacdo sem incubacdo com antissoro, pelo teste t-Student, e um p-
valor abaixo de 0,05 (5%) foi considerado estatisticamente significativo. Os resultados foram

expressos em porcentagem de ligacéo.

3.28 Ensaio de inibicdo da ligacdo pela desnaturacdo térmica das proteinas

recombinantes

Foi verificado o efeito da desnaturacdo das proteinas recombinantes na ligacao
dessas aos componentes da matriz extracelular e soro. Os componentes foram imobilizados
nas placas, e estas foram blogueadas. Entdo, cada proteina recombinante foi diluida (10
ug/mL) e fervida a 100 °C por 10 minutos, para que ocorresse a desnaturacdo, e entdo
transferidas para as placas de ELISA as quais os componentes foram previamente
imobilizados. A deteccdo da ligacdo foi feita conforme acima descrito.

Para as andlises estatisticas, a média dos valores de absorbancia obtidos pela ligacdo
das proteinas desnaturadas aos componentes foi comparada com a média dos valores de
absorbancia obtidos pela ligacao das proteinas ndo desnaturadas, pelo teste t-Student, e um p-
valor abaixo de 0,05 (5%) foi considerado estatisticamente significativo. Os resultados foram

expressos em porcentagem de ligacéo.

3.29 Caracterizacao da ligacdo das proteinas recombinantes ao plasminogénio

Foi avaliada a importancia dos residuos de lisina na interacdo entre as proteinas
recombinantes e o plasminogénio. Para tal, as proteinas recombinantes foram diluidas para 10
pg/mL em tampdo contendo diferentes concentracdes (2 e 20 mM) do anélogo de lisina, 0
acido 6-aminocaproico (ACA) (Sigma). As solucgdes entdo foram adicionadas aos pocos nos
quais o plasminogénio havia sido previamente imobilizado (1pg/poco) e a deteccao da ligacédo
foi feita conforme acima mencionado.

Para as analises estatisticas, a média dos valores de absorbancia obtidos pela ligacao
das proteinas incubadas com ACA foi comparada com a média dos valores de absorbancia
obtidos pela ligacdo das proteinas na situacdo onde ndo havia o competidor (méximo de
ligagdo), pelo teste t-Student, e um p-valor abaixo de 0,05 (5%) foi considerado

estatisticamente significativo. Os resultados foram expressos em porcentagem de ligacéo.
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3.30 Caracterizacao da ligacdo das proteinas recombinantes a laminina

Laminina foi diluida em tampdo acetato de sédio 50 mM (pH 5) na concentracdo
final de 10 pg/ml e entdo adicionada a placa de ELISA para imobiliza¢ao, conforme acima
descrito. Ap6s, a laminina imobilizada foi tratada com diferentes concentracBes de
metaperiodato de sddio (0-100 mM) (Sigma), para que ocorresse a oxidacdo dos residuos de
acucares na macromolécula. Em seguida, as proteinas recombinantes foram adicionadas aos
pocos (1 ug/pogo) e a detecgdo da ligagao foi feita conforme acima mencionado.

Para as andlises estatisticas, a média dos valores de absorbancia obtidos pela ligacdo
das proteinas a laminina oxidada foi comparada com a média dos valores de absorbancia
obtidos pela ligacdo das proteinas a laminina sem oxidacao, pelo teste t-Student, e um p-valor
abaixo de 0,05 (5%) foi considerado estatisticamente significativo. Os resultados foram

expressos em porcentagem de ligacéo.

3.31 Ensaio de atividade enzimatica da plasmina

Este experimento foi feito para verificar se o plasminogénio ligado as proteinas
recombinantes consegue ser convertido a sua forma enzimaticamente ativa, a plasmina.

Para tanto, o procedimento foi realizado conforme proposto por Vieira et al. (2009).
Em suma, as placas de ELISA foram incubadas com 1 pg de cada proteina recombinante ou
BSA (empregado como controle negativo) por poco, em triplicata, lavadas 3 vezes com PBS-
T e blogueadas com PBS-T 10% leite desnatado, por 2 horas a 37 °C. Em seguida, foi
adicionado 1 pg de plasminogénio por pogo, e este foi deixado interagir com as proteinas
imobilizadas por 2 horas a 37 °C. As placas foram lavadas e a cada poco foram adicionados 4
ng de ativador de plasminogénio tipo uroquinase (UPA-Sigma) e substrato cromogénico para
plasmina, D-valyl-leucyl-lysine-p-nitroanilide dihydrochloride (Sigma), na concentracdo de
0,4 mM e volume final de 100 pL, em PBS. Foram incluidos controles nos quais um dos
componentes foi omitido (Plasminogénio, uPA ou substrato).

As placas foram incubadas por 16 horas a 37 °C e a degradacdo do substrato foi
aferida por meio de leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 405 nm.

Para as analises estatisticas, primeiramente os valores de absorbancia do tratamento
completo foi comparado com os valores de absorbancia dos tratamentos controles (nos quais

um dos componentes foi omitido), e sendo detectada diferenca significativa, os valores de
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absorbancia foram comparados com o controle negativo BSA, pelo teste t-Student, e um p-
valor abaixo de 0,05 (5%) foi considerado estatisticamente significativo.

3.32 Inibicéo do coagulo de fibrina

A proteina recombinante OmpL1 (3 uM) foi incubada com fibrinogénio (1 mg/mL)
por 2 horas a 37 °C. Foram colocados 90 pL da solucdo de fibrinogénio mais proteina
recombinante em cada poco de uma placa de ELISA, bem como 10 pL de uma solugdo 10
U/mL de trombina (Sigma), para iniciar a formacdo do coagulo de fibrina. A reacdo foi
prolongada por 45 minutos e foram empregados um controle negativo, no qual a trombina foi
omitida da reacdo, e um controle positivo, no qual ndo houve incubacao do fibrinogénio com
a proteina recombinante, ou seja, uma situacdo onde o codgulo se forma livre de interferéncia.
A formacdo do coagulo de fibrina foi medida por meio da leitura da turbidez no comprimento
de onda de 600 nm. Os resultados séo expressos em porcentagem de coadgulo, sendo a turbidez
do coagulo no tratamento sem incubagdo com recombinante, ao final da cinética, considerada
100%.

A porcentagem do coagulo formado no tratamento com a proteina recombinante foi
comparada com a porcentagem do coadgulo do controle positivo, pelo teste t-Student, e um p-

valor abaixo de 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3.33 Interferéncia entre os componentes na ligacao as proteinas recombinantes

Para elucidar se uma proteina recombinante se liga a seus componentes por meio de
sitios distintos, foi feito um ensaio de interferéncia. As placas foram imobilizadas com 1 pg
da proteina recombinante por poco e bloqueadas. A cada poco, foi adicionado uma massa fixa
de um dos componentes (1 pg) juntamente com massas crescentes do componente com o qual
se deseja verificar interferéncia (0.1-1 pg), em 100 pL de PBS. Os componentes foram
deixados interagir por 2 horas a 37 °C com a proteina recombinante imobilizada e a detecgdo
da ligacdo foi feita com o uso de anticorpos que reconhecem especificamente o0s
componentes, os quais foram previamente titulados e empregados em uma diluicdo que
fornece uma OD492nm igual a 1.

As reagOes foram reveladas por meio do substrato OPD, conforme descrito, e as
analises estatisticas foram feitas comparando-se os valores de absorbancia obtidos nas

incubacdes com diferentes massas do competidor em relacdo aos valores obtidos na situacéo
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na qual foi omitido o componente competidor, pelo teste t-Student. Um p-valor abaixo de
0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3.34 Inibicao da ligacéo das leptospiras vivas ao componente

Para verificar se as proteinas recombinantes ligadas aos componentes sdo capazes de
reduzir a interacdo destes com as leptospiras, o seguinte experimento foi realizado: 1 pg de
cada componente foi imobilizado por poco de uma placa de ELISA, a qual foi bloqueada com
PBS-T 10% leite. Entdo, aos pocos foram adicionadas concentracfes crescentes das proteinas
recombinantes. Apds incubagdo por 2 horas a 37 °C, as placas foram novamente lavadas e
incubadas com 100 pL de uma solucdo 10° leptospiras/mL, as quais foram incubadas por 2
horas a 37 °C. Apds lavagem, a deteccdo das leptospiras ligadas foi feita por meio da
incubacdo com antissoro anti-LipL32 (1:2.000), pelo fato da proteina LipL32 ser o antigeno
majoritario da membrana externa de Leptospira spp. (HAAKE et al., 2000); em seguida
adicionou-se anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase (1:5.000) e a reagéo foi
revelada conforme acima descrito.

Para as analises estatisticas, os valores de absorbancia obtidos nas situacGes onde o
componente foi incubado com a proteina recombinante foram comparados a situacdo na qual
ndo houve incubacédo, ou seja, 0 maximo de ligacdo das leptospiras ao componente, pelo teste
t-Student, e um p-valor menor do que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Os

valores sdo expressos em porcentagem de ligagéo.

3.35 Preparo de bacterina para ensaios de imunoprotecéo

A bacterina foi preparada conforme descrito por Silva et al. (2007). Foi determinada
a densidade celular de cultura de L. interrogans sorovar Kennewicki cepa Pomona Fromm
virulenta recém isolada de animal infectado. Ap6s a contagem, a dose do in6culo foi ajustada
para 10° leptospiras/animal. A cultura foi centrifugada durante 20 minutos a 5.000 rpm, &
temperatura ambiente, e o sedimento foi lavado duas vezes com tampédo PBS low-salt. O
sedimento foi ressuspendido em PBS e incubado por 20 minutos a 56 °C para inativacdo das
bactérias, e as aliquotas foram armazenadas a -20 °C. Para confirmar a inativacdo completa
das bacterias, 1 mL de bacterina foi inoculado em meio EMJH para se verificar a auséncia de

crescimento.
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3.36 Ensaio de imunoprotecdo

Os ensaios de imunoprotecdo foram realizados no laboratério de Zoonoses da
Faculdade de Medicina Veterinaria da USP. Grupos de doze hamsters sirios machos recem-
desmamados (80 a 120 gramas) foram imunizados pela via subcutanea no dorso com 50 pg de
proteina recombinante, dose de bacterina (controle positivo) ou PBS (controle negativo) em
suspensdo contendo Aldydrogel (2% AI(OH)s, Brenntag Biosector) na concentracdo final de
12% como adjuvante. Os animais receberam comida e agua ad libitum.

Foram realizadas duas imuniza¢Ges no intervalo de duas semanas e a cada
imunizacdo os animais foram sangrados pelo plexo retro-orbital. Os soros foram avaliados por
ELISA, semelhante ao descrito para o soro hiper-imune produzido em camundongo. O soro
dos animais foi diluido em placa de microdiluicdo, adsorvido com extrato de E. coli e entdo
transferido para placas de ELISA contendo a proteina recombinante previamente imobilizada
(250 ng/poco). Apds incubacdo, as placas foram lavadas e a elas foram adicionados 50 pL de
anti-lgG de hamster conjudado com peroxidase (1:5.000, diluido em PBS). A reacdo foi
revelada com substrato OPD como descrito anteriormente.

Duas semanas ap6s a segunda imunizacdo, os animais foram infectados por
inoculacéo intraperitoneal de 200 pL de cultura de L. interrogans sorovar Kennewicki cepa
Pomona Fromm virulenta recém-isolada, sendo inoculadas 2,5x10° leptospiras/animal. Para
calculo da DLsy, as bactérias foram contadas em camara de Petroff-Hausser e entdo
inoculadas em hamster em diluicdes seriadas de 10 vezes, iniciando em 10° até 10°
leptospiras/animal. Para cada diluicdo utilizada, 4 animais foram inoculados. A DLsg
corresponde a diluicdo na qual houve 50% de morte dos animais. Os animais inoculados
foram observados quanto ao aparecimento dos sintomas de leptospirose por 21 dias, e ao final
deste periodo os sobreviventes foram sacrificados. O sangue foi coletado via punc¢éo cardiaca
e o soro foi avaliado quanto a presenca de anticorpos. O rim dos animais sobreviventes foram
coletados, macerados, ressuspendido em solugdo salina (na diluicdo de 1:10 e 1:100) e
cultivados em meio EMJH modificado semi-sélido a 28 °C para avaliagdo da presenca de
leptospiras apds 6 semanas de observacéo.

A analise de significancia estatistica foi realizada com auxilio do programa
GraphPad Prism versao 3.0, utilizando o0 método Kaplan-Meier (KAPLAN; MEIER, 1958). O

p-valor abaixo ou igual a 5% foi considerado estatisticamente significativo.
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3.37 Teste de Microaglutinacéo (MAT)

O ensaio de MAT é rotineiramente realizado no Laboratorio de Zoonoses da
Faculdade de Medicina Veterinaria da USP, conforme descrito por Faine et al. (1999). Foi
empregada uma bateria de 25 sorovares de Leptospira spp. como antigeno: Whitcombi,
Andamana, Australis, Autumnalis, Bataviae, Butembo, Canicola, Castellonis, Sentot,
Copenhageni, Cynopteri, Bratislava, Grippotyphosa, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae,
Javanica, Panama, Patoc, Pomona, Pyrogenes, Shermani, Tarassovi, Hardjo (hardjoprajitno),
Hardjo (hardjobovis) e Wolffi. Todas as linhagens sdo mantidas em meio EMJH modificado a
28 °C. Um teste é considerado positivo quando ha um aumento de pelo menos quatro vezes na
microaglutinacdo de amostras de soros pareados. O sorovar que apresentar um titulo de
aglutinacdo de 50% na maior diluicdo é considerado o provavel sorotipo predominantes. O
teste € considerado negativo se ndo houver aglutinagdo com nenhum dos sorovares listados

acima.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise de bioinformatica dos genes selecionados

O estudo de proteinas de membrana de Leptospira spp. € importante porque estas
estdo em contato com o hospedeiro e contribuem para a sobrevivéncia no meio ambiente.
Inclusive, algumas proteinas de membrana externa sdo reguladas de forma diferenciada nas
condigdes in vivo e in vitro (LO et al., 2006; MATSUNAGA et al., 2007).

Neste trabalho foram selecionados 3 genes de L. interrogans sorovar Copenhageni.
Segundo o software LipoP, todas os genes selecionados codificam para proteinas que
possivelmente serdo destinadas a membrana de Leptospira. A proteina OmpL1, codificada
pelo gene LIC10973, possui sinal Spl, portanto ndo é uma lipoproteina, embora seja
encaminhada para a membrana externa (HAAKE et al., 1993). Ja as proteinas relativas aos
genes LIC10731 e LIC10645 possuem sinal Spll, tratando-se portanto de possiveis
lipoproteinas, pois essa regido é reconhecida pela enzima peptidase sinal 1I, a qual é
responsavel pela clivagem do peptideo sinal e por lipidacdo de residuos de cisteina.

Adicionalmente, o software PSORT e CELLO foram utilizados para definir a
localizacdo celular possivel das proteinas, utilizando-se de algoritmo funcional para bactérias
gram-negativas. De acordo com os resultados, as proteinas OmpL1 e a proteina codificada
pelo gene LIC10645 possuem alta probabilidade de estarem alocadas na membrana externa da
bactéria, ao passo que a proteina codificada pelo gene LIC10731 apresentou resultados
distintos pelos dois softwares, uma vez que foi dada como proteina de membrana
citoplasmatica ou de espaco periplasmatico pelo PSORT e como de membrana externa pelo
CELLO.

A proteina codificada pelo gene LIC10731 é uma provavel lipoproteina, e como se
sabe, a grande maioria das lipoproteinas em Leptospira spp., assim como em Borrelia spp., se
localiza na membrana externa (HAAKE et al.,, 2000). Esta proteina também possui um
residuo de aminoacido neutro apés a cisteina N-terminal, outro forte indicio de localizacdo na
membrana externa da bactéria (MATSUNAGA et al., 2006).

Atualmente, trés espécies de Leptospira spp. possuem genoma completo
sequenciado: L. interrogans sorovar Lai (REN et al.,, 2003) e sorovar Copenhageni
(NASCIMENTO et al., 2004a), L. borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis (BULACH et al.,
2006) e L. biflexa sorovar Patoc (PICARDEAU et al., 2008).
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Por meio da andlise comparativa das sequéncias de aminoécidos (blastp) preditas
verificou-se que as trés proteinas possuem similaridade com uma proteina predita em L.
interrogans sorovar Lai, em L. borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis, e apenas OmpL1 possui
similaridade com uma proteina predita na espécie saprofitica L. biflexa, embora baixa.

A proteina OmpL1 possui um dominio estrutural do tipo Porin_OmpL1, que denota
um dominio do tipo porina, presente entre os aminoécidos 45 e 311, de acordo com o
programa PFAM. A proteina codificada pelo gene LIC10731, segundo definido pelo PFAM e
SMART, possui um dominio da familia Beta-lactamase entre os aminoacidos 86 e 366.
Segundo o resultado, esse dominio catalisa a abertura e quebra do anel beta-lactamico contido
em antibidticos beta-lactdmicos, como penicilina, por exemplo; essas beta-lactamases
normalmente sdo secretadas. A proteina codificada pelo gene LIC10645 possui apenas
algumas regides de baixa complexidade e ndo possui nenhum dominio conservado.

O modelo topoldgico predito da proteina OmpL1 é composto por 10 dominios
anfipaticos de folha-B (HAAKE et al., 1993; SHANG et al., 1995). Pela analise utilizando o
software TMBETA, a proteina codificada pelo gene LIC10731 possui 15 dominios
transmembrana do tipo folha-B e a proteina codificada pelo gene LIC10645 possui 14.

Quanto a predicdo de dominios transmembrana do tipo alfa-hélice, feita pelo
software TMHMM, a proteina codificada pelo gene LIC10731 possui apenas um dominio
deste tipo, porém localizado no peptideo sinal; o mesmo foi observado para a proteina
codificada pelo gene L1C10645.

O Quadro 3 mostra resumidamente a andlise por bioinformatica das proteinas
codificadas pelos genes selecionados para o estudo.

A proteina OmpL1, pela anlise da sequéncia de aminodcidos, se mostrou bastante
conservada entre diferentes espécies e sorovares de Leptospira, que, embora nao tenham sido
inteiramente sequenciados, possuem algumas sequéncias depositadas no banco de dados do
NCBI (National Center for Biotechnology Information). A similaridade da sequéncia de
aminoacidos desta proteina em L. interrogans sorovar Copenhageni é bastante alta em relacao
a diversas espécies patogénicas de leptospira, como L. kirschneri, L. noguchii, L. weilii e L.
santarosai.

Em relacdo a proteina codificada pelo gene LIC10731, sua sequéncia de aminoacidos
apresenta similaridade com sequéncia de L. weilii, L. noguchii e L. santarosai acima de 80%.
Similaridade no dominio de beta-lactamase também foi observada em relacdo a proteinas de

outros géneros de bactérias, como Paenibacillus, Collimonas e Burkholderia. Quanto a
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proteina codificada pelo gene LIC10645, similaridade de 81% foi observada em L. noguchii, e
em menor porcentagem em L. santarosai e L. weilii (44% e 50%, respectivamente).

Quadro 3 - Resumo das analises por bioinformatica

Gene ID Descricdo Sitio de Dominio Similaridade com
Clivagem conservado outras especies ja
sequenciadas
LI1C10973 Proteina de 24-25 Porin_OmpL1 dLaib94%
; Hardjo-bovis 87%
(OmpL1) membrana predita L Diflexa: 44%
LIC10731 Lipoproteina predita 35-36 Beta-lactamase Lai 100%

Hardjo-bovis 85%
L. biflexa: ausente

LIC10645 Lipoproteina predita 25-26 - Lai 99%
Hardjo-bovis 52%
L. biflexa: ausente

Notas: Gene ID: identificacdo do gene no genoma L. interrogans sorovar Copenhagent;
Abreviaturas: Lai: L. interrogans sorovar Lai; Hardjo-bovis: L. borgpetersenii sorovar
Hardjo-bovis; L.biflexa: L. biflexa sorovar Patoc.

Foi gerado um filograma utilizando as sequencias de aminoacidos disponiveis no
GeneBank, e o resultado pode ser visualizado na Figura 4. Pela analise do filograma, a
proteina codificada pelo gene OmpL1 se mostrou presente em varias cepas, tanto patogénicas
quanto saprofiticas e intermediarias. Existe uma clara similaridade/proximidade entre as
sequencias presentes nas cepas patogénicas e baixa similaridade com sequencias contidas nas
cepas saprofitica e intermediaria, as quais estdo organizadas em um ramo mais distante.

A proteina codificada pelo gene LIC10731 mostrou maior similaridade entre as cepas
patogénicas, sendo a cepa intermediaria disposta em um ramo mais distante. A proteina
codificada pelo gene LIC10645 mostrou uma distribuicdo dispersa no filograma, entre as
cepas patogénicas, sugerindo uma conservacdo moderada. Adicionalmente, uma cepa
saprofitica (L. kmetyi) foi agrupada com uma cepa patogénica (L. interrogans).

Cabe ressaltar que, embora o filograma tenha sido gerado com base na sequencia de
aminoacidos codificados pelos genes, isso ndo implica em a proteina ser expressa nas
diferentes cepas. Estas sequéncias de aminoacidos sdo geradas por traducdo conceitual de

sequencias de nucleotideos depositadas no NCBI.
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Figura 4 - Filograma gerado a partir das sequéncias de aminoacidos disponiveis no
GeneBank.
A

Leptospira interrogans sorovar Copenhageni
Leptospira interrogans sorovar Autumnalis
-F— Leptospira interrogans sorovar Wolffi
Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae
Leptospira kirschneri sorovar Grippotyphosa
-[[— Leptospira interrogans sorovar Grippotyphosa
Leptospira interrogans sorovar Australis
Leptospira noguchii cepa 2006001870
Leptospira interrogans sorovar Lai
Leptospira interrogans sorovar Canicola
Leptospira interrogans sorovar Pyrogenes
Leptospira interrogans sorovar Kremastos
] E Leptospira interrogans sorovar Pomona

Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis

Leptospira borgpetersenii sorovar Javanica

Leptospira borgpetersenii sorovar Mini
Leptospira weilii cepa 2006001855
Leptospira santarosai sorovar Shermani

Leptospira licerasiae sorovar Varillal

|
L Leptospira biflexa sorovar Patoc

Leptospira interrogans sorovar Copenhageni

Leptospira interrogans sorovar Lai
Leptospira noguchii cepa 2006001870

_:,vaspira weilii cepa 2006001855

Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis

Leptospira licerasiae sorovar Varillal

Leptospira santarosai cepa 2000030832

C

Leptospira interrogans sorovar Copenhageni

Leptospira noguchii cepa 2006001870
Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis

Leptospira weilii cepa 2006001855

—‘ Leptospira alexanderi sorovar Manhao
Leptospira santarosai cepa 2000030832
— Leptospira kmetyi sorovar Malaysia

Leptospira interrogans sorovar Pomona

Leptospira kirschneri sorovar Grippotyphosa
Leptospira interrogans sorovar Lai
Leptospira interrogans sorovar Bulgarica

Um filograma foi gerado utilizando as sequéncias de aminoacidos disponiveis no GeneBank,
as quais sao geradas por traducdo conceitual de sequencias de nucleotideos. (A) refere-se ao
gene OmpL1, (B) ao gene LIC10731 e (C) ao gene LIC10645.

