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RESUMO

SEYFFERT, Nubia. Anticorpos monoclonais contra as proteinas LigA e LigB de
leptospiras patogénicas: producao e caracterizagao. 2007. 54f. Dissertagao
(Mestrado) — Programa de Pos-Graduagao em Biotecnologia Agricola. Universidade
Federal de Pelotas. Pelotas.

As proteinas leptospiral immunoglobulin-like (Lig) estdo expostas na superficie da
membrana das leptospiras patogénicas e podem estar envolvidas no ataque e
penetracdo as células do hospedeiro durante a infeccdo. Recentemente, foi
identificado um par de Ligs, nomeadas LigA e LigB, com regides polipeptidicas
idénticas e nao-idénticas. As duas proteinas estimulam uma resposta humoral forte
durante a infeccdo aguda no hospedeiro e tém sido sugeridas como alvos para o
desenvolvimento de vacinas e testes diagnosticos para leptospirose. Este estudo
relata a produgdo e caracterizagdo de anticorpos monoclonais (Mabs) contra
fragmentos recombinantes n&o idénticos de LigA (rLigANI) e LigB (rLigBNI). Os
fragmentos recombinantes foram utilizados para a imunizagdo dos camundongos e
triagem dos hibridomas por ELISA indireto. Quatro Mabs obtidos contra rLigANI e 6
Mabs contra rLigBNI foram isotipados e avaliados quanto ao seu potencial para uso
em estudos de imunoprotecao e desenvolvimento de testes diagndsticos. Os Mabs
foram dos isotipos IgM (1), IgG2, (3) and 1gG1 (6) e reagiram com as proteinas nativas
de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa L1 130 em ELISA indireto e
imunofluorescéncia. A constante de afinidade dos Mabs manteve-se entre 4x10’ M
and 2x10® M, e o mapeamento de epitopos por ELISA de aditividade demonstrou
que cada Mab reage com 0 mesmo epitopo na molécula recombinante ou causa um
impedimento espacial (steric hindrance). Finalmente, os Mabs reagiram
positivamente em testes imuno-histoquimicos de se¢des do tecido renal de hamsters
experimentalmente infectados com leptospiras. Esses dados sugerem que os Mabs
obtidos podem ser usados para estudos de imunoprote¢cao e desenvolvimento de
testes de diagndstico de leptospirose.

Palavras-chaves: leptospirose, proteinas de superficie, ELISA, imuno-histoquimica.



ABSTRACT

SEYFFERT, Nubia. Monoclonal antibodies against LigANI and LigBNI of
pathogenic leptospires: production and characterization. 2007. 54f. Dissertation
(Mestrado) — Programa de Pés-Graduagao em Biotecnologia Agricola. Universidade
Federal de Pelotas. Pelotas.

Leptospiral immunoglobulin-like (Lig) proteins are exposed on membrane surface of
pathogenic Leptospira and may play a role in host cell attachment and invasion during
infection. A pair of Ligs, named LigA and LigB, with identical and non-identical
polypeptide regions has recently been identified. The two proteins elicit a strong
humoral immune response during acute host infection and have been suggested as
targets for development of vaccines and diagnostic tests for leptospirosis. This study
reports the production and characterization of monoclonal antibodies (Mabs) against
recombinant non-identical fragments of LigA (rLigANI) and LigB (rLigBNI). The
recombinant fragments were used for mice immunization and screening hybridomas
by indirect ELISA. Four Mabs obtained against rLigANI and six Mabs obtained
against rLigBNI were isotyped and evaluated regarding their potential for use in
studies of immunoprotection and diagnostic test development. The Mabs were of the
IgM (1), 1gG2 (3) and IgG, (6) isotypes and reacted with the native proteins from a
pathogenic strain of Leptospira interrogans serovar Copenhageni L1 130 in an indirect
ELISA and immunofluorescence. Mabs affinity constants felt between 4x10” M and
2x10% M, and epitope mapping by additive ELISA has shown that each Mab either
react with the same epitope in the recombinant molecule or cause steric hindrance.
Tissue sections from kidneys of hamsters experimentally infected with leptospires
and probed with the Mabs reacted positively by immunohistochemistry. These
findings suggest that the Mabs obtained can be useful for the studies of
immunoprotection and development of diagnostic tests.

Key words: leptospirosis, outer membrane proteins, ELISA, immunohistochemistry.
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1 INTRODUGAO

1.1 Importancia da leptospirose e epidemiologia

A leptospirose € uma doencga infecciosa endémica causada por espécies
patogénicas de bactérias do género Leptospira, que afeta humanos e animais e
constitui um sério problema de saude publica (WHO, 2003). As condigdes precarias
de saneamento basico associadas a elevada intensidade das chuvas, principalmente
em paises tropicais, tém contribuido para o aumento da incidéncia da enfermidade
tanto nos centros urbanos (KO et al., 1999) como no meio rural (BHARTI et al.,
2003).

No Brasil a leptospirose € uma zoonose muito importante, pois apresenta uma
alta prevaléncia em varias regides do pais. No periodo de 2004 a 2006 foram
notificados 39.494 casos de leptospirose no pais, sendo que 10.341 foram
confirmados e a taxa de letalidade foi de 11% (SINAN, 2007).

A enfermidade também pode estar relacionada a perdas econémicas na
pecuaria, devido a abortos, baixa na producdo de leite, mamites e infecgdes
inaparentes que comprometem a eficiéncia reprodutiva dos animais (BHARTI et al.,
2003; FAINE et al., 1999).

Na epidemiologia da leptospirose, a fonte de infecgdo mais comum é
representada pelos mamiferos que produzem uma leptospiruria de longa duragao. O
rato de esgoto Rattus novergicus € considerado o principal reservatorio do agente,
tendo por caracteristica a urina alcalina, que é propicia a sobrevivéncia das
leptospiras. E provavel que todas as espécies de roedores, marsupiais e mamiferos
sejam os principais portadores e excretores de leptospiras. Entretanto, ha relatos do
isolamento do agente de anfibios, répteis, aves, peixes e invertebrados em diversos
locais do mundo (BINDER, 1998).

A excrecdo da bactéria ocorre por um periodo variavel, podendo persistir por
toda a vida do hospedeiro (LEONARD; QUINN; ELLIS, 1992); neste caso a bactéria
mantém com o hospedeiro uma relagao simbidtica e permanece nos tubulos renais
sem danificar os rins (BINDER, 1998). A sobrevivéncia da Leptospira n0O meio
ambiente depende das condi¢gbes encontradas fora do organismo do hospedeiro
(LEVETT, 2001).



14

O agente da enfermidade é transmitido aos organismos susceptiveis através
da urina infectada de diversas espécies animais (CDC, 2003), ou pelo contato com o
ambiente contaminado com leptospiras viaveis. O homem se infecta principalmente
através da agua e do solo contaminados. (CORREA, 1987; ACHA; SZYFRES,
1986).

A prevaléncia de determinados sorovares leptospirais em uma localidade
pode estar relacionada com os tipos de reservatorios animais existentes, assim
como com as condicdes do ambiente e praticas ocupacionais. Dentre os
profissionais com risco potencial de se contaminarem encontram-se mineiros,
pescadores, médicos veterinarios, técnicos de laboratério, trabalhadores de esgoto,
magarefes e agricultores (BHARTI et al., 2003).

Uma mesma espécie animal pode hospedar diferentes sorovares dependendo
da regido geografica em que se encontra. A biodiversidade das leptospiras pode ser
influenciada pelas variagdes climaticas, interacbes bidticas e atividades
antropogénicas (VINETZ et al.,, 1996). As atividades culturais e comportamentais
associadas a miséria e as condicbes de sobrevivéncia podem contribuir na

disseminagao da doenga.

1.2 Patogénese e manifestagoes clinicas

A patogénese da Leptospira ocorre a partir da penetracéo ativa através da pele
lesionada ou intacta quando o hospedeiro permanece na agua contaminada durante
um periodo de tempo longo (BHARADWAJ, 2004).

Apods ter superado os mecanismos de defesa nao-especificos, as leptospiras
se multiplicam no sangue, na linfa, no fluido cérebro espinhal e em todos os tecidos,
constituindo a fase aguda da doenga que cursa com leptospiremia (FAINE et al.,
1999).

Na lesdo primaria as leptospiras danificam as membranas das células
endoteliais de pequenos vasos sanguineos pela agcdo dos fatores de viruléncia,
ocorrendo o rompimento dos capilares e a migragcao das bactérias para os espagos
extravasculares. As lesdes preliminares sao atribuidas a acdo mecanica dos
microrganismos dentro da parede dos vasos sanguineos e sao seguidas por
hemorragias (BAROCCHI et al., 2002).
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Provavelmente, os mecanismos de patogenicidade mais importantes sejam a
adesao (BAROCCHI et al., 2002) e a toxicidade (DORIGATTI et al., 2005). Os
efeitos secundarios da isquemia, andxia e aumento da pressdao nos tecidos,
reforcam os danos e resultam na perda da fungdo e morte celular (FAINE et al.,
1999). Contudo, o entendimento sobre o mecanismo de patogenicidade da
leptospirose ainda é limitado. Os efeitos do patégeno no organismo podem ser
determinados geneticamente de acordo com a resposta imune do hospedeiro,
permanecendo assim indefinidos (LEVETT, 2001; LINGAPPA et al., 2004).

A fase cronica da infecgao € caracterizada pela presenca de anticorpos e de
leptospiruria (WHO, 2003). Neste momento a colonizagédo renal é observada,
principalmente dentro dos tubulos contorcidos proximais, onde os microrganismos
podem sobreviver (FAINE et al., 1999; BHARTI et al., 2003).

Os fatores de viruléncia das leptospiras tém sido estudados para um melhor
entendimento dos mecanismos de acdo dessas bactérias no hospedeiro, como
também a resposta imune contra esses patdogenos (CULLEN; HAAKE; ADLER,
2003; KLIMPEL; MATTHIAS; VINETZ, 2003; VIRIYAKOSOL et al., 2006; VERMA et
al., 2006).

Um importante foco desse estudo inclui a identificacdo das proteinas da
membrana externa (OMPs) envolvidas na patogénese da leptospirose (HAAKE,
2000). Devido a sua localizagéo sobre a superficie celular, as OMPs leptospirais sao
relevantes para o entendimento das interagdes hospedeiro-patégeno. A maior classe
de OMPs é composta pelas lipoproteinas LipL32, LipL21, LipL36, LipL45 e LipL41
(CULLEN; HAAKE; ADLER, 2003). A LipL32 é a proteina mais abundante em
leptospiras patogénicas e a mais reconhecida pelo soro de pacientes com
leptospirose (HAAKE et al., 2000). As proteinas LipL41 e LipL21, assim como a
LipL32, sao expressas tanto in vivo com in vitro, e somente sdo detectadas em
sorovares patogénicos (CULLEN; HAAKE; ADLER, 2003).