4.2 Analise da presenca dos genes e respectivos transcritos entre os diversos sorovares de

Leptospira

Devido a grande variedade da composicao antigénica entre os diversos sorovares de
Leptospira (LEVETT, 2001), a analise da presenca dos genes em diferentes espécies e
sorovares de Leptospira € um fator importante a ser avaliado quando se trata de um antigeno
em potencial. Para tal, foi realizada uma extracdo de DNA genémico de Leptospira spp. e
estudo da presenca dos genes OmpL1, LIC10731 e LIC10645 por meio da técnica de PCR.
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O resultado da extracdo de DNA das cepas anteriormente mencionadas pode ser
visualizado na Figura 5. As concentracGes de DNA obtidas foram quantificadas e ajustadas a

uma concentracdo padrdo, para realizagédo das reacGes de amplificacao.

Figura 5 - Visualizacao da extracdo do DNA gendmico de diferentes espécies e sorovares de
Leptospira em gel de agarose (1%).

M 1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 11

DNA genbmico das espécies patogénicas L. interrogans sorovares: Copenhageni (1),
Canicola (2), Icterohaemorrhagiae (3) Pomona (4), L. borgpetersenii sorovares: Castellonis
(5), Whitcombi (6), L. kirshneri sorovares Cynoptery (7) e Grippotyphosa (8), L. santarosai
sorovar Shermani (9), L. noguchii sorovar Panama (10), e da espécie saprofitica L. biflexa
sorovar Patoc (11). M: marcador Lambda Hindl|I.

Pela anélise de amplificacdo do DNA genémico (Figura 6), pode-se constatar que o
gene OmpL1 foi detectado em todas as espécies e sorovares patogénicos testados, estando
ausente em L. biflexa, o que € pertinente, visto que 0 gene esta presente em todas as cepas
patogénicas (HAAKE et al., 1993; HAAKE et al., 1999; HAAKE et al., 2004; ZUERNER et
al., 2000), embora exista uma sequencia com baixa similaridade na cepa saprofitica.

O gene LIC10731 se mostrou presente em todos 0s sorovares de L. interrogans e L.
kirshneri testados (embora as bandas tenham sido fracas nestas ultimas), em L. noguchii
sorovar Panama, estando ausente nos sorovares de L. borgpetersenii, L. santarosai sorovar
Shermani e na espécie saprofitica. De acordo com a andlise em silico, a sequéncia de
aminoacidos de LIC10731 de L. interrogans sorovar Copenhageni possui 85% de
similaridade com a sequencia de L. borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis.

Por meio do alinhamento das sequéncias, pode-se notar que a divergéncia maior
entre elas encontra-se na regido inicial e final da proteina, e por conseguinte do gene, 0 que
pode ter causado um impedimento no anelamento dos oligonucleotideos, sendo a mesma
explicacdo aplicavel a auséncia de banda em L. santarosai sorovar Shermani.

O gene LIC10645 foi observado em todos os sorovares de L. interrogans, e com
bandas mais fracas em L. santarosai sorovar Shermani e em L. noguchii sorovar Panama, o

que esta de acordo com a anélise em silico, visto que foi observada uma similaridade de 81%
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em relacdo a sequéncia de aminodcidos de L. noguchii, porém 44% em relacdo a sequéncia de
L. santarosai. Mesmo essa Ultima similaridade sendo baixa, provavelmente os sitios de

anelamento dos oligonucleotideos se mostram conservados.

Figura 6 - Analise da presenca dos genes em diferentes espécies e sorovares de Leptospira
em gel de agarose (1%).
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DNA gendmico das espécies patogénicas L. interrogans sorovares: Copenhageni (1),
Canicola (2), Icterohaemorrhagiae (3) Pomona (4), L. borgpetersenii sorovares: Castellonis
(5), Whitcombi (6), L. kirshneri sorovares Cynoptery (7) e Grippotyphosa (8), L. santarosai
sorovar Shermani (9), L. noguchii sorovar Panama (10), e da espécie saprofitica L. biflexa
sorovar Patoc (11) foram submetidas a reacdo de PCR com oligonucleotideos especificos
desenhados de acordo com o genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni. A integridade
das amostras foi verificada por amplificacdo do fragmento de DNA 16S ribossomal. N&o foi
adicionado DNA nas reagdes de controle negativo (C-).

Foi realizada também uma anélise da presenca dos transcritos referentes aos genes
OmpL1, LIC10731 e LIC10645, sendo que a amplificacdo do RNAr 16S serviu como
controle da integridade das amostras.

Pela analise da Figura 7, pode-se verificar que o transcrito referente ao gene OmpL1
foi encontrado em todas espécies e sorovares patogénicos testados, exceto L. santarosai
sorovar Shermani, estando também ausente na cepa saprofitica L. biflexa. Adicionalmente, o
transcrito foi identificado nas cepas virulentas.

Transcrito referente ao gene LIC10731 foi encontrado apenas na cepa atenuada L.
interrogans sorovar Pomona, embora tenha sido encontrado nas duas cepas virulentas
utilizadas, sugerindo que em L. interrogans sorovar Copenhageni a inducdo deste gene é

mediada por condic¢Ges encontradas no hospedeiro.
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Transcrito referente ao gene LIC10645 foi encontrado em todos sorovares de L.
interrogans testados e também em L. santarosai sorovar Shermani. Embora o gene tenha sido

identificado também em L. noguchi, ndo foi detectado transcrito nesta espécie.

Figura 7 - Analise da presenca dos transcritos em diferentes espécies e sorovares de
Leptospira em gel de agarose (1%).
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As amostras de cDNA das espécies patogénicas L. interrogans sorovares: Copenhageni (1),
Canicola (2), Icterohaemorrhagiae (3) Pomona (4), L. borgpetersenii sorovares: Castellonis
(5), Whitcombi (6), L. kirshneri sorovares Cynoptery (7) e Grippotyphosa (8), L. santarosai
sorovar Shermani (9), L. noguchii sorovar Panama (10), da espécie saprofitica L. biflexa
sorovar Patoc (11) e das cepas virulentas L. interrogans sorovar Copenhageni cepa FIOCRUZ
L1-130 (12) e L. interrogans sorovar Kennewicki cepa Pomona Fromm (13) foram
submetidas a reacdo de PCR com oligonucleotideos especificos desenhados de acordo com o
genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni. A integridade das amostras foi verificada por
amplificacdo do fragmento de DNA 16S ribossomal. Ndo foi adicionado DNA nas reacgdes de
controle negativo (C-). RT+ refere-se as amostras tratadas com a enzima transcriptase reversa
e RT- as ndo tratadas, durante a geracdo do cDNA.

4.3 Clonagem dos genes

Os fragmentos de DNA correspondentes aos genes OmpLl1, LIC10731 e
LIC10645 foram amplificados a partir do DNA genbmico extraido da cultura de L.
interrogans sorovar Copenhageni pela técnica de PCR, utilizando os oligonucleotideos
descritos no Quadro 2. Os produtos de PCR obtidos foram analisados por eletroforese em gel
de agarose 1% e apresentaram o tamanho esperado (Figura 8).

Os fragmentos de DNA obtidos por meio da rea¢do de PCR foram utilizados para
clonagem em vetor pGEM-T Easy (Promega). Este vetor linearizado permite a selegéo de
colbnias presumivelmente positivas para a presenca do inserto (recombinantes) por meio de
selecdo azul/branco em placas contendo IPGT e X-Gal. Quando a enzima B-galactosidase é
produzida, as coldnicas sdo capazes de degradar o substrato X-Gal, ficando entdo azuladas.

Porém, quando o inserto é ligado ao vetor, a enzima deixa de ser produzida, o que faz com
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que as coldnias figuem brancas, uma vez que agora elas sdo incapazes de degradar o substrato
cromogénico.

Figura 8 - Visualizagdo dos fragmentos de DNA amplificados referentes aos genes em
estudo em gel de agarose (1%).
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Os insertos de DNA obtidos pela técnica de PCR apresentaram os tamanhos esperados de
903 pb para OmpL1 (1), 1164 pb para LIC10731 (2) e 1212 pb para LIC10645 (3), (M) 1 Kb
Plus DNA Ladder (marcador molecular).

Apbs transformacdo em bactérias competentes, diferentes clones foram
selecionados para extracdo de DNA, e os plasmideos referentes aos clones foram digeridos
com as enzimas de restricdo que reconhecem os sitios de restricdo inseridos nas extremidades
5" dos oligonucleotideos, para certificacdo da presenca de insertos (Figura 9).

Os insertos foram removidos dos plasmideos recombinantes (pGEM-T
Easy/inserto) por um ensaio de restricao utilizando as enzimas de restricdo apropriadas, e 0s
insertos foram purificados do gel e entdo subclonados no vetor de expressao pAE. Como este
vetor ndo possui um diferencial de selecdo para as coldnias positivas para o inserto, deve-se
fazer uma avaliacdo de diversas colonias obtidas, por meio de uma extracdo de DNA
plasmidial.

Utilizando-se uma extracdo rapida por fenol-cloroférmio, foram selecionados
alguns clones presumivelmente positivos, ou seja, que apresentaram um aumento de massa
em relacdo ao vetor selvagem, o que denota incluséo do inserto de interesse no vetor (Figura
10). Pode-se notar que a eficiéncia de ligacdo foi bastante alta para a OmpL1 e LIC10731, ao
passo que esta eficiéncia foi menor para a LIC10645, sendo obtidos alguns clones negativos

para a presenca do inserto.
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Figura 9 - Andlise de restricdo dos clones selecionados do vetor pGEM-T easy em gel de
agarose (1%).
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(A) OmpL1, (B) LIC10731 e (C) LIC10645. Sendo que M: marcador molecular (1 Kb Plus
DNA Ladder); 1, 3 e 5: Plasmideos de diferentes clones circularizados; 2, 4 e 6: Plasmideos
de diferentes clones digeridos com enzimas de restrigdo, a saber, BamHI/Kpnl para OmpL1 e
LI1C10731 e Xhol/Hindlll para LIC10645.

Figura 10 - Andlise da extracdo de DNA plasmidial para selecdo de clones em gel de
agarose (1%).
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(A) OmpL1, (B) LIC10731 e (C) LIC10645. Sendo que M: marcador molecular (1 Kb Plus
DNA Ladder); os sinais negativos (-) se referem ao vetor pAE selvagem e circular (controle
negativo), e 1-4 se referem a clones selecionados apos transformacéao de bactérias DH5a. com
0 produto de ligacdo pAE + inserto.

Dos clones obtidos, foi escolhido um, o qual foi submetido a um ensaio de
restricdo (Figura 11) e sequenciamento. As construgfes foram sequenciadas e confirmou-se
gue as sequéncias estavam em fase de leitura correta e ndo possuiam quaisquer tipos de
mutacdes. O anexo A mostra 0 inicio da construcdo para expressao, onde se pode notar o
codon de inicio ATG, a regido do epitopo (His)6, os sitios de restricdo originalmente
existentes no sitio de clonagem multipla do vetor pAE e o inicio do gene selecionado.
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Figura 11 - Visualizacdo do ensaio de restricdo das construcdes finais pAE-gene em gel de
agarose (1%).
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(A) OmpL1, (B) LIC10731 e (C) LIC10645. Sendo que para (A) e (B) 1. pAE selvagem
circular; 2: pAE selvagem digerido com BamHI; 3: pAE/inserto circular; 4: pAE/inserto
digerido com BamHI; 5: pAE/inserto digerido com Kpnl; 6: pAE/inserto digerido com
BamHI e Kpnl. Para (C) 1: pAE selvagem circular; 2: pAE selvagem digerido com Xhol; 3:
pAE/inserto circular; 4: pAE/inserto digerido com Xhol; 5: pAE/inserto digerido com
Hindlll; 6: pAE/inserto digerido com Xhol e Hindlll; M: marcador molecular (1 Kb Plus
DNA Ladder).

4.4 Expressao das proteinas recombinantes

Para obtengdo das proteinas recombinantes envolvidas neste projeto, foi realizado um
estudo preliminar de inducdo com as cepas de E. coli BL21 SI, BL21 (DE3) e BL21 (DE3)
Star pLysS, com NaCl ou IPTG como indutores, em concentrac@es crescentes.

Na Tabela 1 estdo descritos os resultados dos calculos de massa molecular esperada e
P1 (ponto isoelétrico) tedrico das proteinas recombinantes que foram realizados a partir da
composicdo de aminoacidos do cassete de expressdo, utilizando o programa ProtParam -

http://www.expasy.org/tools/protparam.html.

Tabela 1 - Massa molecular e Pl tedrico das proteinas recombinantes

Gene ID Massa molecular (Da) pl teorico
LIC10973 (OmpL1) 32401.6 7.16

LIC10731 44725.3 8.69

LI1C10645 43806.2 4.96

Nota: Gene ID: identificacdo do gene no genoma L. interrogans sorovar Copenhageni

Bactérias E. coli foram transformadas e a expressdo dos genes heterélogos induzida
por diferentes concentracdes de indutor. As concentracdes utilizadas foram 5, 50 e 500 mM
qguando o indutor foi NaCl, e 0,01, 0,1 e 1 mM para as cepas na qual indutor foi o IPTG .
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Apo6s indugdo, as bactérias foram lisadas e as fragbes proteicas obtidas (sobrenadante e
sedimento) analisadas em gel de SDS-PAGE 12% (Figura 12).

Figura 12 - Anélise da expressdo das proteinas recombinantes em diferentes cepas de E. coli
por meio de SDS-PAGE (12%).
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Géis do teste de expressdo em diferentes cepas para as proteinas OmpL1 (A), rLIC10731(B)
e rLIC10645 (C). M: padrdo de massa molecular. 1. Sobrenadante ndo induzido; 2.
Sobrenadante induzido com 5 mM NaCl (para cepa SI) ou 0.01 mM de IPTG; 3.
Sobrenadante induzido com 50 mM NaCl (para cepa SI) ou 0.1 mM de IPTG; 4.
Sobrenadante induzido com 500 mM NacCl (para cepa SI) ou 1 mM de IPTG; 5. Fracéo
insoldvel ndo induzida; 6. Fracdo insolGvel induzida com 5 mM NaCl (para cepa Sl) ou 0.01
mM de IPTG; 7. Fracédo insoltvel induzida com 50 mM NaCl (para cepa SI) ou 0.1 mM de
IPTG; 8. Fracdo insolavel induzida com 500 mM NaCl (para cepa SI) ou 1 mM de IPTG.

Foi feito um ensaio de Western blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-His
para confirmar a expressdo das proteinas recombinantes (Figura 13). Para as proteinas

rLIC10731 e rLIC10645 que tiveram uma expressdo aparentemente menos notdria, foi



76

realizado um Western blotting das fragdes sollveis e insollveis das trés cepas testadas, na
maior concentracdo do indutor.

A proteina rLIC10731 foi melhor expressa na cepa BL21 (DE3) Star pLysS, embora
também tenha sido expressa nas outras cepas em menor concentracdo e com uma particéo de
expressdo na fragdo soluvel e insoldvel. A proteina rLIC10645 também foi melhor expressa
na cepa BL21 (DE3) Star pLysS, aléem de ndo sofrer degradacdo nesta cepa. Para OmpL1, a
melhor expressdo na cepa BL21 (DE3) Star pLysS foi muito evidente pela simples analise
visual dos géis, portanto, apenas as fracOes referentes a esta cepa foram carregadas ao gel e

transferidas para membrana de nitrocelulose para realizacdo do ensaio de Western blotting.

Figura 13 - Andlise das fracdes de cultura bacteriana ap6s inducdo de expressdo das proteinas
recombinantes utilizando anticorpo anti-his por Western blotting.
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As fracOes de interesse foram aplicadas a um gel SDS-PAGE 12% e entdo transferidas para
uma membrana de nitrocelulose, a qual foi incubada com anticorpo anti-his conjugado com
peroxidase (1:2.000) para detec¢cdo das proteinas recombinantes. Em (A) tem-se as fracGes
soluveis (1-4) e insolaveis (5-8) em concentracdes crescentes do indutor na cepa BL21(DE3)
Star pLysS para a proteina OmpL1. Em (B) e (C) tem-se as fragdes sollveis e insollveis para
maior concentracdo do indutor para as proteinas rLIC10731 e rLIC10645, respectivamente. 1.
Cepa BL21(SI) fragdo soluvel; 2. Cepa BL21(SI) fracdo insolavel; 3. Cepa BL21(DE3)Star
pLysS fracdo sollvel; 4. Cepa BL21(DE3)Star pLysS fracdo insolavel; 5. Cepa BL21(DE3)
fracdo soluvel; 6. Cepa BL21(DE3) fragdo insoluvel.

Todas as proteinas recombinantes foram melhor expressas na forma insolUvel,
como corpusculo de incluséo, e tiveram uma melhor expressdo na cepa BL21(DE3) Star
pLysS. Esse resultado ja era esperado para a proteina OmpL1, ja que foi descrito que esta
proteina apresenta uma certa toxicidade para E. coli, podendo limitar seu crescimento
(SHANG et al., 1995). Assim, a expressdo da lizosima para a polimerase T7 garante que a

recombinante seja expressa apenas na presenca do indutor (STUDIER, 1991).
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4.5 Purificacdo e dialise das proteinas recombinantes

A purificacdo das proteinas recombinantes expressas foi feita por meio de
cromatografia de afinidade ao metal, utilizando-se de uma resina tratada com niquel em sua
forma catiénica. Como o vetor de expressdo pAE adiciona uma sequéncia de seis residuos de
histidina, (His)6, na extremidade N-terminal da proteina recombinante, esta se liga a resina
impregnada com niquel, ao passo que 0s contaminantes proteicos da cultura se ligam
fracamente a resina, sendo entdo subsequentemente lavados com tampdo contendo baixa
concentracdo de imidazol. A proteina recombinante é eluida por meio de um tampéo contendo
alta concentracdo de imidazol.

Como todas as proteinas foram expressas na forma insollvel, estas foram
solubilizadas em tampdo de desnaturacdo, contendo 8 M ureia, a qual foi posteriormente
removida. O sistema utilizado para purificagdo das proteinas foi o de diluicdo por gotejamento
em tampd&o de refolding, seguido de purificagdo com Chelating Sepharose. Apos dialise em
tampdo apropriado (PBS para OmpL1, 500 mM NaCl e 20 mM Tris-pH 8 para rLIC10731 e
rLIC10645), a concentracdo das proteinas recombinantes foi estimada. As concentracdes
foram de 0,1 pug/uL para OmpLl1, 0,08 pg/ul para rLIC10731e 0,15 pg/ul para rLIC10645.
Como esperado, bandas majoritarias de cerca de 32,4, 44,7 e 43,8 kDa correspondentes as
proteinas OmpL1, rLIC10731 e rLIC10645, respectivamente, foram observadas em SDS-
PAGE 12% (Figura 14).

Figura 14 — Estimativa da concentracdo das proteinas recombinantes purificadas em gel
SDS-PAGE (12%).

Mic 2R 2l bl w8 M 1 2 3 4 5 6 7 8 M 1 2 3 4 5 6 7 8
- ro
7 97 KDa
9TKD 97KD1 T
66 KDa -. o6 kDa | D D - -
- e s e : 66KDa M
45KDa - - - - 45KDa W
15KDa
30 KDa \ KD g
30 KDa \
20KDa \ 20KDa
20 KD:
14KDa [y 14KDa
.

(A) OmpL1, (B) rLIC10731 e (C) rLIC10645. M: massa molecular. 1-5: BSA contendo as
massas de 4, 3, 2, 1 e 0,5 pg, respectivamente; 6-8: proteina aplicada no gel SDS-PAGE nas
quantidades de 5, 10 e 15 pL, respectivamente. As bandas de proteina recombinante foram
comparadas por densitometria com as bandas de BSA, para célculo da concentragdo das
aliquotas de proteina.
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O rendimento das purificagBes, expresso em miligramas de proteina recombinante
por litro de cultura de E. coli (mg/L), foi de 10 para OmpL1, 4,725 para rLIC10731 e 22,275
para rL1C10645.

4.6 Dicroismo circular

Informacdes sobre a estrutura de proteinas sdo importantes para que Se possa
compreender suas funcées (VAN STOKKUM et al., 1990). A técnica de dicroismo circular é
uma ferramenta importante no estudo da conformacdo de biomoléculas, especialmente
peptideos e proteinas (SREERAMA; WOODY, 1994), as quais possuem dicroismo circular
caracteristico relacionado a presenca de estruturas secundarias.

Esta técnica se baseia na absorcdo desigual da luz circularmente polarizada, uma vez
que moléculas assimétricas (quirais) interagem com a luz (GREENFIELD, 2006). Diferentes
elementos estruturais contidos nas proteinas possuem espectros caracteristicos. Proteinas com
predominio de a-hélice apresentam dois picos negativos (aproximadamente 208 e 222 nm) e
um pico positivo (aproximadamente 193 nm), e proteinas com predominio de folhas-f3
antiparalelas apresentam um pico negativo em aproximadamente 218 nm e um pico positivo
em 195 nm. Proteinas com estruturas randémicas, ou seja, ndo ordenadas, apresentam sinal
muito baixo e um pico negativo proximo a 195 nm (Figura 15).

Pela visualizacdo dos espectros gerados (Figura 16), pode-se inferir que a proteina
OmpL1 apresenta um predominio de folhas-B, o que é visto pela presenga de um pico
negativo em torno de 218 nm e um pico negativo proximo a 195 nm. A predicdo da
porcentagem de estruturas secundarias pelo software K2D3 (LOUIS-JEUNE; ANDRADE-
NAVARRO; PEREZ-IRATXETA, 2011) confirma a predominancia de estruturas do tipo
folha-B (34% de folha-p contra 14% de a-hélices). O espectro gerado esta de acordo com a
estrutura predita da proteina nativa OmpL1, caracterizada como uma proteina integral de
membrana, cujo modelo topoldgico contém 10 folhas-f anfipaticas transmembrana (HAAKE
etal., 1993; SHANG et al., 1995).
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Figura 15 - Espectros caracteristicos de proteinas com predominio de determinada estrutura

secundéria.
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O grafico representa espectros caracteristicos de proteinas com predominio de determinada
estrutura secundaria.
Fonte: Modificado de Greenfiel (2006).