Os sinais clinicos apresentados pelo hospedeiro infectado dependem da area
afetada e da extensdo das lesbes causadas pela disseminacdo das leptospiras
(FAINE et al., 1999; NALLY et al., 2006).

No inicio da enfermidade, normalmente observam-se febre, dores de cabeca
e articulares, dor na panturrilha, vomitos e sintomas de um resfriado, podendo ser

facilmente confundida com outras enfermidades como gripe e dengue (WHO, 2003).
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Algumas pessoas com leptospirose podem evoluir para um quadro severo
que é chamado de Doengca de Weil, caracterizada pelo comprometimento renal,
hepatico, ictericia e hemorragias cutaneas e de mucosas, podendo ocorrer
meningite e também comprometimento funcional de outros 6rgdos (WHO, 2003).
Outra forma grave de leptospirose, a Sindrome Hemorragica Pulmonar Severa
(SPHS) pode causar insuficiéncia respiratoria e arritmias podendo levar o individuo a
morte em mais de 50% dos casos (SEIJO et al., 2002; SILVA et al., 2002; NALLY et
al., 2006).

Devido a variedade de sintomas e a severidade da doenga em estagio
avangado, o diagnéstico precoce da leptospirose é essencial para um tratamento

eficiente que previna a evolugcao da enfermidade para um quadro severo.

1.3 Vacinas e diagnéstico laboratorial

Atualmente n&o existe uma vacina contra a leptospirose humana
recomendada pela Organizagdo Mundial da Saude. Porém, varios estudos tém sido
realizados para avaliar o potencial imunogénico de vacinas em alguns paises como
Cuba, Russia e China (MARTINEZ et al., 2000; IKOEV et al., 1999; ZHUO; WANG;
LAN, 1995).

As vacinas veterinarias contra a leptospirose disponiveis no mercado séo as
chamadas bacterinas, que conferem imunidade pouco duradoura e sdo sorovar-
especificas. Além da necessidade de repeticido da dose vacinal para manter a
imunidade, o fato de ser produzida apenas com um sorovar ou um conjunto restrito
de sorovares limita a protecdo dos animais quando aplicada, ja que as espécies de
leptospiras incluem cerca de 250 sorovares patogénicos (GAMBERINI et al., 2005).

O diagndstico laboratorial de leptospirose humana depende da fase evolutiva
da doencga e baseia-se na deteccdo do microrganismo em amostras clinicas ou em
uma quadruplicagdo ou aumento no titulo de anticorpos no teste de soroaglutinagéo
microscopica (MAT) (MINISTERIO DA SAUDE, 1995). Porém, o isolamento do
microrganismo em meio de cultura é demorado, assim o diagnostico laboratorial da
leptospirose tem sido baseado principalmente em testes soroldgicos.

Embora o MAT seja recomendado pelo Ministério da Saude para o
diagndstico soroldgico da leptospirose, apresenta uma série de problemas. Por um

lado, o teste € complexo e requer a manutencdo de grande numero de
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microrganismos em meio de cultura para garantir uma variedade antigénica dos
diferentes sorogrupos de Leptospira. Por outro lado, apresenta reacdes cruzadas
entre diferentes sorovares e baixa sensibilidade na fase inicial da doencga, ja que os
niveis de anticorpos somente sao detectaveis 6-7 dias apds aparecerem 0s
sintomas.

Para obter uma melhora no diagndstico laboratorial diversos testes
sorologicos como ELISA, Dipstick, Immunoblot e Dot-ELISA foram desenvolvidos
com algumas modificagdes (YAN et al., 1999; GUSSENHOVEN et al., 1997,
LEVETT; BRANCH, 2002; PETCHCLAI; HIRANRAS; POTHA, 1991; RIBEIRO;
SOUZA; ALMEIDA, 1995; SILVA et al., 1997; EFLER et al., 2002), mas a maioria
deles sao sorovar-especificos.

Com o estudo das OMPs de leptospiras patogénicas, tem surgido uma nova
perspectiva de melhora no diagndstico laboratorial da leptospirose. Os antigenos
recombinantes LipL32, LipL41, OmpL1 de Leptospira foram testados em ELISA
(BOMFIM; KO; KOURY, 2005; MARIYA et al., 2006; OKUDA et al., 2005;
FLANNERY et al., 2001) a fim de observar a acuracia desses ensaios. Mais
recentemente, um teste diagndstico denominado ELISA Cinético foi desenvolvido
nao somente para detectar a infeccao por leptospiras, mas também diferenciar
animais infectados de animais vacinados através da utilizagao de proteinas similares
as imunoglobulinas (Ligs) existentes na superficie bacteriana (PALANIAPPAN et al.,
2004).

O teste diagnéstico eficiente para a leptospirose deveria ter sensibilidade e
especificidade necessarias para detectar leptospiras circulantes ou anticorpos da
classe IgM que caracterizam infecgdo recente, o que proporcionaria a confirmagao

da doenca.

1.4 Proteinas Lig

Uma familia de proteinas com estrutura similar as adesinas bacterianas foi
recentemente identificada e pode ter um papel importante na patogénese das
leptospiras. Essas proteinas tém dominios repetidos em tandem semelhantes as
imunoglobulinas e, por isso, foram denominadas Lig (leptospiral immunoglobulin-like)
(CULLEN; HAAKE; ADLER, 2003).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=
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As proteinas LigA e LigB estdo expostas na superficie bacteriana e a
expressao delas esta correlacionada com a viruléncia das cepas de Leptospira
(MATSUNAGA et. al., 2003). Essas proteinas de superficie possivelmente mediam a
interac&do das leptospiras com as células do hospedeiro (MATSUNAGA et al., 2003),
um papel analogo ao da intimina e da invasina existente em outras bactérias (LUO et
al., 2000; HAMBURGER et al.,, 1999). Por exemplo, foi demonstrado que as
proteinas Lig s&o responsaveis pela capacidade de penetragcdo, disseminagao,
persisténcia e translocagcdo das leptospiras nos tecidos dos hospedeiros
(MATSUNAGA et al., 2003; BAROCCHI et al., 2002).

Além disso, foi também demonstrado que as proteinas Lig s&o
osmoreguladas e expressas no hospedeiro principalmente na fase aguda da
enfermidade, onde parecem ser reguladas positivamente. Em meio de cultivo, as
proteinas Lig ndo s&o expressas com éxito pelas leptospiras, devido ao baixo nivel
de expressao ou instabilidade protéica (PALANIAPPAN et al., 2002; MATSUNAGA
et al., 2005).

O conhecimento sobre a conservacéo dos genes lig nas diferentes espécies
de leptospiras constitui uma ferramenta importante para dar continuidade a estudos
envolvendo elaboragao de vacinas e testes diagndsticos. Recentemente, um estudo
demonstrou que o gene ligA esta presente somente nas espécies L. interrogans € L.
kirschneri, enquanto que o gene ligB € conservado em todas as espécies de
leptospiras patogénicas (CERQUEIRA, 2006).

As proteinas Lig foram avaliadas quanto ao seu potencial de prote¢gao no
desafio em camundongos e hamsters, tendo a proteina LigA demonstrado eficiente
protecdo (KOIZUMI; WATANABE, 2004; PALANIAPPAN et al, 2006). No
diagndstico, foi desenvolvido um teste ELISA Cinético utilizando as proteinas Lig
para diferenciar animais vacinados de animais infectados, ja que os testes ELISA e
MAT convencionais ndo possuem essa caracteristica (PALANIAPPAN et al., 2004);
também a amplificagdo dos genes lig por PCR convencional e real-time foi utilizada
para a deteccdo de leptospiras patogénicas em estagio inicial da infecgao
(PALANIAPPAN et al., 2005).
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1.5 Anticorpos monoclonais

Em 1975, Georges Kohler e Cesar Milstein conseguiram obter uma célula
hibrida tumoral (hibridoma), originaria da fusdo de um linfécito B normal com uma
célula proveniente de um mieloma multiplo (KOHLER; MILSTEIN, 1975). A célula
hibrida apresentava o carater imortal da célula mielomatosa e a capacidade de
secretar anticorpos com a mesma especificidade daqueles secretados pelo linfécito
B normal. O hibridoma constitui-se em uma fonte duradoura de anticorpos
monoclonais (CAMPBELL, 1991; PASQUALINI; ARAP, 2004).

Desde entdo, varias aplicagdes para esses anticorpos tém sido descritas em
pesquisas biomédicas, na deteccdo de proteinas para o uso em vacinas
recombinantes e tratamento de doencas infecciosas e cancerigenas. Por
reconhecerem determinantes antigénicos unicos, os anticorpos monoclonais (Mabs)
sdo amplamente utilizados no desenvolvimento de testes diagndsticos especificos
(BERRY, 2005; CAMPBELL, 1991).

Os Mabs possuem diversas vantagens comparando com os anticorpos
policlonais por serem produzidos por clones hibridos derivados de células
progenitoras linféides unicas, secretando anticorpos homogéneos. A produgao e
selecao dos hibridomas podem ser controladas para se obter especificidade,
afinidade e funcgbes efetoras desejadas. Além disso, esse método de produgao
apresenta enorme reprodutibilidade nado somente em meio de cultivo, mas também
no fluido extraido das ascites que proporciona uma quantidade ilimitada de
anticorpos especificos. O congelamento e descongelamento dos hibridomas também
podem ser realizados sem a alteracdo de suas propriedades de acordo com a
necessidade de uso (CAMPBELL, 1991).

Apesar de os hibridomas terem sido a fonte de Mabs especificos durante
anos, essa produgao envolve uma série de fatores limitantes por ser um processo
trabalhoso, com multiplas etapas, risco de contaminagdo, geneticamente instavel e
requer células alimentadoras (PASQUALINI; ARAP, 2004). Na tentativa de
solucionar esses inconvenientes, outras tecnologias para a geragao de Mabs in vitro
foram desenvolvidas nos ultimos 30 anos (WINTER et al., 1994; PETERSON, 2005),
porém a metodologia convencional ainda é a mais empregada.