Nédo foi possivel gerar os espectros completos para as proteinas rLIC10731 e
rLIC10645, ndo sendo entdo vislumbrados os picos positivos. Porém, o espectro parcial
sugere uma predominéncia de estruturas do tipo folha-p para rLIC10731, o que é denotado
pelo pico negativo tipico em aproximadamente 218 nm. Para a proteina rLIC10645, foi
verificado um pico negativo proximo de 218 nm, embora este seja mais negativo do que 0s
picos observados para as proteinas OmpL1l e rLIC10731, o que sugere a presenca de
estruturas do tipo a-hélice.

A predicdo pelo software K2D3 definiu que a proteina rLIC10731 possui 10,7% de
a-hélice e 32% de folha-B, e a proteina rLIC10645 possui 28,7% de a-hélice e 15,1% de
folha-p.

Os resultados mostram que as trés proteinas recombinantes obtidas apds purificacao
e didlise estdo estruturadas (Figura 16), 0 que nos da seguranca para prosseguir nos estudos de

caracterizagdo e avaliagdo imunoldgica destas proteinas.
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Figura 16 - Espectros gerados pela analise de dicroismo circular para as proteinas
recombinantes.
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Espectros de dicroismo circular para as proteinas (A) OmpLl, (B) rLIC10731 e (C)
rLIC10645. As medicdes de espectroscopia circular foram feitas a 20 °C em um
espectropolarimetro equipado com uma unidade Peltier para controle de temperatura. O
espectro foi medido usando uma célula de 1 mm a intervalos de 0,5 nm, e apresentado como
uma média de cinco leituras.
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4.7 AvaliacgBes imunologicas

Um melhor entendimento da resposta imune desencadeada por antigenos
recombinantes de Leptospira spp. pode fornecer novas perspectivas sobre os mecanismos de
imunidade anti-Leptospira e entdo facilitar o desenvolvimento de uma vacina recombinante.

Para tanto, camundongos BALB/c foram imunizados pela via subcutanea com 10 pg
de cada proteina recombinante, tendo Alhydrogel (2% AI(OH)s) como adjuvante, em
intervalos de 15 dias.

Todas as proteinas promoveram a producédo de altos titulos de anticorpos nos animais
imunizados, sendo a proteina OmpL1 a mais imunogénica ao final de trés imunizacfes. Ndo
foi detectada reatividade do soro dos animais controle (imunizados com PBS e adjuvante)
contra as proteinas. Os anticorpos gerados foram capazes de reconhecer as proteinas
recombinantes, 0 que é demostrado pela presenca de uma banda Unica referente a cada
proteina no ensaio de Western blotting (Figura 17).

Figura 17 - Producdo de anticorpos 1gG pela imunizacdo de camundongos com as proteinas

recombinantes.
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(A) quinze dias ap6s cada imunizacdo, os animais foram sangrados e foi feita a deteccéo de
anticorpos IgG anti-proteina recombinante. As proteinas foram imobilizadas em placas de
ELISA (250 ng de proteina/pogo) e entdo foram adicionadas dilui¢des seriadas do antissoro
aos pocos. Apos incubacdo, a deteccdo do sinal foi feita por incubacdo com anti-IgG de
camundongo conjugado com peroxidase (1:5.000). As barras indicam a média do log2 do
titulo dos animais *+ o desvio padrdo. (B) visualizacdo da reatividade dos anticorpos gerados
contras as proteinas recombinantes por western blotting. As proteinas foram
eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose, as quais foram bloqueadas com solucéo
de 10% leite e entdo incubadas com antissoro especifico nas diluigdes 1:1.600 para anti-
OmpL1 e 1:800 para anti-rLIC10731 e anti-rLIC10645. Foi feita incubagdo com anti-IgG de
camundongo e a deteccdo da reatividade foi feita a partir do substrato quimioluminescente
ECL. 1. OmpL1 incubada com soro imune anti-OmpL1; 2. OmpL1 incubada com soro de
animais imunizados com PBS; 3. rLIC10731 incubada com soro imune anti-rLI1C10731; 4.
rLIC10731 incubada com soro de animais imunizados com PBS; 5. rLIC10645 incubada com
soro imune anti-rLIC10645; 6. rLIC10645 incubada com soro de animais imunizados com
PBS.
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A quantificacdo e isotipagem dos anticorpos IgG presentes no pool dos soros
resultantes da terceira imunizacdo dos animais confirma o padrdo obtido nas titulagdes
(Figura 18) e demonstra uma predominancia de 1gGl em todos os grupos. Nenhuma

reatividade foi detectada apds incubagdo com o soro dos animais controle.

Figura 18 - Isotipagem e quantificacdo dos anticorpos IgG nos soros de animais imunizados
com as proteinas recombinantes.
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Anticorpos IgG totais (A) e subclasses IgG1 (B) e 1gG2a (C) foram quantificados a partir de
comparacao entre valores de absorbancia obtidos pela reatividade do pool do soro dos animais
resultante da terceira imunizacdo contra cada proteina recombinante e os valores de
absorbancia obtidos a partir de uma curva padrdo para cada anticorpos, gerada a partir de
diluicBes seriadas de uma massa conhecida. Para a determinacdo de IgG total, foi feita a
incubagcdo com anticorpo anti-IgG total de camundongo (1:5.000) e para determinacdo dos
isotipos, foi feita a incubacdo com anti-lgG1 ou 1gG2a de camundongo (1:2.000) seguida de
incubagdo com anticorpo anti-cabra conjugado com peroxidase (1:20.000).

Adicionalmente, foi feita a deteccdo de anticorpos IgA e IgM contra as proteinas
recombinantes, sendo que apenas IgM foi encontrado apds a terceira imunizacao (Figura 19),
0 que é esperado, visto que existe um fundo de linfdcitos B naives que séo estimulados a cada
imunizacdo, produzindo assim anticorpos do isotipo IgM (ABBAS; LICHTMAN, 2005). Os
titulos para IgM foram 6.400 para OmpL1 e rLIC10645 e 3.200 para rLIC10731 (12,6 ¢ 11,6
em log2, respectivamente). Os animais imunizados com PBS (controle) ndo apresentaram

reatividade.
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Figura 19 - Deteccdo de anticorpos IgM e IgA contra as proteinas recombinantes nos soros
dos camundongos imunizados.
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Foi feita a deteccdo de anticorpos IgM (A) ou IgA (B) contra as proteinas recombinantes.

Para tal, foi feito o pool dos soros dos animais resultantes da terceira imunizagio e estes
foram incubados, em diferentes diluicdes, com 250 ng de proteina/poco. A deteccdo da
reatividade foi feita por adicdo de anti-lgM de camundongo (diluicdo seriada) seguido de
incubacdo com anti-lgG de cabra conjugado com peroxidase ou anti-lgA de camundongo
conjugado com peroxidase, ambos na diluicdo de 1:5.000. A revelacdo foi feita com
utilizacdo do substrato cromogénico OPD.
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Apds os protocolos de imunizagdo, os camundongos foram sacrificados, seus bagos
foram extraidos e processados, para subsequente cultura celular. As células de todos o0s grupos
se mostraram viaveis, 0 que € observado pela alta proliferacdo dos esplendcitos estimulados
com o mitégeno ConA, o qual é uma lectina (proteina ligante de carboidrato) com alto
potencial de induzir mitose.

Todas as proteinas recombinantes induziram uma resposta celular, denotada pela
proliferacdo dos esplendcitos quando estes foram estimulados in vitro pelos antigenos (Figura
20). A proliferacéo foi modesta para as células obtidas do grupo imunizado com rLIC10645 e
OmpL1 e bem expressiva para o grupo rLIC10731.

A Tabela 2 mostra os indices de estimulacdo (razdo entre os valores de OD450 nm
observados nas células estimuladas com a proteina recombinante e células sem estimulo,
dentro do grupo dos animais imunizados) apresentados pelas diferentes proteinas
recombinantes.

O sobrenadante da cultura celular foi avaliado quanto & presenca de citocinas
secretadas (Figura 21). As citocinas 1L-10, IL-4, IFN-y ¢ TNF-a foram utilizadas para
discriminar uma resposta celular-Thl (IFN-y e TNF-a) e humoral-Th2 (IL-10 e IL-4).
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Figura 20 - Avaliacdo das respostas celulares apresentada pelos camundongos imunizados

com as proteinas recombinantes.
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A proliferacdo de linfocitos foi analisada a partir de celulas de baco de camundongos
imunizados com OmpLl (A), rLIC10731 (B) ou rLIC10645 (C) ou animais controle,
imunizados com PBS. As células foram cultivadas e entdo estimuladas com meio (controle
negativo), mitdgeno ConA (controle positivo, 5 pg/mL) ou proteina recombinante (5 pg/mL).
A resposta de proliferacdo foi medida pelo ensaio colorimétrico ELISA-BrdU. Os valores
representam o valor de DOzdesvio padrdo de dois experimentos independentes. As
comparacOes para andlise estatistica foram feitas pelo teste t-Student entre o tratamento
proteina e meio, dentro do grupo dos animais imunizados (*p<0,05 e **p<0,01).

DO (450 nm)
DO (450 nm)
DO (450 nm)

Tabela 2 - indices de estimulagfo induzidos pelas proteinas recombinantes

Proteina indice de Estimulagéo
OmpL1 2,8
rLIC10731 16,44
rLIC10645 3,06

Nota: Os indices de estimulacdo foram calculados com base nos valores de absorbancia
apresentados na Figura 20.

Aumento significativo de IFN-y foi obtido em todos os grupos estudados, atingindo
valores de concentracdo proximos ao tratamento com mitégeno ConA. O estimulo com a
proteina OmpL1 também promoveu a secrecdo de IL-10 e TNF-o, embora este Gltimo em
baixas concentragdes. Houve uma combinagdo de perfil Th1/Th2 para o grupo imunizado com
OmpL1, o que é denotado tanto pelo perfil de citocinas quanto pelo aumento dos titulos de
anticorpos no decorrer das imunizagoes.

Lin et al. (2011) avaliaram os epitopos combinados para linfocitos B e T presentes na
proteina OmpL1 quanto a resposta imune promovida em camundongos BALB/c, e
observaram que os epitopos selecionados foram capazes de induzir uma resposta do tipo Thl,

denotado pelos altos niveis de IFN-y produzidos.
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Figura 21 - Avaliacdo da resposta de citocinas resultante da imunizacdo de camundongos
com as proteinas recombinantes.
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Células de bago foram isoladas dos animais imunizados e cultivadas em placa de cultura de 24
pogos. Apés 48 horas, o sobrenadante da cultura foi coletado e as citocinas IFN-y (A), 1L-10
(B), TNF-a (C) e IL-4 (D) foram dosadas por um kit de ELISA sanduiche de acordo com as
instrucGes do fabricante. Os valores de absorbancia obtidos foram comparados com os valores
de uma curva padrdo contendo concentracBes conhecidas de cada citocina. Para anélise
estatistica, primeiramente foi avaliada a diferenca entre as médias do tratamento no qual as
células foram estimuladas com a proteina, entre o grupo imunizado e grupo PBS (controle
negativo). Sendo detectada diferenca significativa, a analise estatistica foi entdo feita dentro
do grupo dos animais imunizados entre o tratamento proteina e meio, pelo teste t-Student, e 0
p-valor mostrado no grafico se refere a esta ultima analise (**p<0,01, ***p<0,001, p<0,0001
e *****n<0,00001).

O grupo imunizado com rLIC10731 também apresentou um aumento significativo
nas citocinas 1L-10 e TNF-a ap6s estimulagdo com o antigeno. No que tange a citocina IL-4,
ndo foi detectado aumento significativo nos niveis desta citocina; embora as células do grupo
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imunizado com rLIC10731 tenha tido um aumento nos niveis desta citocina quando
estimulados com mesma proteina em comparacdo as células deste grupo cultivadas sem
estimulo (meio), o0 mesmo foi observado para as células oriundas do grupo PBS, o que nos
leva a concluir que o aumento desta citocina ndo se deve ao efeito da imunizacdo, e sim
exclusivamente as condi¢6es de cultura.

Estes resultados podem ser explicados em parte pelo efeito exercido pelo sal de
aluminio, empregado como adjuvante, o qual é capaz de estimular ambas as respostas Thl e
Th2 (MARRACK; MCKEE; MUNKS, 2009). De fato, Vernel-Pauillac e Merien (2006)
demonstraram que leptospiras patogénicas promovem uma resposta Thl juntamente com a

producdo de anticorpos anti-lipopolissacarideos em modelo animal.

4.8 Reatividade com soro de hamster e pacientes

Com o objetivo de identificar se as proteinas estudadas sao expressas no momento da
infeccdo, bem como avaliar o potencial das respectivas proteinas recombinantes na
composicdo de um kit diagnostico, foi avaliada a reatividade destas frente a soros de hamsters
experimentalmente infectados (n=44) e soros pareados (n=32, fase convalescente, MAT+ e
fase aguda, MAT-) de pacientes diagnosticados com leptospirose.

Um pré-requisito para o controle de doencas infecciosas € a disponibilidade de testes
de diagndstico sensiveis, confidveis e baratos. O teste de microaglutinacdo (MAT) é
considerado o teste padrdo, porém é um teste que exige controle e interpretacdo complexos,
além de sua baixa sensibilidade na fase inicial da doenca, uma vez que depende de anticorpos
contra antigenos de leptospiras, 0s quais ndo sdo detectados nos primeiros dias ap6s a
exposicdo ao patdgeno (BAJANI et al., 2003; CUMBERLAND; EVERARD; LEVETT,
1999; HULL-JACKSON et al., 2006; PLANK; DEAN, 2000).

A identificacdo de antigenos de Leptospira spp. que possam ser reconhecidos na fase
inicial da doenca, como as proteinas Lp29 (NEVES, 2007), MPL17 e MPL21 (OLIVEIRA et
al., 2008) poderao facilitar o diagnostico e tratamento precoce da doenca.

O potencial da proteina OmpL1 como marcador de diagnéstico para leptospirose ja
foi bastante estudado (DONG et al., 2008, FLANNERY et al, 2001;
NATARAJASEENIVASAN et al., 2008; QIU et al., 2008; SUN et al., 2011). Conforme
esperado, foram detectados anticorpos anti-OmpL1 tanto no soro de hamsters infectados
experimentalmente com leptospiras (90% de respondedores) quanto no soro de pacientes

diagnosticados com leptospirose (75% de respondedores na fase MAT+ e 9% na fase MAT-)
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(Figura 22). O valor cutoff calculado a partir da reagdo com soros humanos normais foi de
0.374. Devido aos sintomas clinicos pouco especificos da leptospirose, foi analisada a
reatividade da proteina OmpL1 com amostras de soros obtidos a partir de pacientes
acometidos com doencas febris ndo relacionadas e que ndo apresentaram historico de
leptospirose.

A reatividade obtida para estas amostras se mostrou abaixo do valor cutoff e a
especificidade foi calculada como 100% para todas as doencas ndo relacionadas exceto

dengue, para a qual a especificidade foi de 92,3%.

Figura 22 - Reatividade da proteina OmpL1 com soro de hamsters e de pacientes.
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Reatividade positiva (respondedores) foi determinada por ELISA com a proteina
recombinante OmpL1 imobilizada (250 ng/poco). (A) refere-se a reatividade de soros de
hamster experimentalmente infectados, todos MAT+, e (B) a soros de pacientes com
leptospirose, em fase convalescente (MAT+) ou aguda (MAT-), e soros de pacientes
acometidos por doencas febris ndo relacionadas. A reatividade foi avaliada por meio de
anticorpos IgG totais, detectados por meio de incubacdo com anticorpos anti-lgG de hamster
ou anti-IlgG humano, ambos conjugados com peroxidase e na diluicdo de 1:3.000. Os valores
de corte (cutoff), representados pela barra horizontal, sdo definidos como a média mais trés
desvios-padrdo dos valores de absorbancia de 8 individuos normais ou 5 hamsters livres de
infeccdo.

O reconhecimento de anticorpos em soro de hamsters infectados foi menor para
rLIC10731 e rLIC10645. Enquanto para a rLIC10731 foi observado um total de 11,5% de
respondedores, para a rL1C10645 este valor foi de apenas 1,8% (Figura 23).
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Figura 23 - Reatividade das proteinas rLIC10731 e rLIC10645 com soro de hamsters
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As proteinas rLI1C10731 (A) e rLIC10645 (B) foram imobilizadas em placa de ELISA (250
ng/pogo) e incubadas com soro de hamsters infectados experimentalmente com L.
interrogans sorovar Kennewicki cepa Pomona Fromm, na diluicdo de 1:100. A deteccdo da
reatividade foi feita por incubacdo com anti-lgG de hamster conjugado com peroxidase
(1:3.000). Os respondedores sdo considerados como aqueles acima do valor cutoff (linha
horizontal), definida como a média somada a trés vezes o desvio padrdo de 5 animais néo
infectados.

A reatividade com soro de pacientes diagnosticados com leptospirose foi de 0% para
rLIC10731, tanto para MAT+ quanto MAT- (valor cutoff calculado de 0,397) e de 12,5% na
fase MAT+ e 3% na fase MAT- para rLIC10645 (valor cutoff calculado de 0,141) (Figura
24).

Estes resultados ddao um indicio de que a proteina OmpL1 é expressa durante a
infeccdo, 0 que corrobora os resultados obtidos por (BARNETT et al., 1999).
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Figura 24 - Reatividade das proteinas rLIC10731 e rLIC10645 com soro de pacientes.
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As proteinas rLI1C10731 (A) e rLIC10645 (B) foram imobilizadas em placa de ELISA (250
ng/pogo) e incubadas com soro pareados de pacientes diagnosticados com leptospirose, na
fase convalescente (MAT+) e aguda (MAT-), na diluicdo de 1:100. A deteccao da reatividade
foi feita por incubacdo com anti-lgG humano conjugado com peroxidase (1:3.000). Os
respondedores sdo considerados como aqueles acima do valor cutoff (linha horizontal),
definida como a média somada a trés vezes o desvio padrao de 8 individuos normais.

4.9 Presenca das proteinas em diferentes espécies e sorovares de Leptospira spp.

A identificacdo de proteinas conservadas em diferentes espécies e sorovares de
Leptospira spp. € um critério importante para o desenvolvimento de um teste diagndstico
baseado em proteinas recombinantes (OLIVEIRA et al., 2008) e para o desenvolvimento de
uma vacina eficiente (CULLEN et al., 2002; HAAKE et al., 1999).

Assim, foi avaliada a presenca das proteinas em extratos de Leptospira por meio de
Western blotting. Os extratos foram separados em SDS-PAGE 12% e eletrotransferidos para
uma membrana de nitrocelulose, a qual foi incubada com antissoro anti-proteina
recombinante e anticorpos secundario anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase.

Pode-se verificar na Figura 25 que a reatividade sorologica mostra a conservacao de
epitopo de OmpL1 nos principais sorovares de Leptospira, embora algumas espécies tenham
apresentado bandas mais fracas. N&o foi detectada banda referente a proteina OmpL1 em L.

santarosai serovar Shermani e na espécie saprofitica L. biflexa. A proteina também foi
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detectada nas cepas virulentas de L. interrogans utilizadas, o que esta de acordo com o estudo
da presenca dos transcritos.

Embora a proteina OmpL1l tenha sido detectada por andlise in silico em L.
santarosai, a mesma proteina ndo foi detectada no extrato utilizado; isto pode ser devido ao
fato de que a sequencia de proteina obtida é baseada em uma traducdo conceitual, o que nao
necessariamente implica na proteina ser expressa e presente, bem como pelo fato de que os
isolados séo diferentes.

As proteinas referentes aos genes LIC10731 e LIC10645 ndo foram detectadas nos
extratos proteicos. Isso pode ser explicado pelo provavel baixo nimero de coOpias destas
proteinas nas bactérias. De fato, Malmstrom et al. (2009) identificaram estas proteinas por
proteoma quantitativo em L. interrogans sorovar Copenhageni cepa FIOCRUZ L1-130 (cepa
virulenta), porém a abundancia destas ndo foi determinada, pois o numero de cépias ficou

abaixo do limite de quantificagéo.

Figura 25 - Detec¢do da proteina OmpL1 em extratos de Leptospira spp.
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Extratos totais de Leptospira spp. e a proteina recombinante OmpL1 (+, usada como controle
positivo) foram separadas por SDS-PAGE, transferidas para membranas e incubadas com
antissoro anti-OmpL1 (1:200) e entdo, anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase
(1:5.000). A reatividade foi detectada por kit ECL. L. interrogans sorovares: Copenhageni
(1), Canicola (2), Icterohaemorrhagiae (3) Pomona (4), L. borgpetersenii sorovares:
Castellonis (5), Whitcombi (6), L. kirschneri sorovars Cynoptery (7) e Grippotyphosa (8), L.
santarosai sorovar Shermani (9), L. noguchii sorovar Panama (10), L. biflexa sorovar Patoc
(11), L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 (12) e sorovar Kennewicki,
cepa Pomona Fromm (13).

4.10 Estudo da localizacéo celular

A proteina OmpL1 é uma proteina ja bem descrita na literatura e sabidamente de
membrana externa de Leptospira spp. (HAAKE et al., 1993, PINNE; HAAKE, 2009). Foram
feitos ensaios de localizacdo celular para se verificar se as proteinas codificadas pelos genes
LIC10731 e LIC10645 estdo localizadas na membrana externa da bactéria. Para tanto, foram

realizados experimentos de acessibilidade por proteinase K e imunofluorescéncia.
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A proteinase K é uma serino-protease de amplo espectro; assim sendo, quando as
bactérias intactas e viaveis sdo incubadas com esta protease, somente as proteinas expostas
sdo suscetiveis a clivagem proteolitica. Apds incubacdo com proteinase K, as leptospiras
foram imobilizadas em placas de ELISA e incubadas com antissoros que reconhecem as
proteinas de estudo, gerados a partir da imunizagdo de camundongos com as respectivas
proteinas recombinantes.