Em estudos envolvendo leptospirose, Mabs ja foram utilizados na

identificacdo de sorovares (TERPSTRA et al., 1985), na diferenciacao de leptospiras
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patogénicas e saprdfitas (CINCO, 1990), na identificagdo de géneros e espécies
(ADLER; FAINE, 1983), em Dot-ELISA (SAENGJARUK et al., 2002; CHAICUMPA et
al., 2005) e em ELISA competitivo (SURUJBALLI; HOWLETT; HENNING, 1999;
SURUJBALLI, ELMGREN, 2000).
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi produzir e caracterizar anticorpos
monoclonais que reajam contra LigA e LigB nativas para uso em testes de

imunodiagnaostico e imunoprotegao.

2.1 Objetivos especificos

 Produzir Mabs contra fragmentos nao idénticos de LigA e LigB
recombinantes;

* Avaliar se os Mabs reagem com as proteinas nativas de L. interrogans L1 130
utilizando diferentes técnicas;

 Determinar a constante de afinidade dos anticorpos com as proteinas
recombinantes;

* Investigar a possibilidade de uso simultdneo dos Mabs em testes de

imunodiagnostico através do mapeamento de epitopos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Clonagem e expressao das proteinas Lig

Os fragmentos n&o idénticos das proteinas LigA (LigANI) e LigB (LigBNI)
foram clonados e expressos no laboratério de Biologia Molecular do Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). As proteinas
recombinantes LigANI e LigBNI foram preparadas para a imunizagdo dos animais
utilizados na fusado celular, como também na sensibilizagdo das placas de ELISA

usadas para a triagem dos hibridomas e testes de caracterizacgéao.

3.2 Cultivo das leptospiras

Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa L1 130 (KO et al., 1999) baixa
passagem e L. biflexa sorovar Patoc foram cultivadas em meio Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH) (Difco Laboratories, USA).

Os antigenos vivos foram mantidos a uma temperatura de 30 °C em estufa
bacteriolégica, sendo utilizados apdés 6 dias de cultivo ao atingirem uma
concentragdo de 2x10° leptospiras/mL, ajustadas utilizando cédmara de Petroff-

Hauser (Thomas Scientific).

3.3 Producao de anticorpos monoclonais

3.3.1 Imunizagao dos camundongos

Quatro camundongos BALB/c com idade de 6 a 8 semanas foram injetados
intraperitonialmente com 50 pg de rLigANI. A imunizagdo dos camundongos foi
realizada nos dias 0, 14 e 21. Na primeira dose a proteina foi emulsificada com um
volume equivalente de Adjuvante Completo de Freind e nas duas doses
subsequentes utilizou-se Adjuvante Incompleto de Freidnd. Trés dias antes da fuséo
celular foi aplicada uma dose da proteina com adjuvante incompleto
intraperitonialmente no camundongo selecionado e outra dose intravenosa da
proteina pura. O mesmo procedimento foi utilizado para imunizar camundongos com
rLigBNI.
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3.3.2 Preparacgao das células de mieloma

Células de mieloma da linhagem celular Sp2/0O foram retiradas do nitrogénio
liquido, descongeladas em banho-maria a 37 °C, centrifugadas em meio DMEM
incompleto (MI) a 1000 g por 8 min, e cultivadas em frascos de cultivo celular com
meio DMEM completo (MC). Apés cinco dias de cultivo e sucessivas trocas de meio,
as células foram expandidas para frascos de cultivo maiores até a obtencao de trés

frascos de 75 cm?.

3.3.3 Fusao Celular

Dez dias apds a terceira imunizagdo dos camundongos, o soro dos animais
foi coletado por puncao do plexo retro-orbital e o titulo de anticorpos foi determinado
por ELISA indireto utilizando as proteinas rLigANI e rLigBNI como antigeno. Os
camundongos com o0s maiores titulos de anticorpos contra as proteinas
recombinantes foram selecionados para serem utilizados na fusao celular.

Na véspera da fusdo, um camundongo BALB/c de 6-8 semanas néao
imunizado foi sacrificado e o bagco removido, macerado, diluido em 50 mL de meio
DMEM HAT e distribuido nas 5 placas de cultivo (0,1 mL/cavidade) a serem
utilizadas na fusao celular, com a finalidade de proporcionar um meio de cultivo com
células alimentadoras para o desenvolvimento dos hibridomas.

No dia da fusado, o animal imunizado foi sacrificado por deslocamento cervical
e teve o bago removido em fluxo laminar. O baco foi macerado em MI e centrifugado
a 1000 g por 8 min, as células foram ressuspendidas em MI e centrifugadas por mais
duas vezes. Ao final de trés centrifuga¢des para a remog¢ao dos grumos maiores do
baco, as células foram ressuspendidas em 10 mL de MI.

As células SP2/O cultivadas em MC foram retiradas dos frascos de cultivo e
centrifugadas a 1000 g por 8 min. Apos trés lavagens com MI, as células foram
ressuspendidas em 10 mL de MI e contadas em camara de Neubauer.

As células do bago foram misturadas com 4x10" células SP2/0 e
centrifugadas a 1000 g por 8 min, o sobrenadante foi desprezado e 1 mL de uma
solugéo de polietilenoglicol (PEG) a 50% em MI foi adicionado durante 1 min. Esta
suspensao foi agitada durante 1 min e, em seguida, 9 mL de meio incompleto foram

adicionados durante 5 min. As células foram centrifugadas a 1000 g por 10 min,
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ressuspendidas em 50 mL de meio DMEM HAT e distribuidas nas 5 placas de
cultivo celular (0,1 mL/cavidade) anteriormente preparadas com meio de cultura e

células alimentadoras.

3.3.4 Triagem dos hibridomas e clonagem celular

As cavidades com crescimento de células ocupando mais de 50% da
superficie da cavidade foram testadas através de um ELISA indireto utilizando a
proteina de interesse como antigeno. As células que demonstraram estarem
secretando os Mabs foram selecionadas para a realizacdo da clonagem e

posteriormente reclonagem pela técnica da diluigdo limitante (CAMPBELL, 1991).

3.3.5 Estocagem dos hibridomas

Apos a reclonagem, as células secretoras dos Mabs cultivadas em MC foram
expandidas para garrafas de 75 cm? misturadas em uma solugdo contendo soro
fetal com 10% de DMSO e congeladas em nitrogénio liquido. Uma parte das células

em cultivo foi injetada em camundongos para a produ¢ao de ascites.

3.3.6 Producao de ascite e purificagao dos Mabs

Camundongos BALB/c com 6-10 semanas de vida foram sensibilizados com
0,5 mL de Pristane (2, 6, 10,14-tetra-metil-pentadecano) (Sigma), e apos 10 dias,
5x10° células de hibridomas em MI foram injetadas intraperitonealmente. Quatorze
dias depois os camundongos foram puncionados para retirada do fluido ascitico que
foi centrifugado 1500 g por 10 min. Os sobrenadantes dos quatro Mabs anti-LigA e
cinco Mabs anti-LigB foram purificados em coluna de proteina G-Sepharose de
acordo com as instrugdes do fabricante (Amersham, MS). Aliquotas de 1mL foram
coletadas em Tris pH 9, dialisadas em PBS (500 x o volume total das fragdes) e
concentradas em solugédo de polietilenoglicol a 20% (PM 20.000). A concentragao
dos anticorpos foi determinada em espectrofotdbmetro por UV utilizando em
comprimento de onda de 280 nm e o calculo foi realizado através do coeficiente de

extingdo da IgG (1,35). Os anticorpos foram armazenados a -18°C.
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O Mab LigBNI1 foi purificado por precipitagdo com uma solugao de sulfato de
amonio saturada. A ascite foi misturada com a solucido saturada na proporcéo 1:1
por 2 h a 4 °C. Apés este periodo, a mistura foi centrifugada a 3000 g por 30 min a 4
°C. O pellet foi diluido em PBS na quantidade de 10% do volume inicial. A amostra
foi dialisada como realizado com os demais Mabs. A concentracdo dos Mabs foi
determinada em espectrofotdmetro por UV utilizando um comprimento de onda de
280 nm e o calculo foi realizado através do coeficiente de extingdo da IgM (1,25). Os

anticorpos foram armazenados a -18 °C.

3.4 Caracterizagao dos Mabs

3.4.1 Isotipagem

A isotipagem dos Mabs anti-LigA e LigB foi realizada através de ELISA, onde
uma placa de poliestireno de 96 cavidades (Nunc, EUA) foi sensibilizada com 50 pL
da proteina de interesse (3 ug.mL") em tamp&o carbonato-bicarbonato (0,05 M, pH
9,6) e incubada por 1 h a 37 °C. Como controles positivos foram utilizadas cavidades
sensibilizadas com soros dos camundongos BALB/c imunizados com as proteinas
rLigA e rLigB, diluidos em tamp&o carbonato bicarbonato pH 9.6. Cada cavidade foi
lavada 3 vezes com 200 pL de PBS com 0,05% de Tween 20 (PBS-T), e em seguida
foi adicionado 50 puL do meio de cultivo de cada hibridoma. Soro de camundongo
nao imunizado foi utilizado como controle negativo. Assim como entre todas as
outras etapas desse ELISA, a placa foi incubada a 37 °C por 1 h e lavada 3 vezes
com 200 pL de PBS-T. Apds, anticorpos de cabra anti-isotipo especificos (Sigma,
EUA) foram diluidos 1:4000 em PBS-T e adicionados 50 uL as cavidades da placa
que foi incubada a temperatura ambiente por 30 min. Por ultimo, foram adicionados
a placa 50 pL do conjugado de anticorpo de coelho anti-lgG de cabra e peroxidase
na diluicado de 1:5000 em PBS-T. Apds, 50 pL de solugdo do cromdgeno
ortofenilenodiamina (OPD) diluido em tampao citrato-fosfato (0,2 M, pH 4,0),
contendo 0,01% de peroxido de hidrogénio, foi adicionado as cavidades da placa.
Depois de a placa ser mantida em temperatura ambiente e no escuro por 15 min, foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro para ELISA (Titertek Multiscan MCC/340)

com filtro de 450 nm.
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3.4.2 indice de aditividade

Para a determinagao do indice de aditividade inicialmente foi feito um ELISA
indireto para estabelecer a curva de saturagdo do antigeno com cada um dos Mabs.
Na sensibilizacdo das placas de ELISA foram utilizadas rLigANI ou rLigBNI (3 pg.m~L"
") ou a proteina nativa de L. interrogans L1 130 (2x10® leptospiras mL™") inativada a 56°
C por 14 h, e dilui¢gdes seriadas em base dois de cada um dos Mabs.