Pode-se verificar na Figura 26 que houve uma reducdo do sinal das proteinas
codificadas pelos genes LIC10731 e LIC10645 na superficie da leptospira, sugerindo que
estas proteinas estdo expostas ou parcialmente expostas na membrana externa. A proteina
LipL32 foi empregada como controle positivo, em virtude de sua localizacdo celular, sendo
sabidamente uma proteina de membrana externa. A proteina DnaK (citoplasmatica) foi

empregada como controle negativo.

Figura 26 - Ensaio de proteinase K para estudo da localizacdo celular das proteinas.
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L. interrogans sorovar Copenhageni cepa FIOCRUZ L1-130 foram tratadas com proteinase
K por diferentes tempos, sendo entdo imobilizadas em placas de ELISA, as quais foram
bloqueadas e incubadas com antissoro contra as proteinas de interesse. Entdo foi adicionado
anticorpo anti-lgG de camundondo conjugado com peroxidase e a reacdo foi revelada com
substrato OPD. Para as andlises estatisticas, o sinal de cada tratamento foi comparado com o
tratamento 0 horas, pelo teste t-Student (*p<0,05 e **p<0,01).

Para corroborar os resultados de localizagdo celular, foi realizado também um
experimento de imunofluorescéncia, no qual as leptospiras foram primeiramente fixadas e
entdo incubadas com antissoro contras as proteinas LIC10731 e LIC10645 (alvo de estudo),
LipL32 (controle positivo, proteina exposta), DnaK (controle negativo, proteina

citoplasmatica), ou soro dos animais imunizados com PBS, sendo posteriormente incubadas
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com iodedo de propidio (IP) e anti-lgG de camundongo conjugado com FITC. O resultado

pode ser visualizado na Figura 27.

Figura 27 - Ensaio de imunofluorescéncia
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L. interrogans sorovar Copenhageni cepa FIOCRUZ L1-130 foram fixadas com
paraformaldeido e incubadas com antissoro contra LipL32, DnaK, rLIC10731 e rLIC10645,
além do soro dos animais imunizados com PBS. As bactérias foram entdo incubadas com
iodedo de propidio (IP) e anti-IgG de camundongo conjugado com FITC. As imagens foram
captadas em microscopio de imunofluorescéncia confocal LSM 510 META e foi utilizado
aumento de 600X (FITC, excitagdo 488 nm, emissdo 500-550 nm; lodeto de propidio,
excitacdo 543 nm, emisséo 612-619 nm).

Pela analise dos resultados, pode-se notar que no controle LipL32 foi verificada uma
alta fluorescéncia no verde, que denota a presenca do fluor6foro FITC e indiretamente o
reconhecimendo da proteina LipL32 na superficie da bactéria. Os controle DnaK e PBS
apresentaram apenas a fluorescéncia no vermelho, em virtude do fluoréforo iodedo de

propideo, que cora material genético, ndo sendo detectado sinal do FITC.
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No tratamento com antissoro anti-rLIC10731 e rLIC10645, foi verificado um sinal
de fluorescéncia no comprimento do verde, o que denota o possivel reconhecimento das
proteinas nativas na superficie da bactéria.

Estes resultados, associados as analises in silico, sugerem que as proteinas
codificadas pelos genes LIC10731 e LIC10645 estdo localizadas na membrana externa das
leptospiras, o que as torna proteinas potenciais para o desenvolvimento de uma vacina e no

envolvimento da patogénese da bactéria.

4.11 Adeséo das proteinas recombinantes a componentes da matriz extracelular e soro

4.11.1 Matriz extracelular

A adesdo de patdgenos aos tecidos do hospedeiro é o evento inicial critico na
patogénese da maioria das infeccBes. Componentes especificos dos micro-organismos,
chamados de adesinas, medeiam a adesdo aos tecidos por meio de interacdes com moléculas
do hospedeiro (LJUNGH; MORAN; WADSTROM, 1996).

A matriz extracelular (ECM) é um tecido biologicamente ativo composto por uma
mistura complexa de macromoléculas, podendo servir ndo apenas como substrato para a
adesdo das células do hospedeiro, mais também para interagdo com micro-organismos
patogénicos (PATTI et al., 1994). Muitos micro-organismos expressam adesinas em suas
superficies celulares que participam da ligacdo a matriz extracelular dos tecidos do
hospedeiro.

A ligacdo das leptospiras as células do hospedeiro e a componentes da matriz
extracelular € necessaria para que a bactéria consiga penetrar, disseminar-se e persistir nos
tecidos.

Nosso grupo descreveu a primeira proteina de leptospira que se liga a laminina,
chamada de Lsa24 (BARBOSA et al., 2006), e entdo muitas outras adesinas de leptospira
também foram descritas e caracterizadas, como as proteinas LigA e LigB (CHOY et al.,
2007), proteinas da familia Len (STEVENSON et al., 2007), Lsa2l (ATZINGEN et al.,
2008), LipL32 (HOKE et al., 2008) Lp95 (ATZINGEN et al., 2009), TlyC (CARVALHO et
al., 2009), LipL53 (OLIVEIRA et al., 2010), OmpL37 (PINNE; CHOY; HAAKE, 2010),
Lsa63 (VIEIRA et al., 2010b), Lsa66 (OLIVEIRA et al, 2011), Lsa20 (MENDES et al, 2011),
Lsa33 (DOMINGOS et al., 2012) e Lsa30 (SOUZA et al., 2012).
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Portanto, as proteinas recombinantes foram avaliadas quanto & sua capacidade de
interagcdo com componentes da matriz extracelular. Como controle de auséncia de interagéo,
foram empregados gelatina, BSA e fetuina (componente altamente glicosilado). Pode-se
observar na Figura 28 que todos os controles apresentaram baixos valores de absorbancia.

A proteina OmpL1 mostrou interacdo significativa com laminina, fibronectina
plasméatica e ECM (mistura comercial de componentes da matriz extracelular). Ja as proteinas

rLIC10731 e rLIC10645 mostraram interacdo significativa com laminina e ECM.

Figura 28 - Estudo de adesdo das proteinas recombinantes a componentes da matriz
extracelular.
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Laminina, colageno tipo | e 1V, fibronectina celular e plasmética, ECM gel, elastina e com 0s
controles negativos gelatina, BSA e fetuina (1 pg) foram imobilizados em placas de ELISA.
Entdo, 1 pg da proteina recombinante foi adicionado por poco e as placas foram incubadas
por 2 h a 37 °C. A deteccdo da ligacdo foi feita através da incubagdo com antissoro anti-
proteina recombinante (1:1600 para anti-OmpL1 e 1:800 para anti-rLI1C10731 e rLIC10645),
seguida de incubagdo com anti-IgG de camundongo (1:5.000). Os dados representam o valor
da média = desvio padrdo de uma triplicata, e sdo representativos de trés experimentos
independentes. Para andlise estatistica, a ligacdo das proteina a cada componente foi
comparada aos controles negativos, embora o p-valor apresentado neste grafico se refira a
comparagdo com a gelatina, pelo teste t-Student (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).

A adesdo das proteinas recombinantes aos componentes da matriz extracelular foi
confirmada por meio da utilizacdo de anticorpo monoclonal anti-His, que reconhece

especificamente as proteinas recombinantes (Figura 29).
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Figura 29 - Confirmacdo da adesdo das proteinas recombinantes a componentes da matriz
extracelular pela utilizag&o de anticorpo anti-his.
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Os componentes de matriz extracelular (1 pg) com os quais se desejava corroborar a adeséo
as proteinas recombinantes foram imobilizados em placas de ELISA. Entdo, 1 g da proteina
recombinante foi adicionado por poco e as placas foram incubadas por 2 h a 37 °C. A
deteccdo da ligacdo foi feita através da incubacdo com anticorpo monoclonal anti-his
conjugado com peroxidase (1:400 para OmpL1 e 1:20.000 para anti-rLIC10731 e 1:8.000
para LIC10645). Os dados representam o valor da média + desvio padrdo de uma triplicata, e
sdo representativos de dois experimentos independentes. Para andlise estatistica, a ligacdo das
proteina a cada componente foi comparada com a gelatina, pelo teste t-Student (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001).

4.11.2 Componentes do soro

Embora a resisténcia ao soro apresentada por cepas patogénicas de Leptospira spp.
tenha sido descrita ha muitas décadas, os mecanismos subjacentes a esta resisténcia
comecaram a ser elucidados recentemente. Alguns patégenos desenvolveram estratégias
sofisticadas para superar o sistema de defesa imune de varios hospedeiros, sobretudo
mecanismos para escapar da ativacdo e/ou ataque litico do complemento (BARBOSA et al.,
2010; MERI et al., 2005; VERMA et al., 2006). Entre estes mecanismos, pode ser citada a
aquisicdo de reguladores sollveis do complemento, como Fator H e C4bp (C4 binding
protein).

Verma et al. (2006) demonstraram que as leptospiras patogénicas se ligam ao
regulador de complemento fator H, e identificaram a proteina LfhA, também chamada de
LenA, como um dos receptores. A proteina LenB também foi demonstrada como sendo um
receptor de fator H (STEVENSON et al., 2007).
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Barbosa et al. (2009) demonstraram a interacdo das leptospiras ao regulador da via
classica do complemento, o C4bp. Desde entdo, foram identificados alguns ligantes deste
componente na superficie das bactérias, como a LcpA (BARBOSA et al., 2010) e as proteinas
Lig (CASTIBLANCO-VALENCIA et al.,, 2012). Nosso grupo também identificou as
proteinas Lsa33 (DOMINGOS et al., 2012) e Lsa30 (SOUZA et al., 2012) como receptores
para C4bp.

A atividade proteolitica adquirida pela subversao de proteases por patdgenos, como a
plasmina, demonstrou ser um importante mecanismo de patogénese em varias infecgbes. A
plasmina é uma serino-protease do sistema fibrinolitico que tem o zimogeno (proenzima)
plasminogénio como seu principal componente (COLEMAN; BENACH, 1999).

Nosso grupo demonstrou a capacidade de L. interrogans em se ligar ao
plasminogénio (VIEIRA et al., 2009), e que esta interacdo se da por meio de maultiplos
ligantes (VIEIRA et al., 2010a).

O fibrinogénio é uma glicoproteina plasmatica de 340 kDa composta por cadeias o,
e v ligadas por 29 pontes dissulfeto (DOOLITTLE, 1984; RIVERA et al., 2007; WEISEL,
2005). As leptospiras se ligam ao fibrinogénio (CHOY et al., 2007; PINNE; CHOY; HAAKE,
2010) e alguns receptores ja foram identificados (CHOY et al., 2007; PINNE; CHOY;
HAAKE, 2010).

Assim sendo, a ligacdo das proteinas recombinantes a componentes do soro tambem
foi avaliada. Todas elas mostraram ligacdo significativa ao plasminogénio e adicionalmente, a
proteina OmpL1 também se ligou ao fibrinogénio (Figura 30). Todos os controles negativos
apresentaram baixos valores de absorbancia.

Assim como para 0s componentes da matriz extracelular, a adesdo das proteinas
recombinantes aos componentes do soro foi corroborada por meio da utilizacdo do anticorpo

monoclonal anti-His (Figura 31).
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Figura 30 - Estudo de adesdo das proteinas recombinantes a componentes do soro.
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Plasminogénio, fibrinogénio, fator H, complemento, C4bp e os controles negativos gelatina,
BSA e fetuina (1 pg) foram imobilizados em placas de ELISA. Entdo, 1 pg da proteina
recombinante foi adicionado por poco e as placas foram incubadas por 2 h a 37 °C. A
deteccdo da ligacdo foi feita através da incubagdo com antissoro anti-proteina recombinante
(1:1600 para anti-OmpL1 e 1:800 para anti-rLIC10731 e LIC10645), seguida de incubacéo
com anti-lgG de camundongo (1:5.000). Os dados representam o valor da média + desvio
padrdo de uma triplicata, e sdo representativos de trés experimentos independentes. Para
andlise estatistica, a ligacdo das proteina a cada componente foi comparada aos controles
negativos, embora o p-valor apresentado neste grafico se refira a comparagdo com a gelatina,
pelo teste t-Student (**p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001).

Figura 31 - Confirmacao da adeséo das proteinas recombinantes a componentes do soro pela
utilizacdo de anticorpo anti-his.
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Os componentes de soro (1 pg) com os quais se desejava corroborar a adesdo as proteinas
recombinantes foram imobilizados em placas de ELISA. Entdo, 1 pg da proteina
recombinante foi adicionado por poco e as placas foram incubadas por 2 h a 37 °C. A
deteccdo da ligacdo foi feita através da incubacdo com anticorpo monoclonal anti-his
conjugado com peroxidase (1:400 para OmpL1l e 1:20.000 para anti-rLIC10731 e 1:8.000
para LIC10645). Os dados representam o valor da média + desvio padrdo de uma triplicata, e
sdo representativos de dois experimentos independentes. Para analise estatistica, a ligacéo
das proteina a cada componente foi comparada com a gelatina, pelo teste t-Student (**p<0,01
e ***p<0,001).
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412 Efeito dos anticorpos e desnaturacdo térmica na ligacdo das proteinas

recombinantes aos componentes

Foi avaliada a possivel inibicdo da interacdo entre as proteinas recombinantes e seus
ligantes por meio da incubagéo das proteinas com antissoro gerado contra cada uma destas. O
antissoro apresentou um efeito inibitério e dose-dependente na interacdo entre as proteinas e
0S componentes, 0 que sugere que alguns epitopos antigénicos contidos nestas proteinas
recombinantes estdo envolvidos na interacdo com os componentes ou localizados préximos
das regides de interagéo (Figura 32).

Como controle, as proteinas recombinantes foram incubadas também com soro pré-
imune, nas mesmas concentracGes empregadas para 0 antissoro anti-proteina recombinante.
Apenas uma pequena inibicdo foi observada nestas situacdes, possivelmente devido a
interferéncia de alguns componentes do soro.

Ademais, foi avaliada a importancia da estrutura tridimensional nas proteinas
recombinantes na interacdo com os componentes. Para tal, as proteinas recombinantes foram
previamente fervidas para que ocorresse a desnaturacado, e entdo incubadas com o componente
de interesse, para se verificar a ligagéo (Figura 33).

Para a proteina OmpL1, houve uma reducdo expressiva e significativa na interacdo
com todos componentes utilizados, o que denota que a estrutura terciaria da proteina é
importante para suas propriedades de interagdo com componentes da matriz extracelular e
soro, ou seja, 0s dominios de ligacdo sdo preferencialmente conformacionais.

Proteina rLIC10731, foi verificado uma reducdo significativa, porém pouco
expressiva, na interacdo desta proteina com o plasminogénio, sugerindo que a interagdo entre
eles se da principalmente por dominios lineares. Em contraponto, a intera¢do de rLIC10731
com laminina ndo sofreu alteracdo, o que denota a predominancia de dominios lineares na
interacdo da proteina recombinante com a macromolécula.

Para a proteina rL1C10645, houve uma reducdo significativa na interacdo tanto com
laminina quanto plasminogénio, porém pouco expressiva, sugerindo que os dominios
envolvidos na interagdo com estes componentes sdo preferencialmente lineares, ou seja,

independentes da conformagé&o da proteina.
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Figura 32 - Inibicdo da adesdo das proteinas recombinantes aos componentes pela incubacédo
com antissoro anti-proteina recombinante.
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As proteinas recombinantes foram incubadas com diferentes diluigdes do antissoro ou soro
pré-imune (controle negativo) e entdo adicionadas a placa de ELISA para interagdo com 0s
componentes previamente imobilizados, laminina (A), plasminogénio (B), fibronectina
plasmaética (C) e fibrinogénio (D). A detec¢do da ligacdo foi feita através da incubacdo com
anticorpo anti-His conjugado com peroxidase (1:400 para OmpL1, 1:20.000 para rLIC10731 e
1:8.000 para rLIC10645). As reducdes primeiramente foram comparadas entre cada diluicdo e
seu respectivo controle negativo, e sendo detectada diferenga significativa (p<0,05), as médias
da ligacdo foram comparadas com a situacdo onde as proteinas recombinantes ndo foram
incubadas com antissoro, considerada o maximo de ligacdo, pelo teste t-Student (*p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001).
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Figura 33 - Inibicdo da adesdo das proteinas recombinantes aos componentes pela
desnaturacdo térmica.
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As proteinas recombinantes OmpL1, rLIC10731 e rLIC10645 foram incubadas a 100 °C por
10 minutos e entdo adicionadas a placa de ELISA para interacdo com 0S componentes
previamente imobilizados. A detecgdo da ligacdo foi feito com auxilio de antissoro gerado
contra cada proteina recombinante. As médias da ligacdo foram comparadas com a situacédo
onde as recombinantes ndo foram aquecidas, considerada 0 maximo de ligacdo, pelo teste t-
Student (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).

FONTE: Fernandes (2012).

4.13 Curvas de dose-resposta

Para definir a afinidade da ligacéo das proteinas recombinantes aos componentes, foi
feito um ensaio de dose-resposta, no qual o componente imobilizado foi incubado com
concentragdes crescentes da proteina recombinante.

Pode-se observar na Figura 34 que a proteina OmpL1 apresentou ligagdo dose-
dependente e saturavel a todos componentes com os quais apresentou ligacao significativa, ou
seja, laminina, fibronectina plasmaética, plasminogénio e fibrinogénio.

A proteina rLIC10731 mostrou ligacdo dose-dependente a laminina e plasminogénio,
mas apenas a saturacdo foi obtida para o plasminogénio (Figura 35). A proteina rLIC10645
apresentou ligagdo dose-dependente e saturavel a todos componentes com os quais demostrou
ligagdo, ou seja, laminina e plasminogénio (Figura 36). Os valores da constante de
dissociacdo (Kp) estédo apresentados na Tabela 3, em unidade nM.
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Figura 34 - Curvas de dose-resposta da ligacdo da proteina recombinante OmpL1 aos
componentes da matriz-extracelular e soro.
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Experimentos de dose-resposta da proteina recombinante OmpL1 ao plasminogénio (A),
laminina (B), fibronectina plasmatica (C) e fibrinogénio (D). Os componentes imobilizados
foram incubados com concentragfes crescentes da proteina recombinante; cada ponto foi feito
em triplicata e expresso como a média + o desvio padrdo. A gelatina foi incluida como um
controle negativo. A deteccdo da ligacdo foi feita por meio da incubag¢do com antissoro anti-
proteina (1:1.600) seguida de incubacdo com anti-lgG de camundongo conjugado com
peroxidase (1:5.000).

Figura 35 - Curvas de dose-resposta da ligacdo das proteinas rLIC10731 a laminina e
plasminogénio.
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Experimentos de dose-resposta da proteina rLIC10731 ao plasminogénio (A) e laminina (B).
Os componentes imobilizados foram incubados com concentragBes crescentes da proteina
recombinante; cada ponto foi feito em triplicata e expresso como a meédia + o desvio padréo.
A gelatina foi incluida como um controle negativo. A deteccdo da ligacéo foi feita por meio
da incubacdo com antissoro anti-proteina (1:800) seguida de incubagdo com anti-lIgG de
camundongo conjugado com peroxidase (1:5.000).
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Figura 36 - Curvas de dose-resposta da ligacdo das proteinas rLIC10645 a laminina e
plasminogénio.
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Experimentos de dose-resposta da proteina rLIC10645 ao plasminogénio (A) e laminina (B).
Os componentes imobilizados foram incubados com concentragGes crescentes da proteina
recombinante; cada ponto foi feito em triplicata e expresso como a média + o desvio padrao.
A gelatina foi incluida como um controle negativo. A deteccéo da ligacdo foi feita por meio
da incubacdo com antissoro anti-proteina (1:800) seguida de incubacdo com anti-lgG de
camundongo conjugado com peroxidase (1:5.000).

Tabela 3 - Constantes de dissociacdo apresentadas pelas proteinas recombinantes

Laminina Plasminogénio  Fibronectina  Fibrinogénio

Plasmética
OmplL1l 2099,91+871,03 368,63+121.23 1239,22+506,85 222,58+63,06
rLI1C10731 250,38* 36,80+20,39  --e-emememeeeeees ceeeeeeeeeeeeees

rLIC10645 | 1082144328 535641849  ---e-ememeomeoes  —oececacaea

Nota: Os valores contidos nessa tabela estdo expressos em nM; * refere-se a constante de
dissociacdo calculada a partir de regressao linear.

Quanto aos componentes da matriz extracelular, OmpL1, ao contrario de algumas
proteinas que sao apenas ligantes de laminina, como Lsa24 (BARBOSA et al., 2006) e Lsa20
(MENDES et al., 2011), mostrou um espectro maior de ligantes, o que também ocorre para as
proteinas, como Lsa2l (ATZINGEN et al., 2008), LipL32 (HOKE et al., 2008), TlyC
(CARVALHO et al., 2009), OmpL37 (PINNE; CHOY; HAAKE, 2010), Lsa66 (OLIVEIRA
et al., 2011) e Lsa30 (SOUZA et al., 2012). Os valores de Kp apresentados pela OmpL1 em
relacdo a laminina e fibronectina plasmatica sdo altos em relacdo a outras adesinas ja
publicadas, o que denota baixa especificidade de ligacdo. Porém, a cinética de dose-
dependéncia de cada ligante a proteina OmpL1 é especifica e uma ligacdo saturavel aos
componentes imobilizados foi observada, satisfazendo as propriedades de uma interagdo
tipica receptor-ligante.

A baixa afinidade de ligacdo entre OmpL1 e seus ligantes pode ser compensada pelo

elevado nimero de copias desta proteina na superficie de L. interrogans (MALMSTROM et
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al., 2009), o qual foi demonstrado aumentar ainda mais apds 7 dias de tratamento das
bactérias com soro (SCHMIDT et al., 2011).

A proteina rL1C10645 possui alta afinidade a laminina, o que é denotado pelo baixo
valor da constante de dissocia¢do, bem proximo a de outras proteinas publicadas, como por
exemplo Lsa66 (OLIVEIRA et al., 2011). J& no que tange a proteina rLIC10731, o valor da
constante de dissociacdo ndo pode ser calculado diretamente, visto que ndo foi atingido o
méaximo de ligacdo. A inviabilidade de se avancgar nas concentragdes para esta proteina se
deve ao fato de que ela apresenta um baixo rendimento na purificacdo e mostra instabilidade
quando submetidas a métodos de concentracdo, sofrendo degradacdo e/ou precipitagdo.
Assim, foi uilizada uma regressdo linear baseada em cinética de Michaelis-Menten para
estimar a constante de dissociacao.

A afinidade da proteina OmpL1 ao plasminogénio é baixa em comparacdo a algumas
proteinas ligantes de plasminogénio (VIEIRA et al., 2010a), mas esta na mesma ordem de
magnitude que a proteina Lsa20 (MENDES et al., 2011). J& as proteinas rLIC10731 e
rLIC10645 apresentam alta afinidade ao plasminogénio, com valores de Kp bem préximos
aos obtidos para outros receptores deste componente ja caracterizados (VIEIRA et al., 2010a).
O valor de Kp entre OmpL1 e fibrinogénio é intermediario, porém esta bem pertinentes com
outras proteinas de leptospira ligantes de fibrinogénio, como OmpL37 (PINNE; CHOY;
HAAKE, 2010) e LigB (LIN etal., 2011).

4.14 Caracterizacdo da ligacdo das proteinas recombinantes a laminina

Laminina € uma proteina bastante grande e flexivel, composta de trés cadeias
polipeptidicas arranjadas assimetricamente por meio de pontes dissulfeto. Uma caracteristica
tipica da laminina € seu alto teor de carboidratos, normalmente entre 13 e 15% (FUJIWARA
et al., 1988).

Foi determinada a importancia dos residuos de carboidratos contidos na laminina na
interacdo desta com as proteinas recombinantes, por meio da oxidacdo dos componentes
glicidicos contidos na laminina.

Para as proteinas rLIC10645 e OmpL1, a oxidacdo dos residuos de carboidratos da
laminina provocou apenas uma ligeira reducdo na interacdo com este componente (Figura 37).

Em relacdo a proteina rLIC10731, foi verificado um aumento na ligacdo a laminina,
0 que pode ser explicado, possivelmente, por uma mudanca estrutural na molécula de

laminina, o que pode ter exposto novos sitios de ligacdo a proteina rLIC10731. Embora
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normalmente as concentrages de metaperiodato de sodio empregadas causem apenas
oxidacdo dos carboidratos periféricos ao invés de alteragdo na estrutura desta macromolécula
(WOODWARD; YOUNG JR; BLOODGOOD, 1985), este efeito ndo pode ser descartado.

Figura 37 - Participacdo dos residuos de acucar na interacdo entre as proteinas
recombinantes e a laminina.
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Laminina (1pg/poco) foi incubada com concentracdes crescentes de metaperiodato de sédio,
para oxidacdo dos residuos de agucar. Em seguida, foi adicionada a proteina recombinante (1
Kg) e a interacdo prosseguiu por 2 h. A deteccdo da ligacdo foi feita através de antissoro
gerado contra cada recombinante. Para andlise estatistica, os valores de porcentagem de
ligacdo para cada concentracdo de metaperiodato foram comparados com a situacdo na qual a
laminina ndo foi incubada com o agente oxidante, o que define a ligagdo maxima, pelo teste
t-Student (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).

4.15 Caracterizacdo da ligacao das proteinas recombinantes ao plasminogénio

Jé& estda bem estabelecido que os dominio kringle do plasminogénio frequentemente
medeiam a interacdo com residuos de lisina em receptores de diversas bactérias
(LAHTEENMAKI; KUUSELA; KORHONEN, 2001). Estes dominios também participam da
ligacdo do plasminogénio a L. interrogans sorovar Copenhageni cepa L1-130, uma vez que 0
analogo de lisina, acido aminocaproico (ACA), quase inibiu totalmente a interacdo entre a
bactéria e o plasminogénio (VIEIRA et al., 2009). Baseado nessas constatacdes, a
participacdo dos residuos de lisina na ligacdo das proteinas recombinantes ao plasminogénio
foi avaliada.

A interacdo entre as proteinas recombinantes e o plasminogénio foi bastante reduzida

pela adi¢do do analogo de lisina (Figura 38), sugerindo fortemente que a ligagdo entre estes se
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deve principalmente pela interacdo entre os dominios kringle do plasminogénio e os residuos

de lisina presentes nas proteinas.

Figura 38 - Influéncia dos residuos de lisina na ligacdo das proteinas recombinantes ao
plasminogénio.
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Plasminogénio (1pg/pogo) foi imobilizado, e entdo foram adicionadas as proteinas
recombinantes (1pg/poco), co-incubadas com acido aminocapréico (ACA, 2 e 20 mM). Apds
interacdo, a deteccdo da ligacdo das proteinas ao plasminogénio foi feita por meio da
utilizacdo de antissoro especifico contra cada proteina, seguida de incubacdo com anticorpo
anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase. A verificacdo da significancia da
reducdo foi feita por meio do teste t-Student, em comparagdo com o tratamento sem inibigéo
(**p<0,01 e ***p<0,001).

4.16 Conversao do plasminogénio ligado as proteinas recombinantes a plasmina

O plasminogénio é o precursor da serino-protease fibrinolitica plasmina. O
plasminogénio circulante, o qual contém 5 dominios kringle e um dominio de serino-protease,
adota uma conformacdo fechada, resistente a ativacdo. Os dominios kringle medeiam a
interacdo do plasminogénio a seus receptores, e assim o0 plasminogénio adota uma
conformacdo mais aberta, podendo entéo ser clivado e convertido a plasmina por ativadores
de plasminogénio (LAW et al., 2012).

Para verificar se o plasminogénio ligado as proteinas recombinantes é passivel de ser
convertido a plasmina, conforme ja descrito para outras proteinas (DOMINGOS et al., 2012;
MENDES et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011; SOUZA et al., 2012; VERMA et al., 2010;
VIEIRA et al., 2010a), as proteinas recombinantes foram imobilizadas em placas de ELISA, e

entdo incubadas com plasminogénio.
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Subsequentemente, foram adicionados o ativador de plasminogénio do tipo
uroquinase (uPa) e o substrato cromogénico especifico. A reacdo foi mantida por 16 horas e a
atividade da plasmina foi medida indiretamente pela geracéo de cor, resultante da degradacao
do substrato cromogénico, por meio da leitura de absorbancia no comprimento de onda de 405
nm.

Pelos resultados obtidos (Figura 39) pode-se concluir que o plasminogénio ligado a
todas as proteinas recombinantes € passivel de ser convertido a sua forma enzimaticamente
ativa, a plasmina. Os controles negativos, nos quais um dos componentes do sistema
proteolitico foi omitido, ndo apresentaram atividade enzimatica.

Portanto, pode ser que estas proteinas tenham um papel na patogénese e na invasao

da bactéria nos tecidos.

Figura 39 - Geracdo de plasmina pela ativacdo do plasminogénio ligado as proteinas
recombinantes.
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A geracdo de plasmina pelo plasminogénio ligado as proteinas recombinantes foi avaliada
indiretamente, por ELISA; As proteinas imobilizadas (1jug/poco) receberam o0s seguintes
tratamentos: plasminogénio+uPA+Substrato especifico, ou controles nos quais um dos
componentes foi omitido. BSA foi empregado como controle negativo. As barras
representam o valor médio de absorbancia no comprimento de onda de 405 nm, como uma
medida da clivagem do substrato, + o desvio padrdo de trés replicatas e séo representativas
de dois experimentos independentes. A significancia estatistica é dada em relacdo ao BSA,
por teste t-Student (*p<0,05 e **p<0,01).

DO (405 nm)

4.17 Inibicao da formacao do codgulo de fibrina

A ativacdo da protrombina em trombina pela cascata de coagulacdo converte o
fibrinogénio soltvel em uma rede tridimensional de fibrina insoltvel, formando um coagulo
(DOOLITTLE, 1984; WEISEL, 2005). Muitos patdégenos conseguem interferir na cascata de
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coagulacdo e trombose se ligando ao fibrinogénio (CHAVAKIS et al., 2005; RIVERA et al.,
2007).

Uma das manifestagcdes mais graves da leptospirose inclui um sério quadro
hemorrdgico (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010), e um dos possiveis
mecanismos para a explicacdo do aparecimento destes sintomas é que as leptospiras se
ligariam ao fibrinogénio, dificultando ou impedindo a formacdo do codgulo de fibrina; de
fato, as leptospiras se ligam ao fibrinogénio (CHOY et al., 2007; PINNE; CHOY; HAAKE,
2010) e algumas proteinas de superficie exercem uma diminuicdo na formacdo do coagulo de
fibrina (LIN et al., 2011).

Foi verificado o efeito da ligacdo da proteina OmpL1 ao fibrinogénio em relacdo a
formacdo do coagulo de fibrina. Conforme apresentado na Figura 40, a proteina OmpL1
ligada ao fibrinogénio é capaz de reduzir a formacéo do coagulo de fibrina, apresentando uma
reducdo significativa quando se compara a porcentagem do coagulo na regido de saturacao.

Os dados sugerem que a proteina OmpLl possa ter uma participacdo no

aparecimento do quadro hemorragico durante a leptospirose.

Figura 40 - Inibicdo do coagulo de fibrina pela proteina recombinante OmpL1.

A B

021 120

100 +
80 +
=== Controle Positivo kgock
60 +
~@~OmpL1
=4 Controle Negativo 40 +—
20 1
0+ ——

50 Controle OmpL1 Controle
Positivo Negativo

0,19
0,17
0,15

0,13

0,11

DO (600 nm)

0,09
0,07

0,05

0,03

Tempo (minutos)

Fibrinogénio (1mg/mL) foi incubado com a proteina OmpL1 (3 uM) por 2 h, a 37 °C, e entdo
foram adicionados 90 uL da solucdo a cada poco de uma placa de ELISA, mais 10 uL de
trombina (10 U/mL). Foram realizados dois experimentos independentes, realizados em
triplicata e o resultado apresentado se refere a um experimento representativo. O controle
positivo se refere ao fibrinogénio mais trombina, e no controle negativo esta ultima foi
omitida. A comparacdo entre as porcentagens do coagulo foi feita pelo teste t-Student
(***p<0,001). (A) refere-se a cinética de formacédo do coagulo de fibrina e (B) refere-se a
porcentagem de formacdo do codgulo ao final de 45 minutos, em relacdo ao controle
positivo.
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4.18 Interferéncia na ligacdo entre os componentes

A proteina OmpL1 apresentou ligacdo significativa a laminina, fibronectina
plasmatica, plasminogénio e fibrinogénio. Assim sendo, foi verificada a interferéncia entre
estes componentes na ligacdo a proteina recombinante.

Pode-se verificar que laminina, fibronectina plasmatica e plasminogénio apresentam
sitios de ligacdo distintos (Figura 41) uma vez que a adicdo de massas crescentes de um
componente ndo interferiu na ligacdo do outro a proteina recombinante imobilizada. Ja o
fibrinogénio mostrou interferéncia na ligacdo dos outros componentes a proteina
recombinante OmpL1, o que sugere que, uma vez ligado a proteina, o fibrinogénio, por ser

uma macromolécula bastante grande, interfira na acessibilidade dos outros componentes a

proteina recombinante.

Figura 41 - Competicdo entre os ligantes da proteina OmpL1.
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A proteina recombinante foi imobilizada (1 pg/poco) e incubada com um componente fixo (1
pg em 100 pL) acrescido de massas crescentes de outro componente, com o qual se deseja
verificar a competicdo. Em (A) tem-se o experimento feito com massa fixa de fibronectina
plasmatica, (B) plasminogénio e (C) laminina. A deteccdo foi feito com o uso de anticorpo
contra o componente fixo, utilizando uma diluicdo que apresentou OD492 nm igual a 1 em
experimentos de titulacdo. A significancia estatistica foi calculada pelo teste t-Student por
meio da comparacdo com o tratamento apenas contendo 0 componente com concentracao

fixa (*p<0,1 e **p<0,01).
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Pode-se verificar que a adicdo de massas crescentes de plasminogénio a uma massa
fixa de laminina (1 pg em 100 pL de solugdo) ocasionou um aumento da ligacédo desta a
proteina OmpL1. A possivel explicacdo para este fendmeno se deve ao fato de que, ndo
havendo interferéncia entre esses componentes, tanto laminina quanto plasminogénio se ligam
a proteina recombinante, e adicionalmente, laminina excedente tambeém se liga ao
plasminogénio ligado a recombinante, contribuindo para o aumento de sinal. De fato, j& esta
bem estabelecida na literatura a interacdo entre plasminogénio e laminina (SALONEN;
ZITTING; VAHERI, 1984). Foi feito um ensaio de adesdo entre laminina e plasminogénio,

para confirmar os resultados (Figura 42).

Figura 42 - Verificagdo da interagéo entre laminina e plasminogénio.
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Foi verificada a interacdo do plasminogénio (1 pug em 100 pL) com a laminina imobilizada (1
ug). A interacdo foi feita por 2 h e a deteccdo da ligacdo foi feita com incubacdo com
anticorpo anti-plasminogénio (1:400) seguida de incubacdo com anti-lgG de camundongo
conjugado com peroxidase (1:5.000). BSA foi empregado como controle negativo para
comparacao estatistica pelo test t-Student (*p<0,05).

Ja as proteina rLIC10731 e rLIC10645 apresentaram ligacdo apenas com laminina e
plasminogénio. Para rLIC10731, ndo foi verificada interferéncia entre os componentes, o que
sugere que eles possuem sitios distintos de ligacdo. Um efeito similar ao observado para
OmpL1 também ocorreu, ou seja, foi verificado um pequeno aumento na liga¢do em virtude
da interacdo entre laminina e plasminogénio (Figura 43).

Para a proteina rLIC10645, foi verificada interferéncia apenas quando foi adicionada
massa crescente de laminina, o que acarretou em uma diminuicdo da ligacdo do
plasminogénio a proteina recombinantes imobilizada (Figura 43). Possivelmente os sitios de
ligagdo sédo distintos, porém préximos, e entdo a laminina exer¢a um bloqueio estéreo sobre o

plasminogénio quando ligada, por ser uma macromolécula maior.



110

Figura 43 - Competicdo entre os ligante das proteinas rLIC10731 e rLIC10645.
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As proteinas rLIC10731 (A) ou rLIC10645 (B) foram imobilizadas (1 pg/pogo) e incubada
com um componente fixo (1 pg em 100 pL) acrescido de massas crescentes de outro
componente, com o qual se deseja verificar a competicdo. A deteccdo foi feito com o uso de
anticorpo contra o componente fixo, utilizando uma diluicdo que apresentou OD492 nm igual
a 1 em experimentos de titulacdo. A significancia estatistica foi calculada pelo teste t-Student
por meio da comparagdo com o tratamento apenas contendo 0 componente com concentragéo
fixa (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).

4.19 Inibic&o da ligagédo das leptospiras vivas aos componentes

Ja foi descrito na literatura que varias proteinas recombinantes de Leptospira spp.
(BARBOSA et al., 2006; DOMINGOS et al., 2012; MENDES et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2011) exibem um efeito inibitorio na ligacdo das leptospiras aos componentes da matriz
extracelular e soro.

Portanto, foram feitos experimentos similares para avaliar o efeito inibitorio das
proteinas OmpL1, rLIC10731 e rLIC10645 na ligacdo das leptospiras vivas aos componentes.
Os componentes imobilizados em placas de ELISA foram incubados com concentragGes
crescentes das proteinas recombinantes, e subsequentemente com as leptospiras.

A proteina OmpL1 foi capaz de inibir significativamente a aderéncia das leptospiras
a laminina (a partir de 1 uM), fibronectina plasmatica (a partir de 1,5 pM), plasminogénio (a
partir de 0,1 uM) e fibrinogénio (a partir de 1 uM) (Figura 44). Esta reducdo foi bastante
expressiva para alguns componentes, o que pode ser explicado pelo elevado numero de copias
dessa proteina na superficie das leptospiras (MALMSTROM et al., 2009; SCHMIDT et al.,
2011).
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Figura 44 - Inibicdo da ligacdo das leptospiras vivas aos componentes pela acdo da proteina
recombinante OmpL1.
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1 ug de cada componente foi imobilizado por poco de uma placa de ELISA, e a estes foram
adicionadas concentragdes crescentes da proteina recombinante OmpL1. Apds incubacédo por
2 horas a 37 °C, as placas foram novamente lavadas e incubadas com 100 pL de uma solugdo
10°® leptospiras/mL, as quais foram incubadas por 2 horas a 37 °C. A deteccéo das leptospiras
ligadas foi feita por meio da incubacdo com antissoro anti-LipL32 (1:2.000) e em seguida por
incubacdo com anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase (1:5.000); a reacédo foi
revelada com utilizacdo do substrato OPD. A significancia das reducdes foi feita pelo teste t-
Student (*p<0,05 e **p<0,01).

A proteina rLIC10731 foi capaz de inibir significativamente a adesdo das leptospiras
a laminina (a partir de 0,25 uM) e ao plasminogénio (a partir de 0,5 uM) (Figura 45). A
reducdo foi modesta, o que pode ser explicado pelo baixo nimero de copias desta proteina na
bactéria, bem como pela redundéncia funcional apresentada pela leptospira, a qual possui uma
série de receptores para laminina e plasminogénio.

Ja a incubacdo com a proteina rLIC10645 apenas reduziu a interacdo das leptospiras
ao plasminogénio (a partir de 0,5 uM), ndo sendo observado este efeito para a interacdo das
bactérias com a laminina (Figura 45). Isto sugere que a proteina LIC10645 na superficie da
bactéria tenha pouca participacdo efetiva na interacdo com a laminina, ou ainda que a proteina
recombinante e a nativa possuam avidez diferente de ligacdo a laminina. Este efeito de ndo
inibicdo da ligacdo das leptospiras também foi observado por Pinne, Choy e Haake (2010), os
quais verificaram que a proteina recombinante OmpL37, que se liga a elastina, ndo foi capaz

de inibir a adesdo das leptospiras a este mesmo componente.
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Figura 45 - Inibicdo da ligacdo das leptospiras vivas aos componentes pela acdo das proteinas
rL1C10731 e rLIC10645.
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1 pg de cada componente foi imobilizado por pogo de uma placa de ELISA, e a estes foram
adicionadas concentragdes crescentes das proteinas recombinantes rLIC10731 (A) e
rL1C10645 (B). Apds incubacgéo por 2 horas a 37 °C, as placas foram novamente lavadas e
incubadas com 100 pL de uma solucdo 10° leptospiras/mL, as quais foram incubadas por 2
horas a 37 °C. A deteccdo das leptospiras ligadas foi feita por meio da incubagdo com
antissoro anti-LipL32 (1:2.000) e em seguida por incubacdo com anti-lgG de camundongo
conjugado com peroxidase (1:5.000); a reacdo foi revelada com utilizacdo do substrato OPD.
A significancia das reducdes foi feita pelo teste t-Student (*p<0,05).

4.20 Ensaio de imunoprotecéo pela imunizacdo com a proteina rLIC10731

As vacinas humanas licenciadas contra leptospirose sdo baseadas em bactérias
mortas, similares as vacinas animais (BHARTI et al., 2003; FAINE et al., 1999; LEVETT et
al., 2001). Porém estas vacinas ndao induzem memoria nem protecdo cruzada, uma vez que a
resposta imune é praticamente toda direcionada contra os LPS de leptospiras, 0s quais sdo
bastante heterogéneos, sendo considerados os determinantes antigénicos (FAINE et al., 1999).

A identificacdo de proteinas imunogénicas de Leptospira como candidatos vacinais
tornou-se o principal foco na pesquisa sobre leptospirose. Proteinas de membrana externa bem
conservadas sdo alvos vacinais promissores (CULLEN et al., 2002; HAAKE et al., 1999),
porque elas teriam a vantagem de induzir uma resposta imune cruzada entre diferentes
espécies e sorovares, além da possibilidade de induzirem imunidade de memodria.

Partindo deste principio, foi avaliado se a imunizacdo de hamsters com a proteina
rLIC10731 seria capaz de induzir uma resposta imune protetora contra desafio letal com L.
interrogans sorovar Kennewicki cepa Pomona Fromm. Para tanto, os animais foram
imunizados com 50 pg da proteina recombinante por dose, totalizando duas doses no intervalo
de 15 dias cada, sendo entdo desafiados por inoculagéo intraperitoneal no 30° dia, com um

total de 2.500 leptospiras por animal.
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O uso de modelos animais é indispensavel para a compreensdo da biologia,
transmisséo, colonizagdo do hospedeiro e patogénese de Leptospira spp.. Hamsters sdo o
modelo experimental padrdo para leptospirose aguda (FAINE et al., 1999). A infeccédo
experimental produz uma cinética de doenca similar a observada em humanos, além de
manifestacBes severas, apresentando quadro ictérico e sindromes hemorragicas graves
(SILVA et al., 2008).

Foram feitos dois experimentos independentes, e como controles foram utilizados a
imunizacdo com bacterina (bactéria inativada, controle de sobrevivéncia) e imuniza¢do com
solucdo salina (PBS, controle de morte). Hamsters recém-desmamados foram distribuidos em
grupos de 12 animais. A cinética de sobrevivéncia dos dois experimentos pode ser visualizada
na Figura 46.

Figura 46 - Cinética de sobrevivéncia dos animais nos experimentos de desafio.
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Cinética de sobrevivéncia dos animais imunizados com bacterina, rLIC10731 ou PBS, em
dois experimentos distintos (A) ou (B). Hamsters foram imunizados com 50 ug da proteina
recombinante por dose, totalizando duas doses no intervalo de 15 dias cada, sendo entdo
desafiados por inoculagdo intraperitoneal no 30° dia, com um total de 2.500 leptospiras por
animal e acompanhados por 21 dias quanto a morte ou aparecimento dos sintomas tipicos de
leptospirose.
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O titulo dos animais imunizados provenientes dos dois experimentos pode ser
visualizado na Figura 47, bem como o titulo dos animais sobreviventes. Para a nossa surpresa,
0 soro de alguns animais sobreviventes ndo demonstrou reatividade com a proteina
recombinante, 0 que nos leva a supor que possivelmente o mecanismo protetor nao foi
humoral, podendo entdo a sobrevivéncia ser atribuida a algum mecanismo de imunidade
celular ou entdo que estes animais eram naturalmente resistentes a infecgdo por Leptospira
spp.

Figura 47 - Titulacdo do soro dos animais dos experimentos de desafio.
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Em (A) seis animais imunizados com a proteina rLIC10731 foram monitorados quanto a
producdo de anticorpos contra a proteina recombinante, durante as duas imunizac@es. Os
animais foram sangrados pelo plexo retro-orbital e a presenca de anticorpos no soro foi
avaliada por ELISA, utilizando anticorpo secundario anti-lgG de hamster conjugado com
peroxidase (1:3.000). Em (B) tem-se a titulagdo dos animais sobreviventes ap6s desafio letal
com leptospiras. A detec¢do de anticorpos anti-rLIC10731 foi feita da mesma maneira
descrita em (A). Os titulos sdo expressos em log, Cabe ressaltar que a numeracdo dos
animais sobreviventes (B) ndo tem relagcdo com a numeragéo dos animais avaliados em (A).
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Os animais sobreviventes foram sacrificados e seus rins coletados e macerados para
o0 isolamento de leptospiras. Esta protecdo parcial conferida pela proteina rLIC10731 néo foi

esterilizante, uma vez que as culturas foram positivas para a presenca das bactérias. Dados
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semelhantes foram obtidos por Yan et al. (2010) em desafio utilizando proteinas semelhantes
a OmpA, uma vez que a protecdo conferida também néo foi esterilizante.