Em um segundo momento, foi realizado um ELISA competitivo em que as
placas foram sensibilizadas com a mesma concentracdo de antigeno utilizada
anteriormente. Os Mabs foram adicionados na diluicdo de saturagcao adequada,
individualmente ou em pares. Foram testadas todas as combinagdes (em duplicata)
possiveis entre os dez Mabs. Em cada cavidade foi adicionado o anticorpo de cabra
anti-camundongo conjugado com peroxidase diluido 1:1000 em PBS-T. Entre todas
as etapas mencionadas as placas foram incubadas a 37 °C por 1 h e lavadas 3
vezes com PBS-T. Para a revelagdo do ELISA, foi adicionada 50 yL de OPD a 0,4
mg.mL" diluido em tampao citrato-fosfato (0,2 M, pH 4,0), contendo 0,01% de
peréxido de hidrogénio (H202) as placas e incubadas no escuro em temperatura
ambiente por 15 min. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro com comprimento
de onda de 450 nm e o resultado foi analisado através da formula [Aq:—
(A1+A2/2)IA1+A—(A1+A2/2)] x 100, onde A1 e A2 sdo os valores das absorbéancias
dos Mabs 1 e 2 quando adicionados individualmente as cavidades, e A € a
absorbancia quando os dois Mabs foram adicionados juntos nas cavidades. Os
pares de anticorpos com indice de aditividade maior que 50% podem ser
considerados para uso em conjunto por reagirem em regides diferentes da molécula
do antigeno (BOBROVNIK, 2003).

3.4.3 Constante de afinidade

Um Elisa indireto foi inicialmente realizado para estabelecer a concentragao
de Mab adequada para a determinagdo de sua constante de afinidade (Ka). As
proteinas rLigANI e rLigBNI foram diluidas em tampao carbonato-bicarbonato a
concentragdo de 3 yg.mL™ e adicionadas (50 pL) em cada cavidade das placas de
poliestireno. Apds 24 h a 20 °C, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T (200

uL/cavidade) e 50 yL do Mabs diluidos em PBS-T, em concentragdes de 0,1 a 1x10™
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mg.mL", foram adicionadas nas cavidades. Em seguida, um conjugado de cabra
anti-camundongo com peroxidase foi diluido 1:2000 e aplicado na placa. Apés 1 h de
incubacao e lavagem com PBS-T, a solugdo cromégena foi adicionada na placa na
mesma quantidade (50 pL) das demais solugdes. A leitura foi realizada em
espectrofotometro a 450 nm depois de 15 min em ambiente escuro e a temperatura
ambiente.

A determinacao da Ka de cada Mab foi realizada em outro ELISA que utilizou
o Mab na concentracdo determinada acima, as mesmas concentragdes das
proteinas para sensibilizacdo das placas, e os mesmos tampdes para diluicdes e
lavagens. Neste ELISA inicialmente os antigenos foram diluidos (4x107"° a 2x10”
M), misturados com o Mab em um tubo eppendorf e incubados por 15 h a 20 °C.
Depois desse periodo, 50 yL da mistura foi adicionada a placa para verificar a
reacao entre o Mab livre e o antigeno fixado na placa. As duas ultimas etapas desse
ELISA foram realizadas como citadas anteriormente. O periodo de incubagao
quando n&o mencionado foi de 1 h a 37 °C e a lavagem das placas foi com PBS-T.
As absorbancias do ELISA foram utilizadas na equacao (Ao — A)/Ai = Ka. |;, onde Ao é
a absorbancia do Mab na concentragdo selecionada, sem reagir com o antigeno no
microtubo; Ai € a absorbancia da reagdo apds o complexo antigeno-anticorpo ter
atingido o equilibrio; Ka é a constante de afinidade e | € a concentracédo de antigeno
(BOBROVNIK, 2003; COUTINHO, 2005).

3.4.4 ELISA com a proteina nativa L. interrogans L1 130

Cada uma de trés placas de poliestireno foi sensibilizada com 2x10°
leptospiras mL™ intactas, inativadas pelo calor a 56 °C por 14 h e a 100 °C por 10
min. Os Mabs foram diluidos 1:1000 em PBS-T e adicionados 50 uL em cada
cavidade. Entre as etapas desse ELISA o periodo de incubacao foide 1 ha 37 °C e
as placas foram lavadas com PBS-T. O anticorpo de cabra anti-camundongo
conjugado com peroxidase foi diluido 1:1000 em PBS-T e adicionado a placa. Apos
15 min, 50 pL da solugao cromdgena citada anteriormente, foi adicionada em cada

uma das cavidades da placa. A leitura foi feita a 450 nm.
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3.4.5 Western blot com as proteinas recombinantes e nativa

As proteinas recombinantes LigANI e LigBNI nas concentragdes de 0,250 mg.
mL™" foram fervidas a 100 °C por 3 min em tamp&o de amostra (0,25 M Tris-HCI,
10%SDS, 0,5% azul de bromofenol, 50% glicerol) em presenca de agente redutor ([3-
mercaptoetanol). As amostras foram aplicadas em um gel de acrilamida 12% na
presenca de SDS para a separacdo eletroforética. Apds, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de PVDF (Amersham) por 1,5 h com a fonte
ajustada para diferenca de potencial elétrico (DDP) = 100 V e corrente (C) = 400 mA.
As membranas foram bloqueadas por 2 h com 5% de leite em pd desnatado em
PBS. Os Mabs anti-LigA e anti-LigB foram diluidos (1:500) em PBS e adicionados a
membrana. Depois de 1 h o conjugado anti-lgG de camundongo com peroxidase foi
diluido 1:1000 em PBS e aplicado a membrana. A revelagéo foi realizada com a
solugdo cromégena (1% de cloronaftol e perdxido de hidrogénio pH 7,6). A
membrana foi lavada 3 vezes com PBS por 5 min entre as etapas mencionadas. O
periodo de incubacao dos anticorpos com a membrana foi de 1 h.