Uma das grandes problematicas deste experimento sdo as variagdes na viruléncia da
cepa infectante e a alta variabilidade genética do modelo animal em uso. NOs vamos testar
uma metodologia de congelamento de leptospiras, para que o fator viruléncia seja fixado e
para que os resultados sejam mais consistentes.

Conforme mencionado, os animais foram desafiados pela rota intraperitoneal, o qual
ndo reflete a infeccdo natural do patdgeno. Alguns experimentos de desafio utilizando
infeccdo subcutanéa (TRUCCOLO et al.,, 2002) ou pela membrana dos olhos em gado
(BOLIN; ALT, 2001) tém sido utilizados, a fim de mimetizar a infeccdo natural. Porém, o
método de inoculacdo intraperitoneal permite uma reprodutibilidade na dose de leptospiras
inoculadas e por isso tem sido extensivamente utilizado.

Haake et al. (1999) verificaram que a proteina OmpL1 expressa na superficie de E.
coli ndo conferiu protecdo significativa em hamsters imunizados, em experimentos de desafio
letal. Porém, quando administrada juntamente com a proteina LipL41 (esta também expressa
na superficie de E. coli), foi verificado um efeito sinergistico, com protecao significativa dos
animais imunizados (71%). Dong et al. (2008) verificaram que imuniza¢do com a proteina
recombinante OmpL1 p6de aumentar significativamente a sobrevivéncia de porquinhos da
india desafiados com espécies de Leptospira.

A proteina rL1IC10645 também ja foi testada quanto ao seu potencial imunoprotetor
em hamsters por Félix et al. (2011), e os resultados demonstraram que a imunizacdo com esta
proteina ndo protegeu os animais contra o desafio letal.

Novas combinac¢des de antigenos proteicos, bem como novos adjuvantes, deverdo ser
testados para que se consiga uma formulacdo vacinal interessante para controle da

leptospirose.
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5 CONCLUSOES

Os genes OmpL1, LIC10731 e LIC10645 foram escolhidos para estudo com base na
localizacdo celular predita de suas respectivas proteinas. OmpL1l ja é sabidamente uma
proteina de membrana externa, bastante caracterizada na literatura, embora algumas
informacdes ainda estavam faltantes. Dentre os trés genes, OmpL1l mostrou-se 0 mais
presente em diferentes espécies e sorovares de Leptospira, sendo encontrado em todas
espécies patogénicas e ausente na espécie saprofitica. A analise da presenca das proteinas nos
extratos proteicos de Leptospira spp. confirma esse achado, visto que a proteina OmpL1
nativa foi reconhecida na grande maioria das espécies e sorovares patogénicos testados, por
meio de Western blotting utilizando antissoro homologo produzido em camundongo.

Para obtencdo das proteinas recombinantes, os fragmentos referentes aos genes
OmpL1, LIC10731 e LIC10645 foram obtidos por amplificacdo por meio da técnica de PCR,
utilizando-se oligonucleotideos que se anelam ao comeco e final dos genes. Os fragmentos
foram clonados no vetor pGEM-T Easy e entdo subclonados no vetor de expressdo pAE. As
construcdes finais (pAE-gene) foram confirmadas por ensaio de restricdo e por
sequenciamento, o qual demonstrou a auséncia de mutacfes e que todos genes estavam na
fase de leitura correta.

As proteinas recombinantes foram mais bem expressas na cepa de E. coli BL21
(DE3) StarpLysS, na forma insoluvel, como corpusculos de inclusdo, os quais foram
solubilizados na presenca de ureia. O vetor pAE adiciona um epitopo de seis histidinas na
extremidade N-terminal das proteinas recombinantes, as quais, entdo, foram purificadas por
cromatografia de afinidade ao metal.

Por ensaio de dicroismo circular, pbde-se verificar que as trés proteinas
recombinantes possuiam estruturas secundarias ap0s sua renaturacdo, o que nos deu seguranca
para prosseguir nas caracterizacGes imunolégicas e funcionais.

As proteinas recombinantes se mostraram imunogénicas em modelo animal,
estimulando ambas as respostas humoral e celular, o que é denotado pelo aumento dos titulos
no decorrer das imunizagdes e proliferacdo de esplendcitos em cultura celular. A proteina
recombinante OmpL1 apresentou a melhor resposta humoral, ao passo que a proteina
rLIC10731 apresentou a resposta celular mais proeminente.

Foram detectados anticorpos anti-proteinas recombinantes em soros de hamsters

infectados com leptospiras e soros de pacientes diagnosticados com leptospirose, sendo a
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reatividade da proteina OmpL1 bastante alta, 0 que sugere que esta proteina é expressa
durante a infeccdo. Esta proteina pode ter um potencial na composic¢éo de um kit diagnostico.

A fim de se verificar o papel dessas proteinas na colonizacdo e invasividade da
bactéria, foi estudada a interacdo das proteinas recombinantes com componentes da matriz
extracelular e soro. Todas as proteinas se ligaram a laminina e plasminogénio de maneira
dose-dependente, e adicionalmente a proteina OmpL1 se ligou a fibronectina plasmaética e
fibrinogénio.

Quando o plasminogénio esta ligado as proteinas recombinantes, este é passivel de
ser convertido a sua forma enzimaticamente ativa, a plasmina, a qual tem um papel na
penetracdo tecidual e invasdo de Leptospira spp. A ligacdo das proteinas ao plasminogénio se
mostrou bastante dependente dos residuos de lisinas contidos nas mesmas.

A proteina OmpL1, quando ligada ao fibrinogénio, é capaz de reduzir a formacéo do
coadgulo de fibrina, mediada pela enzima trombina. Este achado pode ser relacionado ao
aparecimento do quadro hemorragico durante a leptospirose.

Os resultados dos ensaios de localizacdo celular, como imunofluorescéncia e
protedlise por proteinase K, sugerem fortemente que as proteinas codificadas pelos genes
LIC10731 e LIC10645 sdo de membrana externa. Assim sendo, estas proteinas estdo na
interface bactéria-hospedeiro e provavelmente desempenham um papel na patogénese das
leptospiras.

Ensaios de imunoprotecdo indicam que a proteina rLIC10731 possui um potencial
imunoprotetor parcial em modelo animal de infeccdo aguda, embora esta protecdo ndo tenha
sido esterilizante.

Em conclusdo, foram estudadas trés proteinas de Leptospira interrogans, que,
segundo indicam os resultados, sdo localizadas na membrana externa da bactéria e por isso

podem desempenhar um papel na colonizacdo, persisténcia e invasao tecidual.
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OmplL1 Is an Extracellular Matrix- and Plasminogen-Interacting
Protein of Leptospira spp.

Luis G. V. Fernandes,>? Monica L. Vieira,*? Karin Kirchgatter,© lvy J. Alves,® Zenaide M. de Morais,® Silvio A. Vasconcellos,®
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Paulo, S&o Paulo, Brazil’; Nucleo de Estudos em Malaria, Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN)/Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo, Universidade
de Sdo Paulo, Sao Paulo, Brazil; Laboratdrio de Zoonoses Bacterianas do VPS, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo,
Brazil®; and Divisdo de Biologia Medica, Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, Brazil®

Leptospirosis is a zoonosis with multisystem involvement caused by pathogenic strains of the genus Leptospira. OmpL1 is an
outer membrane protein of Leptospira spp. that is expressed during infection. In this work, we investigated novel features of this
protein. We describe that OmpL1 is a novel leptospiral extracellular matrix (ECM)-binding protein and a plasminogen (PLG)
receptor. The recombinant protein was expressed in Escherichia coli BL21(DE3) Star/pLysS as inclusion bodies, refolded, and
purified by metal-chelating chromatography. The protein presented a typical 3-strand secondary structure, as evaluated by cir-
cular dichroism spectroscopy. The recombinant protein reacted with antibodies in serum samples from convalescent leptospiro-
sis patients with a high specificity compared to serum samples from individuals with unrelated diseases. These data strengthen
the usefulness of OmpL1 as a diagnostic marker of leptospirosis. The characterization of the immunogenicity of recombinant
OmpL1 in inoculated BALB/c mice showed that the protein has the capacity to elicit humoral and cellular immune responses, as
denoted by high antibody titers and the proliferation of lymphocytes. We demonstrate that OmpL1 has the ability to mediate
attachment to laminin and plasma fibronectin, with K, (equilibrium dissociation constant) values of 2,099.93 = 871.03 nM and
1,239.23 % 506.85 nM, respectively. OmpL1 is also a PLG receptor, with a K, of 368.63 = 121.23 nM, capable of generating enzy-
matically active plasmin. This is the first report that shows and characterizes OmpL1 as an ECM-interacting and a PLG-binding

protein of Leptospira spp. that may play a role in bacterial pathogenesis when expressed during infection.

eptospirosis is considered an important reemerging infectious

disease. It is a zoonosis caused by pathogenic Leptospira spp.
that is transmitted from reservoir hosts to humans through water
and soil contaminated with their urine (18). Symptoms of the
disease include fever, vomiting, headache, diarrhea, and abdomi-
nal and generalized muscle pain. Progression to multiorgan sys-
tem complications, known as Weil’s syndrome, occurs in 5 to 15%
of cases, with mortality rates of 5 to 40% (18, 30, 34, 55).

At present, available vaccines are based on inactivated whole-
cell or membrane preparations of pathogenic leptospires. They
confer protective responses mostly through the induction of anti-
bodies against leptospiral lipopolysaccharide (1, 14). However,
these vaccines do not induce long-term protection against infec-
tion and do not provide cross-protective immunity against lepto-
spiral serovars not included in the vaccine preparation (1). Due to
the large number of leptospiral serovars (8), conserved and pro-
tective antigens are being pursued.

Surface-exposed proteins are potential targets for inducing im-
mune responses during infection and may also mediate the initial
process of adhesion to host cells. Indeed, several of these proteins
have been reported to be leptospiral adhesins (2, 4, 12, 28, 44, 49).
Furthermore, well-conserved outer membrane proteins (OMPs)
are promising vaccine targets, because they would have an advan-
tage in inducing cross-protective immunity (31). After adherence,
pathogens have to overcome host tissue barriers to reach blood
circulation and organs. We reported previously that leptospires
bind plasminogen (PLG) at their surface and that proteolytic ac-
tivity is achieved due to the generation of plasmin (77).

OmplL1 isa 31-kDa leptospiral transmembrane OMP contain-
ing 320 amino acid residues and was characterized previously by
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Haake and colleagues (23). Several studies pointed out the impor-
tance of OmpL1 as a serological marker for the diagnosis of hu-
man (17, 20, 47, 56, 67, 78) and canine (29, 48) cases of leptospi-
rosis.

This work describes the expression and characterization of re-
combinant OmpL1, the immune response induced in BALB/c
mice, and the reactivity of this protein with leptospirosis-positive
serum samples. We also describe the ability of OmpL1 to mediate
attachment to various extracellular matrix (ECM) and serum
components. We report that OmpL1 is a novel surface adhesin
that binds to laminin and plasma fibronectin, interacts with PLG,
is expressed during infection (6), and may participate in lepto-
spiral pathogenesis.

MATERIALS AND METHODS

ECM and biological components. Macromolecules, including the con-
trol protein fetuin, were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).
Laminin-1 and collagen type IV were derived from the basement mem-
brane of Engelbreth-Holm-Swarm mouse sarcoma; cellular fibronectin
was derived from human foreskin fibroblasts; plasma fibronectin, human
complement serum, and fibrinogen were isolated from human plasma;
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and collagen type I was isolated from rat tail. Native plasminogen, which
was purified from human plasma, and human factor H were purchased
from EMD Chemicals, Inc. (San Diego, CA). C4bp was obtained from
Complement Technology, Inc. (Tyler, TX).

Bacterial strains and serum samples. The pathogenic, high-passage-
number, nonvirulent Leptospira strains used were L. interrogans serovar
Canicola strain Hound Utrech 1V, L. interrogans serovar Copenhageni
strain M 20, L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae strain RGA, L.
interrogans serovar Pomona strain Pomona, L. borgpetersenii serovar Cas-
tellonis strain Castellon 3, L. borgpetersenii serovar Whitcombi strain
Whitcomb, L. kirschneri serovar Grippotyphosa strain Moskva V, L.
kirschneri serovar Cynoptery strain 3522C, L. santarosai serovar Shermani
strain 1342 K, and L. noguchii serovar Panama strain CZ 214, and the
nonpathogenic Leptospira strain used was L. biflexa serovar Patoc strain
Patoc. The leptospires were cultured at 28°C under aerobic conditions in
liquid EMJH medium (Difco, BD, Franklin Lakes, NJ) with 10% rabbit
serum, which was enriched with L-asparagine (0.015%, wt/vol), sodium
pyruvate (0.001%, wt/vol), calcium chloride (0.001%, wt/vol), magne-
sium chloride (0.001%, wt/vol), peptone (0.03%, wt/vol), and meat ex-
tract (0.02%, wt/vol) (69). Low-passage-number, virulent L. interrogans
serovar Copenhageni strain FIOCRUZ L1-130 and L. interrogans serovar
Kennewicki strain Pomona Fromm were also used. Recently weaned male
Golden Syrian hamsters were infected intraperitoneally with 500 pl of
approximately 1 X 10 virulent L. interrogans serovar Kennewicki strain
Pomona Fromm leptospires. The animals were bled from the retro-orbital
plexus after the appearance of symptoms such as loss of weight and mo-
bility (approximately 5 days postinfection). Leptospira cultures were
maintained in the Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Uni-
versidade de Sdao Paulo (USP), Sdo Paulo, Brazil. Serum samples from
hamsters with confirmed leptospirosis were obtained by experimental
infection with virulent leptospires. Human serum samples from patients
with confirmed leptospirosis were obtained from the collection of the
Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, Brazil. Serum samples from patients
with unrelated infectious diseases were obtained from the serum collec-
tion of the Laboratorio Imunoepidemiologia, Superintendéncia de Con-
trole de Endemias (SUCEN), Sao Paulo, Brazil. Escherichia coli DH5x was
used as the cloning host strain, and E. coli BL21(DE3) Star/pLysS (66) was
used as the host strain for the expression of the recombinant protein.

In silico sequence analysis. All sequences available in the GenBank
database were employed to study the conservation and identity of OmpL1
by using CLUSTAL 2.1 multiple-sequence alignment (http://www.ebi.ac
.uk/Tools/msa/clustalw2/) (33).

Cloning, expression, and purification of recombinant OmpL1. The
amplification of the OmpL1 gene was performed by PCR with L. interro-
gans serovar Copenhageni strain M20 genomic DNA using forward (F)
primer 5'-GGATCCAAAACATATGCAATTGTAGG-3’ and reverse (R)
primer 5'-GGTACCTTAGAGTTCGTGTTTATAACC-3'. PCR was per-
formed with an initial denaturation step at 94°C for 5 min; 35 cycles at
94°C for 50 s, 60°C for 50 s, and 72°C for 2 min; and a final step at 72°C for
7 min. The reaction mix contained 1X PCR buffer, 0.2 mM deoxynucleo-
side triphosphate (ANTP), 2 mM MgCl,, 0.2 mM each primer (F and R),
2.5 U Taq polymerase, and 100 ng of genomic DNA for a final volume of
25 pl. The gene sequence was amplified without the signal peptide tag,
which was determined by the use of SignalP 3.0 software (http://www.cbs
.dtu.dk/services/SignalP/). The PCR fragment was cloned into the
pGEM-T Easy vector (Promega, Prodimol, Minas Gerais, Brazil) and sub-
cloned into the E. coli expression vector pAE (57) at the BamHI and Kpnl
restriction sites. Plasmid pAE-OmpL1, containing the correct DNA se-
quence, was used to transform E. coli BL21(DE3) Star/pLysS. Protein ex-
pression was obtained by the inoculation of 10 ml of a culture grown
overnight into 800 ml of Luria-Bertani medium containing 50 pg/ml
ampicillin and 34 pg/ml chloramphenicol. The culture was grown with
continuous shaking at 37°C to an optical density at 600 nm (ODy,) of 0.6
and then induced for 3 h under constant agitation at 37°C in the presence
of 0.1 mM IPTG (isopropyl-B-p-1-thiogalactopyranoside). The cells were
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harvested by centrifugation, and the bacterial pellet was resuspended in
sonication buffer (20 mM Tris-HCI [pH 8.0], 200 mM NaCl, 200 mg/ml
lysozyme, 2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride [PMSF], and 1% Triton
X-100) and lysed on ice with the aid of a sonicator tip (Ultrasonic proces-
sor; GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscataway, NJ). The insoluble
fraction was resuspended in a buffer containing 20 mM Tris-HCI (pH
8.0), 500 mM NaCl, 8 M urea, and 1 mM B-mercaptoethanol. The protein
was purified through Ni**-charged beads of a chelating fast-flow chro-
matographic column (GE Healthcare) and extensively washed with buffer
containing 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 500 mM NaCl, and increasing
concentrations of imidazole (5 to 60 mM). Bound protein was eluted with
buffer containing 1 M imidazole. The efficiency of the purification was
evaluated by 12% SDS-PAGE. Fractions containing the recombinant pro-
tein were extensively dialyzed against PBS (phosphate-buffered saline)
(pH 7.4) containing 0.1% glycine for 24 h.

Circular dichroism spectroscopy. Purified recombinant protein was
dialyzed against sodium phosphate buffer (pH 7.4). Circular dichroism
(CD) spectroscopy measurements were performed at 20°C by using a
Jasco J-810 spectropolarimeter (Japan Spectroscopic, Tokyo, Japan)
equipped with a Peltier unit for temperature control. Far-UV CD spectra
were measured by using a 1-mm-path-length cell at 0.5-nm intervals. The
spectra were presented as averages of five scans recorded from 185 to 260
nm. The residual molar ellipticity is expressed in degrees X centimeter per
decimole. Spectrum data were evaluated with K2D2 software (http://ogic
.ca/projects/k2d2/), using a method that calculated the secondary-struc-
ture content from the ellipticity experimental data (52).

Microscopic agglutination test. The microscopic agglutination test
(MAT) was performed according to methods described previously by
Faine et al. (18). In brief, 22 serovars of Leptospira spp. were employed as
antigens: serovars Australis, Autumnalis, Bataviae, Canicola, Castellonis,
Celledoni, Copenhageni, Cynopteri, Djasiman, Grippotyphosa, Hardjo,
Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Patoc, Pomona,
Pyrogenes, Sejroe, Shermani, Tarassovi, and Wolffi. All the strains were
maintained in EMJH liquid medium at 29°C. A laboratory-confirmed
case of leptospirosis was defined by the demonstration of a 4-fold increase
of the microagglutination titer between paired serum samples. The prob-
able predominant serovar was considered to be the one with the highest
dilution that could cause 50% agglutination. The MAT was considered
negative when the titer was below 100.

Antiserum production against recombinant protein and isotype de-
termination. The recombinant protein was mixed with 10% (vol/vol)
Alhydrogel [2% Al(OH); Brenntag Biosector, Denmark], which was used
as an adjuvant. Ten micrograms of OmpL1 was subcutaneously adminis-
tered to five female BALB/c mice (4 to 6 weeks old). Two subsequent
booster injections of the same protein preparation were given at 2-week
intervals. Negative-control mice were injected with PBS. Two weeks after
each immunization, the mice were bled from the retro-orbital plexus, and
the resulting sera were analyzed by an enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) for the determination of antibody titers. Prior to experi-
ments, anti-recombinant protein sera were adsorbed into a suspension of
E. coli cells to avoid reactivity with anti-E. coli antibodies (22). For isotype
determinations, total IgG (immunoglobulin G), IgG1, and IgG2a (South-
ern Biotech, Birmingham, AL) levels were measured by the incubation of
the pooled mouse sera with the recombinant protein, followed by incu-
bation with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse total
IgG or goat anti-mouse IgG1 or IgG2a (1:2,000 dilution) and by incuba-
tion with HRP-conjugated anti-goat IgG (1:10,000). The OD,,, values
exhibited by different dilutions of mouse serum were compared to a curve
generated by coating the plates with different concentrations of mouse
total IgG, IgG1, or IgG2a. IgM and IgA titers were also determined. In
brief, plates were coated with recombinant protein (250 ng/well), and
anti-OmpL1 sera and anti-PBS sera (negative control) were previously
diluted (1:200 to 1:409,600), transferred into the OmpL1-coated wells,
and incubated for 1 h at 37°C. Plates were washed, and HRP-conjugated
goat anti-mouse IgA (1:5,000) (Sigma) was added and incubated as de-
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scribed above. For IgM determinations, plates were incubated with goat
anti-mouse IgM (1:5,000) (Sigma), followed by incubation with HRP-
conjugated rabbit anti-goat IgG (1:50,000) (Sigma). The titers were con-
sidered the maximum dilution that gave OD,,4, values above 0.1.

Ethics statement. All animal studies were approved by the Ethics
Committee of the Instituto Butantan, Sdo Paulo, Brazil, under protocol
no. 767/10. The Committee in Animal Research of the Instituto Butantan
adopts the guidelines of the Brazilian College of Animal Experimentation.
Human serum samples from patients with confirmed leptospirosis were
obtained from the collection of the Instituto Adolfo Lutz, Sio Paulo, Bra-
zil. Serum samples from patients with unrelated infectious diseases were
obtained from the serum collection of the Laboratorio Imunoepidemio-
logia, SUCEN, Sao Paulo, Brazil; the Laboratorio Protozoologia, Instituto
de Medicina Tropical de Sao Paulo (IMT), USP, Sao Paulo, Brazil; the
Laboratorio Virologia, IMT, USP, Sdo Paulo, Brazil; and Nucleo Estudos
em Malaria, SUCEN/IMT, USP, Sao Paulo, Brazil. Human sera from col-
lections of the above-mentioned institutions were donated to be used for
research purposes.

Immunoblotting assay. The purified recombinant protein was loaded
onto 12% SDS-PAGE gels, and fractioned proteins were transferred onto
nitrocellulose membranes (Hybond ECL; GE Healthcare) on semidry
equipment. Membranes were blocked with 10% nonfat dry milk and1%
bovine serum albumin (BSA) in PBS containing 0.05% Tween 20 (PBS-T)
and then incubated with anti-OmpL1 (1:1,600) mouse polyclonal serum
or monoclonal anti-His tag antibodies (1:1,000) (GE Healthcare) for 2 h
atroom temperature. After washing, the membranes were incubated with
HRP-conjugated anti-mouse I1gG (1:5,000) (Sigma) in PBS for 1 h. The
protein reactivity was revealed by use of the ECL reagent kit chemilumi-
nescence substrate (GE Healthcare); the luminescence generated by the
reaction was detected with the aid of a Carestream molecular imaging
instrument (Equilab, Whitestone, NY) connected to Gel Logic 2200PRO.

OmpL1 genomic DNA and protein conservation among leptospiral
strains. Leptospiral genomic DNAs were extracted as previously de-
scribed (49), and sample integrity was verified by the amplification of the
16S rRNA gene. Cloning primers for OmpL1 were used for the DNA
amplification of Leptospira spp., as described above. Fragments were vi-
sualized on a 1% agarose gel. For protein conservation, cultures of Lepto-
spira spp. were harvested by centrifugation, washed three times with low-
salt PBS containing 5 mM MgCl,, and resuspended in PBS. A sample of
each strain was applied onto a 12% SDS-PAGE gel, and after separation,
proteins were transferred onto a nitrocellulose membrane on semidry
equipment (GE Healthcare). The membrane was blocked overnight at 4°C
with 10% nonfat dry milk and 1% BSA in PBS-T. After three washes with
PBS-T, the membrane was incubated for 3 h at room temperature with
antiserum against OmpL1 (1:500), produced in mice, followed by washes
and incubation with HRP-conjugated goat anti-mouse IgG (1:5,000) for 1
h at room temperature. The membrane was then washed, and the reactiv-
ity was revealed as described above.

ELISA for detection of human and hamster antibodies. Human and
hamster IgG antibodies against OmpL1 were detected by an ELISA, as
previously described (50). In brief, MAT-negative and -positive serum
samples from 32 patients with confirmed leptospirosis and 44 experimen-
tally infected hamsters were diluted (1:100) and evaluated for total IgG by
using HRP-conjugated anti-human IgG antibodies (1:5,000) (Sigma) and
HRP-conjugated anti-hamster IgG antibody (1:5,000). Cutoff values were
set at 3 standard deviations above the mean OD,,, of sera from 10 healthy
individuals from the city of Sao Paulo, Brazil, or 5 noninfected hamsters.
The reaction specificity was evaluated with serum samples from patients
diagnosed with the following unrelated infectious diseases: dengue virus
infection (n = 13), malaria (n = 12), HIV infection (n = 15), and Chagas’
disease (n = 20). The sera were used at 1:100 dilutions, and the values for
specificity were determined according to a method described previously
by Galen and Gambino (21).

Lymphoproliferation assay. At the end of the immunization proto-
cols, BALB/c mice were sacrificed, and their spleens were aseptically re-
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moved and suspended in RPMI 1640 medium containing 2 mM r-glu-
tamine, 100 IU/ml of penicillin, 100 pg/ml of streptomycin, and 50 pg/ml
of gentamicin. Spleens were macerated, and after erythrocyte lysis,
splenocytes were resuspended in 1 ml of RPMI medium containing 10%
fetal bovine serum and counted after staining with 0.4% trypan blue for
viability. Splenocytes (5 X 10° cells/well) were plated in triplicate onto
96-well flat-bottom cell culture plates (Costar; Corning). Spleen cells were
stimulated with 5 pg/ml of concanavalin A (ConA) (Sigma), which was
employed as a positive control; 5 wg/ml of OmpL1; or medium alone,
which was used as a negative control. Cells were cultured for 48 h at 37°C
in 5% CO, in a humidified atmosphere, and proliferative rates were de-
termined as a function of DNA synthesis, measured by the incorporation
of bromodeoxyuridine (BrdU) by a BrdU ELISA colorimetric kit (Roche
Diagnostic, Indianapolis, IN). Cells were labeled for 2 h with 20 pl of
BrdU labeling solution. Subsequently, anti-BrdU antibody conjugated
with HRP (1:100) was added, and the mixture was incubated for 90 min.
The enzyme substrate solution was added, and incubation was carried out
at room temperature for 15 min. The enzymatic reaction was stopped by
the addition of 1 M H,SO, to the mixture, and the optical density at 450
nm was measured in a microplate reader. The stimulation index (SI) was
calculated as the ratio between the mean OD of cells cultured with the
antigen and the mean OD of cells cultured in medium only in the immu-
nized group.

Evaluation of cytokine production. For analyses of secreted cyto-
kines, spleen cells were isolated and cultured as described above, except
that the culture was made in 24-well tissue culture plates, with each well
containing 5 X 10° cells. After 48 h, cell-free culture supernatants were
collected and stored short term at —20°C. Levels of interleukin-4 (IL-4),
IL-10, gamma interferon (IFN-y), and tumor necrosis factor alpha
(TNF-a) were measured by an ELISA (PreproTech, Colonia Narvarte,
Mexico) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, capture
antibody was added to each well, and the plates were incubated overnight
at 4°C, followed by incubation with blocking buffer for 1 h. Standard
cytokines were diluted to create a concentration curve. One hundred mi-
croliters of each supernatant sample was then added, and plates were
incubated for at least 2 h. After that, antibody detection solution was
added (1:2,000), followed by 2 h of incubation; a substrate was added to
each well; incubation proceeded at room temperature for reaction devel-
opment; and readings were taken at 405 nm with the wavelength correc-
tion set at 650 nm in an ELISA plate reader. Results are expressed in pg/ml.

Binding of OmpL1 to ECM and to serum components. Protein at-
tachment to individual macromolecules of the extracellular matrix and
serum components was analyzed according to a previously reported pro-
tocol (4). Briefly, ELISA plates (Costar High Binding; Corning) were
coated with 1 pg of the ECM component or BSA (negative control), gel-
atin, and fetuin (highly glycosylated attachment-negative control protein)
in 100 pl of PBS for 3 h at 37°C and then blocked overnight at 4°C. One
microgram of OmpL1 was added per well in 100 pl of PBS, and protein
was allowed to attach to the different substrates for 2 h at 37°C. After
washing six times with PBS-T, bound proteins were detected by the addi-
tion of an appropriate dilution of mouse antiserum that gives an OD ,,
value of 1, determined by titration in 100 pl of PBS (1:1,600). Incubation
proceeded for 1 h at 37°C, and after three washes with PBS-T, 100 pl of a
1:5,000 dilution of HRP-conjugated goat anti-mouse IgG in PBS was
added per well and incubated for 1 h at 37°C. The wells were washed three
times, and o-phenylenediamine (1 mg/ml) in citrate phosphate buffer
(pH 5.0) plus 1 wl/ml H,0, was added (100 ml per well). The reaction was
allowed to proceed for 10 min and was interrupted by the addition of 50 .l
of 8 M H,SO, to the mixture. Readings were taken at 492 nm with a
microplate reader (Multiskan EX; Thermo Fisher Scientific, Helsinki, Fin-
land). For statistical analyses, the binding of the recombinant protein to
ECM macromolecules was compared to its binding to all three negative
controls by using Student’s two-tailed ¢ test, and the P value was deter-
mined by comparison to gelatin, which was used as the negative control
for the following experiments. Binding was also confirmed by using HRP-
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conjugated anti-His tag monoclonal antibodies previously titrated against
the recombinant protein and used at a dilution that generates an OD,4,
value of approximately 1.

K}, values for binding of OmpL1 to ECM and to serum components.
First, ELISA plates were coated with 100 pl of 10 pwg/ml ECM or serum
components, which were allowed to adhere for 3 h at 37°C. Plates were
then blocked overnight, and increasing concentrations of purified OmpL1
were added (100 pl/well in PBS) and incubated for 2 h at 37°C. The
assessment of bound protein was performed by incubation for 1 hat 37°C
with the antiserum raised against the protein at the dilution of 1:1,600,
followed by HRP-conjugated goat anti-mouse IgG (1:5,000 in PBS)
(Sigma). The ELISA data were used to calculate the equilibrium dissocia-
tion constant (Kp), according to a method described previously (37),
based on the equation A = A [protein]/(K, + [protein]), where A is
the absorbance at a given protein concentration, A, is the maximum
absorbance for the ELISA plate reader (equilibrium), [protein] is the pro-
tein concentration, and Kj, is the equilibrium dissociation constant for a
given absorbance at a given protein concentration (ELISA data point).

Antibody inhibition assay. We assessed the effect of anti-OmpL1 an-
tibodies on the binding of the recombinant protein to laminin, plasma
fibronectin, and plasminogen in a dose-dependent manner. As a control,
preimmune serum was employed. Briefly, plates were coated with 1 g of
each component and blocked with 10% nonfat dry milk. At the same time,
1 pg of OmpL1 was incubated with different concentrations of antiserum
raised in mice against the recombinant protein or preimmune serum
(from 1:50 to 1:400 dilutions) for 2 h at 37°C. After that, the recombinant
protein was allowed to interact with the coated component for 2 h at 37°C.
After washing with PBS-T, HRP-conjugated anti-His tag monoclonal an-
tibodies, previously titrated against the recombinant protein and used ata
dilution that generates an OD,q, value of approximately 1, were added.
The wells were washed three times, and o-phenylenediamine (1 mg/ml) in
citrate phosphate buffer (pH 5.0) plus 1 pl/ml H,O, was added (100 ml
per well). The reaction was allowed to proceed for 10 min and was inter-
rupted by the addition of 50 pl of 8 M H,SO, to the mixture. Readings
were taken at 492 nm in a microplate reader. For statistical analyses, the
percent binding of the recombinant protein was compared to its binding
in the treatment in which no anti-OmpL1 antiserum was added (100%
binding) by Student’s two-tailed ¢ test.

Characterization of binding of OmpL1 to laminin and PLG. In order
to evaluate the contribution of the sugar moiety to the laminin-OmpL1
interaction, microplates were coated with 1 pg of laminin in 50 mM
sodium acetate buffer (pH 5.0) and incubated for 16 h at 4°C. Wells were
washed three times with the same buffer, and immobilized laminin was
treated with different concentrations of sodium metaperiodate (5 to 100
mM) for 15 min at 4°C in the dark. After three washes with 50 mM sodium
acetate buffer, wells were blocked with 200 wl of PBS-T-10% (wt/vol)
nonfat dry milk for 2 h at 37°C. The binding of OmpL1 (1 pg per well in
PBS) to periodate-treated laminin was assessed as described above. The
effect of the ionic strength on the binding of OmpL1 to PLG was assessed
by increasing the NaCl concentration from 137 mM, which is the concen-
tration in PBS solution, to 437 mM. To determine the role of lysines in
PLG-recombinant protein interactions, the lysine analog 6-aminocaproic
acid (ACA) (Sigma-Aldrich), together with the recombinant protein at a
final concentration of 2 mM or 20 mM, was added to the PLG-coated
wells. The detection of bound protein was performed as described above.

Plasmin enzymatic activity assay. Ninety-six-well ELISA plates were
coated overnight with 10 wg/ml recombinant protein or BSA and Lsa63
(73), as a negative control, in PBS at 4°C. Plates were washed once with
PBS-T and blocked for 2 h at 37°C with PBS plus 10% (wt/vol) nonfat dry
milk. The blocking solution was discarded, and 100 pl/well of 10 g/ml
human PLG was added, followed by incubation for 2 h at 37°C. Wells were
washed three times with PBS-T, and 4 ng/well of human urokinase-type
PLG activator (uPA; Sigma-Aldrich) was then added. Subsequently, 100
pl/well of the plasmin-specific substrate p-valyl-leucyl-lysine-p-nitroani-
lide dihydrochloride (Sigma-Aldrich) was added at a final concentration
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of 0.4 mM in PBS. Plates were incubated overnight at 37°C, and substrate
degradation was measured by taking readings at 405 nm.

Binding interference of OmpL1 with ECM and PLG. Ninety-six-well
plates were coated with 100 pl of 10 pg/mllaminin, plasma fibronectin, or
PLG in PBS overnight at 4°C; washed three times; and blocked with 10%
(wt/vol) nonfat dry milk for 2 h at 37°C. Concomitantly, OmpL1 (1 pgin
100 wl of PBS) was incubated with increasing concentrations (0 to 1 pg in
100 pl of PBS) of the other components separately and then transferred
onto the coated plates, which were then incubated for 2 h at 37°C. After
four washes, recombinant protein binding was quantified by specific an-
tibodies, as described above.

Inhibition of binding of live leptospires to laminin, plasma fi-
bronectin, and PLG by OmpL1. ELISA plates were coated with laminin,
plasma fibronectin, or PLG (1 pg/well). The plates were washed and
blocked with 10% nonfat dry milk in PBS-T for 2 h at 37°C. The blocking
solution was discarded, and the wells were incubated with increasing con-
centrations of recombinant protein (0 to 1.5 uM) for 2 h at 37°C. After
three washes, 100 wl/well of 4 X 107 live L. interrogans serovar Copenha-
geni strain M20 leptospires in low-salt PBS (containing 50 mM NaCl) was
added for 90 min at 37°C. The unbound leptospires were washed with
low-salt PBS, and the quantification of bound leptospires was performed
indirectly by the detection of anti-LipL32 antibodies produced in mice
(1:4,000); due to the fact that LipL32 is a major outer membrane lepto-
spiral protein (24), the procedure was followed by the detection of HRP-
conjugated anti-mouse IgG antibodies essentially as described previously
by Barbosa et al. (4). Detection was performed by o-phenylenediamine
(OPD), as described above.

Statistical analysis. All results are expressed as means * standard
errors of the means (SEM). Student’s paired ¢ test was used to determine
the significance of differences between means, and P values lower than
0.05 were considered statistically significant.

RESULTS

Cloning, expression, and purification. Oligonucleotides for PCR
amplification (see Materials and Methods) were designed based
on genome sequences of L. interrogans serovar Copenhageni, ex-
cluding the signal peptide. The amplified coding sequence was
cloned into an E. coli pAE vector (57), and the protein was ex-
pressed with a 6XHis tag at the N terminus. The recombinant
protein was expressed in the bacterial pellet, in its insoluble form,
as inclusion bodies (Fig. 1A, lane 4). We failed to obtain the pro-
tein in its soluble form, possibly due to its structure, which is
predicted to have 10 B-sheet transmembrane segments (63). Pro-
tein was recovered from inclusion bodies after solubilization with
8 M urea. Purification was performed by metal-chelating chroma-
tography after refolding for the removal of urea and was evaluated
by SDS-PAGE, as shown in Fig. 1A, lane 6. The recombinant pro-
tein bands were confirmed by probing Western blots with poly-
clonal antibodies raised in mice against OmpL1 (Fig. 1B, lane 1)
and with anti-His tag monoclonal antibodies (Fig. 1B, lane 3). The
calculated 32.4-kDa molecular mass of the recombinant OmpL1
protein comprises the vector fusion plus the encoded amino acid
sequence. The structural integrity of the purified protein was as-
sessed by circular dichroism (CD) spectroscopy. The method
evaluates the secondary structure content of protein, and it is an
important datum to obtain after protein refolding. As depicted in
Fig. 1C, the CD spectrum shows the minima at 215 to 220 nm and
the maximum at approximately 196 nm, which is typical of the
B-strand secondary structure content of the recombinant protein.
The predominance of the OmpL1 B-strand was also confirmed by
an analysis of the spectrum data by K2D2 software, which showed
34% B-strand content and 14% alpha-helix content (52). The data
are in agreement with the structure of the native protein, which

Infection and Immunity


http://iai.asm.org

B

A M M 1 2 3
97 kDa| w.
66 kDa

97 kDa
45 kDa ' 66 kDa

45 kDa
30 kDa . el

| 30 kDa

20 kDa s ‘

10000 rrﬂ\\
5000
| \
0 \
-5000

-10000

Residual ellipticity
(degreexcm/decimole)

185 195 205 215 225 235 245 255
‘Wavelength (nm)

FIG 1 Expression, purification, and Western blotting of purified recombinant
OmpLl1. (A) Recombinant OmpL1 expression analysis by SDS-PAGE. Lanes:
M, molecular mass protein marker; 1, noninduced total bacterial extract; 2,
total bacterial cell lysates after induction; 3 and 4, soluble and insoluble (pellet)
fractions of the induced culture, respectively; 5, flowthrough fraction; 6, puri-
fied recombinant protein in a Coomassie blue-stained gel. (B) Western blot-
ting of the recombinant protein probed with pooled polyclonal antiserum
raised in mice immunized with OmpL1 (lane 1) or PBS (lane 2) or with anti-
His tag monoclonal antibodies (lane 3). (C) CD spectrum of the OmpL1 pro-
tein depicting a predominance of B-sheets in its secondary structure. The
far-UV CD spectrum is presented as an average of five scans recorded from 185
to 260 nm.

was predicted previously to have a predominance of -strands
(59).

Genomic DNA and protein conservation among leptospiral
strains. The integrity of genomic DNA was confirmed by the am-
plification of the 16S rRNA gene. A single band corresponding to
the OmpL1 gene was observed for all pathogenic strains tested,
while no band was found for genomic DNA of the saprophytic
species L. biflexa (Fig. 2A). Protein expression and conservation
among Leptospira strains were assessed with total protein extracts
from the same pathogenic, high-passage-number, nonvirulent
strains of Leptospira, used for genomic DNA conservation; the
saprophytic L. biflexa serovar Patoc strain; and virulent, low-
passage-number L. interrogans serovar Copenhageni strain
FIOCRUZ L1-130 and L. interrogans serovar Kennewicki strain
Pomona Fromm. Cell extracts were gel fractionated, protein
membranes were transferred, and Western blotting was per-
formed by probing the membranes with polyclonal serum from
mice immunized with OmpL1. The serological reactivity showed a
conservation of OmpL1 epitopes in the main serovars of L. inter-
rogans (Fig. 2B). However, with the two serovars of L. borgpeterse-
nii (Fig. 2B, lanes 5 and 6), only weak protein bands were detected.
No protein band was detected with L. santarosai serovar Shermani
and with the saprophytic L. biflexa strain (Fig. 2B, lanes 9 and 11).
Reactivity was also detected with both virulent L. interrogans
strains employed (Fig. 2B, lanes 12 and 13). A multiple-sequence

October 2012 Volume 80 Number 10

OmpL1 Binds ECM and PLG

alignment was performed with the CLUSTAL 2.1 program to
compare OmpL1 with the sequences available in the GenBank
database, and the resulting phylogram is depicted in Fig. 2C. The
result clearly shows the high level of conservation of OmpL1
among leptospiral strains, the similarity/proximity with the se-
quences present in pathogenic strains, and the low level of simi-
larity of the sequence present in saprophytic and intermediate-
pathogenic strains (43), which are organized in a more distant
branch. Contrary to the in silico analysis, we did not detect the
OmpL1 protein in L. santarosai serovar Shermani in our experi-
ments (Fig. 2B and C). This might be due to some sequence prob-
lems with the gene or because the analysis was performed with
different isolates.

Evaluation of immunological responses elicited by OmpL1
in mice. The antibody immune responses induced by OmpL1 in
mice were analyzed by an ELISA on a quantitative basis. As de-
picted in Fig. 3A, IgG1 and IgG2a antibodies against OmpL1 were
found, with a predominance of the IgGl1 isotype. The major Ig
response was that of IgG, with a titer of 100,400; the IgM titer was
6,400 (data not shown), and IgA was not detected. Statistically
significant values for lymphocyte proliferation were achieved with
animals immunized with OmpL1 and stimulated with the recom-
binant protein (P < 0.05) (Fig. 3B), with an average stimulation
index of 2.8. A high proliferation level was obtained when cells
were treated with ConA, which was employed as a positive control
for the experiment (not shown). The addition of OmpL1 to lym-
phocytes from animals that had not been primed with the recom-
binant protein produced nonsignificant levels of proliferation
(data not shown). Supernatants of cultured spleen cells from
OmpLI-immunized mice were analyzed for the presence of the
cytokines IL-10, IL-4, IFN-vy, and TNF-q, selected to discriminate
cellular Thl (IFN-y and TNF-«) and humoral Th2 (IL-10 and
IL-4) immune responses (58, 65). The cytokine profiles obtained
showed a predominance of IL-10 and IFN-v, with both occurring
at high levels (Fig. 3C and D) similar to those for the ConA posi-
tive control (not shown). A statistically significant cytokine level
was obtained for the OmpL1-primed group when cells were stim-
ulated with OmpL1 (P < 0.001 for IL-10 and P < 0.0001 for
IFN-v); a lower value, although statistically significant, was ob-
served for the TNF-a level (P < 0.05) when the cells from the
OmpL1-primed group were induced or not with the recombinant
protein (Fig. 3E). In contrast, no IL-4 stimulation was achieved
when spleen cells from animal groups under the same experimen-
tal conditions were compared (Fig. 3F). Measurements of the
same parameters with spleen cells from control animals immu-
nized with PBS and either stimulated or not with the recombinant
protein produced negligible results (not shown).

Reactivity of OmpL1 with human and hamster leptospirosis
serum samples. We have performed ELISAs to analyze whether
Ompl1 is recognized by antibodies present in serum samples
from cases of confirmed leptospirosis in humans and experimen-
tally infected hamsters. We employed 32 paired samples from pa-
tients in the early (MAT negative) and convalescent (MAT posi-
tive) phases of the disease and 44 samples of MAT-positive sera
from hamsters. Our data show that the recombinant protein was
able to recognize specific IgG antibodies in 90% of the tested sera
from infected hamsters (Fig. 4A). A high level of responders (75%)
was obtained for IgG in human MAT-positive sera, while a total of
9% of serum samples presented IgG antibodies against OmpL1 in
the early phase of the disease (MAT negative) (Fig. 4B). The cutoff
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FIG 2 DNA and OmpL1 protein conservation among Leptospira strains. (A) Genomic DNAs of several species of Leptospira were used as the template for PCR
amplification of the 16S rRNA (constitutive control) and OmpL1 genes. The negative control (—) denotes a reaction without a DNA template. (B) Leptospiral
whole-cell lysates and recombinant OmpL1 (+) (used as a positive control) were separated by SDS-PAGE, transferred onto membranes, and probed with
antiserum against the recombinant protein followed by peroxidase-conjugated anti-mouse IgG. Reactivity was detected by an ECL kit. Shown are data for L.
interrogans serovars Copenhageni (lane 1), Canicola (lane 2), Icterohaemorrhagiae (lane 3), and Pomona (lane 4); L. borgpetersenii serovars Castellonis (lane 5)
and Whitcombi (lane 6); L. kirschneri serovars Cynoptery (lane 7) and Grippotyphosa (lane 8); L. santarosai serovar Shermani (lane 9); L. noguchii serovar
Panama (lane 10); and L. biflexa serovar Patoc (lane 11). For protein conservation, virulent L. interrogans serovar Copenhageni strain FIOCRUZ L1-130 (lane 12)
and L. interrogans serovar Kennewicki strain Pomona Fromm (lane 13) were also included. (C) Resulting phylogram of all sequence alignments performed by
using CLUSTAL W2 showing the high level of sequence conservation among leptospiral strains, the proximity of OmpL1 proteins among pathogenic strains of

Leptospira, and the intermediate and saprophytic strains in distant branches.

value calculated with healthy human sera was 0.374. Due to the
nonspecific clinical symptoms of leptospirosis, we analyzed the
reactivity of the recombinant OmpL1 protein with serum samples
from patients with unrelated infectious diseases who did not have
a history of leptospirosis, including dengue virus infection (n =
13), malaria (n = 12), Chagas’ disease (n = 20), and HIV infection
(n = 15). The reactivity obtained with OmpL1 and these serum
samples was similar to that obtained with serum samples from
healthy donors (Fig. 4B). The specificity of OmpL1 was calculated
to be 100% for all unrelated diseases tested, except for dengue
virus, for which the specificity was calculated to be 92.3%.
Adhesion of OmpL1 to ECM components. As native OmpL1
has surface-exposed domains (23, 54), we decided to evaluate
whether this protein could mediate host colonization by adhering
to extracellular matrix proteins. Thus, laminin, collagen type I,
collagen type IV, cellular fibronectin, plasma fibronectin, ECM
gel, elastin, and the control proteins gelatin, BSA, and fetuin were
immobilized on 96-well microdilution plates, and recombinant
protein attachment was assessed by an ELISA, as previously de-
scribed (4). As shown in Fig. 5A, the OmpLI1 protein exhibited
statistically significant adhesiveness to laminin and plasma fi-
bronectin (P < 0.01). The adherence of OmpL1 to ECM gel was
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expected, as laminin is one of the components (see Materials and
Methods). No statistically significant adhesiveness was observed
with the OmpL1 protein when wells were coated with collagen
types I and IV, cellular fibronectin, elastin, or control proteins.
Binding was confirmed by performing a similar assay but using
anti-His tag monoclonal antibodies (Fig. 5B). The interaction of
OmpL1 with laminin and with plasma fibronectin was also as-
sessed on a quantitative basis by fixing the ECM components and
changing the protein concentrations, as depicted in Fig. 5C and D,
respectively. A binding saturation level was achieved with a pro-
tein concentration of ~5 M for laminin and plasma fibronectin,
with K, values of 2,099.93 = 871.03 nM and 1,239.23 * 506.85
nM, respectively. The role of the sugar moiety in laminin was also
investigated by incubating this component with increasing con-
centrations of sodium metaperiodate. A reduction of 20% of the
binding was found only with the highest concentration tested,
suggesting that the carbohydrate moieties do not have a major role
in the binding of OmpL1 to laminin (Fig. 5E). The effect of mouse
anti-OmpL1 polyclonal serum on the interaction of the recombi-
nant protein and ECM was also evaluated. A low antiserum dilu-
tion (1:50) almost abolished the binding of OmpL1 with laminin
(90%), while a 73% binding reduction was obtained with fi-
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the OmpLI-immunized group treated with medium alone by the two-tailed # test (*, P < 0.05; ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001).

bronectin (Fig. 5F). Preimmune serum at the same dilutions had
only a moderate effect on the binding of the recombinant protein
with ligands, with 21 and 17% reductions in binding for laminin
and plasma fibronectin, respectively, reinforcing the interaction
of OmpL1 and the two ECM components (Fig. 5F).
Recombinant leptospiral OmpL1 binds to human PLG. In
our previous work, we have shown that leptospires bind PLG on
their surface (77), and we have also described several proteins that
are probably PLG receptors (73). Based on this assumption, we
decided to evaluate whether OmpL1 can also adhere to human
PLG in vitro. In addition, we investigated whether the recombi-
nant protein can also bind factor H, human complement, and
C4bp, as previously reported for other recombinant proteins (4, 5,
11,16, 71). Our data show that OmpL1 binds to human PLG (P <
0.01), while no or a very low level of reactivity was detected with
the other components and the control proteins (Fig. 6A). This
binding was also confirmed by using anti-His monoclonal anti-
bodies (Fig. 6B). The interaction between OmpL1 and PLG was
also assessed on a quantitative basis, by keeping the PLG concen-
tration constant and changing the protein concentration, as
shown in Fig. 6C. A binding saturation level was reached with 2
pM OmpL1, with a K}, of 368.63 = 121.23 nM. It is well known
that PLG kringle domains frequently mediate interactions with
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lysine residues of the bacterial receptors (32). These domains were
shown previously to participate in the binding of PLG and intact
live L. interrogans serovar Copenhageni strain L1-130 cells, since
the derivative and analogue of lysine, ACA, almost totally inhib-
ited binding (77). Based on these findings, the participation of
lysine residues in the binding of the recombinant protein was
evaluated by the addition of ACA to the assay mixture. As depicted
in Fig. 6D, an increase of the NaCl concentration from 137 mM,
which is the concentration in PBS solution, to 437 mM had no
effect on the OmpL1-PLG binding, suggesting that ionic interac-
tions were not important. In contrast, when 2 mM ACA was added
to the reaction mixture, the binding of the protein to PLG was
almost completely abolished (P < 0.01), strongly suggesting the
participation of these domains in the OmpLl1 interaction with
PLG. We further evaluated the interaction of PLG with the recom-
binant protein by adding several dilutions of mouse anti-OmpL1
polyclonal serum to the binding reaction mixture. An inhibitory
effect on the interaction of OmpL1 with PLG was observed, which
was dependent on the serum dilution, being almost totally elimi-
nated at the lowest serum dilution (86%), in contrast to the 17%
binding reduction obtained with preimmune serum (Fig. 6E).
Plasmin generation from bound PLG. It was demonstrated
previously that enzymatically active plasmin is generated by PLG
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unrelated febrile diseases (B). The reactivity was evaluated as total IgG antibodies. The cutoff values are defined as the mean plus 3 standard deviations obtained
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bound to the surface of L. interrogans when its activator is present
(77). To assess whether the PLG bound to OmpL1 generates pro-
teolytic activity, as previously reported for other recombinant
proteins (44,49, 70, 71, 73), a microplate was coated with OmpL1,
blocked, and then incubated with PLG. Unbound PLG was
washed away, and a uPA (urokinase)-type PLG activator together
with a plasmin-specific chromogenic substrate were added. The
reaction was carried out overnight, and the plasmin activity was
evaluated by measuring the cleavage of the plasmin-specific sub-
strate D-valyl-leucyl-lysine-p-nitroanilide dihydrochloride at 405
nm. The PLG bound to the OmpL1 protein could be converted
into plasmin, as indirectly demonstrated by the specific proteo-
Iytic activity (Fig. 6F). Control reaction mixtures lacking PLG,
uPA, or the chromogenic substrate showed no significant enzy-
matic activity. The adhesin Lsa63, which is not a PLG-binding
protein and therefore does not generate plasmin (73), was also
included as a negative control (Fig. 6F).

Inhibition of L. interrogans attachment to laminin, PLG, or
plasma fibronectin by OmpL1. It was reported previously that
several recombinant proteins (4, 44, 49, 53) exhibit an inhibitory
effect on the binding of leptospires to PLG and ECM macromol-
ecules. We thus carried out similar experiments to evaluate
whether OmpL1 has a similar effect on the adherence of lepto-
spires to laminin, PLG, and plasma fibronectin. The results show
that the addition of increasing concentrations of OmpL1 reduced
the binding of leptospires to laminin, PLG, and plasma fibronec-
tin. The reduction in the number of leptospires adhering to PLG
was statistically significant with 0.1 uM OmpL1 (P < 0.05), while
for laminin, significance was reached with 1 puM protein (P <
0.05), and for plasma fibronectin, significance was reached with
1.5 uM protein (P < 0.05) (Fig. 7A). These results suggest that
OmpL1 competes with the native leptospiral protein for the com-
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ponent-binding sites. The experiment was performed in triplicate,
and Fig. 7 shows one representative data set from two independent
experiments.

Binding interference among OmpL1 ligands. As OmpLl
showed significant binding to PLG, laminin, and plasma fibronec-
tin, we decided to evaluate whether these macromolecules com-
pete for the same protein-binding sites. Thus, we evaluated the
competition among the components in combinations of two each
time. Increasing concentrations of laminin or PLG had no effect
on the binding of OmpL1 to plasma fibronectin (Fig. 7B). Simi-
larly, the addition of laminin or plasma fibronectin caused no
changes in the binding of the recombinant protein to PLG (Fig.
7C). The binding of laminin to OmpL1 was not affected by the
addition of plasma fibronectin (Fig. 7D), in contrast with the ef-
fect produced by the addition of PLG, which, unexpectedly,
caused an increased interaction (Fig. 7D).

DISCUSSION

Leptospiral outer membrane proteins are the main focus of our
research. Because of their location, these proteins may be involved
in mechanisms of leptospiral pathogenesis and protective immu-
nity. We reported that leptospires have the ability to adhere to
laminin, cellular fibronectin, plasma fibronectin, and collagens I
and IV (4), and to date, several leptospiral adhesin ECM-binding
proteins have been identified. These proteins include the 36-kDa
fibronectin-binding protein (45), LthA/Lsa24 (4, 71), the LigA
and LigB proteins (12, 36), Len family proteins (64), Lsa21 (2),
LipL32 (27, 28), Lsa27 (38), Lp95 (3), TlyC (10), LipL53 (51),
Lsa63 (74), OmpL37 (53), Lsa66 (49), Lsa20 (44), Lsa25, and
Lsa33 (16). After adherence, leptospires rapidly disseminate to
several organs, which is thought to be mediated by rapid translo-
cation across host cell monolayers (7). Besides motility and che-
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FIG 5 Binding of OmpL1 to ECM components. (A) Wells were coated with 1 pg of laminin, collagen type I, collagen type IV, cellular fibronectin, plasma
fibronectin, ECM gel, elastin, and the control proteins gelatin, BSA, and fetuin. One microgram of the recombinant protein was added per well, and binding was
measured by an ELISA. Data represent the means * the standard deviations from three independent experiments. For statistical analyses, the attachment of the
recombinant protein to the ECM components was compared to its binding to all negative controls by the two-tailed ¢ test, although the P value given here refers
to comparisons with gelatin (*, P < 0.05; **, P < 0.01). (B) Significant binding activity was confirmed by an ELISA employing anti-His tag monoclonal
antibodies. Data represent the means = the standard deviations from three independent experiments. For statistical analyses, the attachment of the recombinant
protein was compared to its binding to gelatin by the two-tailed # test (¥, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001). (C and D) OmpL1 dose-dependent binding to
laminin (C) and to plasma fibronectin (D). Each point represents values determined in triplicate, and data are expressed as the mean absorbance values at 492
nm = standard errors for each point. Gelatin was included as a negative control. The equilibrium dissociation constant (K},) value is depicted for each ligand in
panels C and D and was calculated based on ELISA data for the recombinant OmpL1 protein that reached equilibrium at a given concentration. (E) Immobilized
laminin was treated with sodium metaperiodate (5 to 100 mM) for 15 min at 4°C in the dark, followed by the OmpL1 interaction. The mean absorbance values
at 492 nm (=* standard deviations from three independent experiments) were compared to those obtained with untreated laminin (0 mM). (F) Effect of
preimmune and mouse polyclonal anti-OmpL1 serum dilutions upon the binding of OmpL1 with laminin or plasma fibronectin, compared to binding in the
absence of antibodies (¥, P < 0.05; **, P < 0.01).

motaxis, Leptospira invasion may be mediated by a proteolytic ~recombinant protein (17) or as a DNA vaccine (41), and it has

activity capable of cleaving host cell membranes. Indeed, we have
found that leptospires acquire host-derived plasmin by receptor-
bound PLG and can degrade fibronectin and laminin (77a), which
could help bacterial dissemination (73, 75, 77).

OmpLl is a transmembrane outer membrane protein of Lep-
tospira first described by Haake and colleagues (23). This protein
was identified in pathogenic Leptospira spp. by proteomics (40, 46,
61, 76), exhibited a synergistic immunoprotective capacity in
combination with LipL41 in the Golden Syrian hamster model of
leptospirosis (25), and exhibited partial protective immunity as a
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been studied by several groups for its human and veterinary diag-
nostic capabilities (17, 20, 29, 47, 48, 56, 67, 78). In this work, we
report that OmpL1, encoded by the gene LIC10973, is an adhesin
of Leptospira that interacts with laminin and plasma fibronectin, is
a PLG-binding receptor capable of generating plasmin, and is spe-
cifically recognized by antibodies in serum samples from cases of
confirmed leptospirosis in humans.

The DNA coding sequence of OmpL1 is conserved among all
serovars of L. interrogans and other pathogenic species tested but is
absent in the saprophytic species L. biflexa. These results corrob-
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experiments. Statistically significant differences in comparison to BSA are shown (*, P < 0.05).
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FIG 7 Inhibition of binding of leptospires to ECM or PLG by OmpL1 and competition assays of OmpL1 binding to ECM and PLG. (A) Laminin, plasma
fibronectin, or PLG (1 pg/well) was adsorbed onto microtiter plates, followed by incubation with increasing concentrations of OmpL1 (0 to 1.5 uM) for 90 min
at 37°C. After washes, live leptospires (100 pl/well of 4 X 107 leptospires) were added, and the quantification of bound leptospires was performed indirectly with
anti-LipL32 antibodies produced in mice (1:4,000 dilution), followed by HRP-conjugated anti-mouse IgG antibodies. Each point represents the mean absor-
bance value at 492 nm = the standard deviation of three replicates. Data are representative of two independent experiments (*, P < 0.05). The effect of the
component on every other interaction with OmpL1 was determined by competition assays with the addition of increasing concentrations of different compo-
nents (0 to 1.00 pg in 100 wl PBS). (B) The effect of PLG or laminin on the binding of OmpL1 (10 pg/ml) to immobilized plasma fibronectin (10 pg/ml) was
determined with the addition of increasing PLG or laminin concentrations (0 to 1.00 pg in 100 pl PBS). (C and D) Effect of laminin and plasma fibronectin on
the binding of OmpL1 to immobilized PLG (C) and effect of PLG and plasma fibronectin on the binding of OmpL1 to immobilized laminin (D). Statistically
significant interference was determined by the two-tailed ¢ test (**, P < 0.01).

orate previously reported findings showing that this protein is
expressed in high-passage-number pathogenic and low-passage-
number virulent strains of Leptospira (23, 25, 26, 79). The
LIC10973 gene was cloned and expressed in E. coli as a 32.4-kDa
full-length recombinant protein, which comprises the native se-
quence of OmpL1 plus a 6 XHis tag at the N terminus. The puri-
fied protein exhibited a single major band in SDS-PAGE gels and
was recognized by monoclonal anti-His tag antibodies and its ho-
mologous antibodies from mice immunized with the recombi-
nant protein. An assessment of the secondary structure of the
recombinant protein after the purification process was performed
by CD spectroscopy, which showed a typical B-strand secondary
structure content in the recombinant protein, which is in agree-
ment with the predicted native structure of OmpL1, characterized
as an outer membrane-spanning protein whose topological model
contains 10 amphipathic transmembrane 3-strands (23, 63).
Several researchers have suggested the importance of OmpL1
as a serological antigen for the diagnosis of leptospirosis in hu-
mans (17,20,47,56,67,78) and canines (29, 48). Our data showed
a high percentage of anti-OmpL1 IgG responders when serum
samples from experimentally infected hamsters or MAT-positive
human serum samples were used, which is in agreement with data
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from previously reported studies. Moreover, the results corrobo-
rate previously reported findings that this protein is expressed
during infection (6). Further evaluations of OmpL1 with human
serum samples from patients with confirmed unrelated infectious
diseases revealed a high specificity of this antigen, which reinforces
the importance of OmpL1 as an antigen for the development of a
leptospirosis diagnostic kit.

Lin and colleagues (35) previously evaluated combined B and
T cell epitopes of OmpL1 and of LipL41 conserved regions for
their capacities to promote immune responses in BALB/c mice
and reported that the selected epitopes can induce a Th1 response.
It had already been shown that OmpL1 is highly immunogenic in
animal models, but these antibodies are probably not protective,
because OmpL1 alone did not protect hamsters against challenge
with virulent leptospires (25). The high levels of OmpL1 IgG an-
tibodies detected in sera from immunized BALB/c mice were
mainly of the IgG1 subclass, indicating a Th2-type response. Our
data show that recombinant OmpL1 was also capable of activating
a cell-mediated immune response, indicated by lymphocyte pro-
liferation in OmpL1-immunized mice. Moreover, OmpL1 was ca-
pable of inducing both cellular and humoral immune response, as
demonstrated by the levels of the cytokines IFN-y, TNF-a (Thl),
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and IL-10 (possibly Th2). These results might be explained in part
by the effects exerted by the aluminum salt employed as an adju-
vant, which is known to stimulate both Thl and Th2 immune
responses (42). In fact, Vernel-Pauillac and Merien (72) demon-
strated previously that pathogenic leptospires can elicit Thl re-
sponses together with antilipopolysaccharide antibodies in an an-
imal model. Moreover, the protective immune mechanism of the
LigA DNA vaccine in immunized animals was evaluated and was
shown to be conferred by both Th1 and Th2 immune responses
(19). It is worth mentioning that the recombinant LipL32 protein,
a major leptospiral antigen, failed to confer protection against
virulent bacteria in several challenge studies (9, 39). However,
protection with this antigen was achieved when hamsters were
immunized with recombinant Mycobacterium bovis BCG (rBCG)
expressing LipL32 (62). Recombinant BCG has the ability to elicit
strong cellular as well as humoral immune responses (15). Thus, it
is possible that not only humoral but also cellular immune re-
sponses are important for immunoprotection against leptospiro-
sis. An understanding of the immune responses elicited by recom-
binant leptospiral antigens may provide new insights into the
mechanisms of anti-Leptospira immunity and may facilitate the
design of an improved recombinant-based vaccine.

Ompll1 is a surface-exposed protein that is expressed during
infection. It is therefore possible that it may play a role in attach-
ment to the host. Indeed, the OmpL1 protein exhibits extracellu-
lar matrix-binding properties. This protein binds laminin and
plasma fibronectin, in contrast to the previously reported Lsa24
(4), Lsa27 (38), and Lsa20 (44) adhesins, which are laminin-bind-
ing adhesins, but similar to other previously reported adhesins,
namely, Len family proteins (64), the LigA and LigB proteins (12),
Lsa21 (2), LipL32 (27, 28), TlyC (10), OmpL37 (53), and Lsa66
(49), which showed broader-spectrum binding with ECM. The
calculated K, values for the binding of OmpL1 to laminin and to
plasma fibronectin (2,099.93 * 871.04 and 1,239.23 = 506.85 nM,
respectively) are, however, higher than the K, values obtained
with Lsa66 and the same ECM components (55.4 = 15.9 nM and
290.8 * 11.8 nM) (49). Nevertheless, the kinetics of the dose de-
pendence of each ligand with OmpL1 are specific, and saturable
binding to immobilized components was observed, fulfilling the
properties of a typical receptor-ligand interaction.

An interaction with host PLG, a key component of the host
fibrinolytic system, has been shown for several invasive Gram-
positive and Gram-negative bacteria (13, 68). We reported previ-
ously that Leptospira species were also capable of binding PLG and
generating active plasmin on their surface (77). Moreover, we
have demonstrated that the generation of this proteolytic activity
makes virulent L. interrogans bacteria capable of degrading puri-
fied extracellular matrix fibronectin and laminin (77a), a step
which may contribute to leptospiral invasiveness (76). In addi-
tion, we have identified proteins that act as leptospiral PLG recep-
tors (73). OmpL1 also shows PLG-binding activity that seems to
occur via PLG kringle domains, with a K, 0of 368.63 * 121.23 nM.
This K, value is of the same order of magnitude as the one re-
ported previously for the adhesin Lsa20 (44) but higher than the
ones reported previously for several recombinant proteins in our
laboratory (73). As previously shown for other protein-PLG re-
ceptors (44, 49, 70, 71, 73), plasmin is actively generated in the
presence of the urokinase activator by PLG-bound OmpL1. Thus,
it is possible that this protein may contribute to leptospiral infec-
tiveness. The low binding affinity of OmpL1 for ECM and PLG
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could be compensated for by the high copy number reported pre-
viously for this protein in L. interrogans (40), which was shown to
increase after 7 days of serum treatment (61). The fact that mouse
polyclonal anti-OmpL1 serum had a strong reduction effect on
the binding of OmpL1 with laminin, plasma fibronectin, and PLG,
along with the fact that preimmune serum had only a moderate
effect, strengthens the data for the reactivity between the recom-
binant protein and these ligands. No interference of the binding of
OmpL1 with these ligands was observed, except for the increased
binding effect produced by the increased PLG concentration on
the binding of recombinant protein to laminin, suggesting that
PLG is probably binding directly to immobilized laminin. Indeed,
the interaction of laminin with PLG was reported previously (60).
OmpLl1 exhibited an inhibitory effect on the binding of intact L.
interrogans to immobilized laminin, plasma fibronectin, or PLG,
as was previously observed for the ECM- and PLG-interacting
proteins Lsa24 (4), Lsa63 (74), LigA/LigB (12), OmpL37 (53), and
Lsa20 (44).

In conclusion, in this work, we report for the first time that
OmpLl is an ECM- and PLG-binding protein of Leptospira spp.
The interaction of OmpL1 with PLG in the presence of a host
activator can generate plasmin, rendering the bacteria with pro-
teolytic activity capable of degrading host cell membranes. Thus,
as an ECM- and PLG-binding protein, OmpL1 may promote the
attachment of the bacteria to mammalian hosts and may help the
leptospires to disseminate during the infection process. The high
percentage of human leptospirosis (MAT-positive) responders as-
sociated with the specificity of the IgG antibody response to OmpL
among serum samples from patients with unrelated febrile dis-
eases such as dengue virus, malaria, HIV, and Chagas’ disease
strengthens the potential of OmpL1 as a diagnostic marker for
leptospirosis. OmpL1 promotes the proliferation of lymphocytes
and activates both Thl and Th2 cytokines from immunized
BALB/c mice. It is conceivable that OmpL1 administered with an
adequate immune modulator might exhibit protective activity
against lethal challenges.
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