O mesmo procedimento descrito anteriormente foi realizado com a proteina
nativa L. interrogans Copenhageni L1 130 baixa passagem com um concentragao de

2x10° leptospiras mL™".

3.4.6 Imunofluorescéncia indireta

Laminas de vidro para microscopia foram cobertas com uma solugao de poli-
L-lisina 0,01% (Sigma Aldrich) e incubadas a 37 °C até secarem completamente.
Uma cultura de L. interrogans L1-130 com 2x 10® leptospiras mL™ foi centrifugada a
3000 g durante 5 min e ressuspensa em 5 mL de PBS. Apds, 20 yL da suspensao
de leptospiras foi adicionada as laminas que foram incubadas por 1 h a 30 °C. No
caso das leptospiras fixadas com metanol, as laminas permaneceram na
temperatura de 37 °C até secarem e, apds, o metanol a 4 °C foi adicionado sobre
elas por 10 min a temperatura ambiente.

As laminas fixadas e nao fixadas com metanol foram lavadas duas vezes com
PBS contendo 1% de BSA e os dez Mabs anti-LigA e anti-LigB nas concentragdes
que variaram de 1,2 a 6,4 mg.mL™" foram adicionados na diluigdo 1:10. Apds serem

incubadas por 1 h a 30 °C, as laminas foram lavadas duas vezes com PBS-BSA e o
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anticorpo de coelho anti-camundongo conjugado com FITC foi diluido 1:100 e
adicionado as laminas. Depois do periodo de incubagao e lavagem das laminas, foi
adicionado o corante de DNA Hoechst por 30 min. O meio de montagem contendo 9
mL de glicerol, 100 mg de N-phenylenediamine e 1 mL de PBS foi adicionado as
ldaminas que foram recobertas com laminulas. O controle positivo utilizado foi o Mab

anti-LipL32 1D9 e o controle negativo foi o soro de camundongo ndo imunizado.

3.4.7 Imuno-histoquimica

Quatro hamsters (Mesocricetus auratus) fémeas criadas no biotério da UFPel,
com peso corporeo entre 80 e 100 gramas, foram inoculados via intraperitoneal com
1 mL de PBS contendo 50 leptospiras L. interrogans L1 130. Outro hamster foi injetado
com 1mL de PBS para ser utilizado como controle negativo. Os animais foram
observados diariamente até o 21° dia pds-inoculagdo experimental, quando os
sobreviventes e o controle negativo foram sacrificados e submetidos a necropsia
para a posterior utilizagdo em imuno-histoquimica (IHQ). Na necropsia foram
coletados fragmentos de figado, rins e pulmao e fixados por um periodo de 24-48 h
em formol tamponado a 10%. Posteriormente foram clivados, embebidos em
parafina, cortados em secbes a 3um e colocados em estufa (55-60° C) por pelo
menos 2 h. Primeiramente, este material sofreu processamento histopatologico de
rotina, sendo corado com Hematoxilina e Eosina. Apds esta avaliacéo, foi realizada
a técnica de IHQ para observar a reacdo dos Mabs produzidos com os antigenos
contidos nas seg¢des de tecido selecionadas.

A reacao IHQ, com amplificagdo pelo Sistema HRP DakoCytomation LSAB2
(Dako), foi realizada em segdes histologicos de rins, figado e pulmdes dos animais.
As secbes foram distribuidas em laminas silanizadas e desparafinados com xilol frio
por 10 min a temperatura ambiente por duas vezes. Em seguida foram hidratados
com alcool etilico absoluto por 3 min e imersos duas vezes em uma solugao
contendo 100 ml de metanol com 10 ml de agua oxigenada PA 30 v por 30 min para
bloguear a peroxidase endbégena. Apds, os cortes foram hidratados
consecutivamente com etanol 90, 80 e 70% por 3 min e duas vezes cada. Quatro
Mabs anti-LigA e cinco Mabs anti-LigB foram adicionados sobre os cortes
histolégicos e incubados por 10 min. A seguir foram feitas lavagens com tampao

PBS 10 mM pH 7,4 por 5 min e secagem das laminas. Posteriormente, adicionou-se
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0 anticorpo biotinilado de cabra anti-camundongo e as laminas foram incubadas por
10 min, lavadas em PBS por 5 min e a secagem foi realizada a temperatura
ambiente. A estreptavidina-peroxidase foi adicionada, seguindo-se os mesmos
procedimentos de incubacgao, lavagem e secagem. A revelagdo foi realizada com
uma solugdo contendo diaminobenzidina (DAB) (Sigma) a 1%, peroxido de
hidrogénio a 0,3%, agua destilada e PBS por 5 min. Os cortes foram lavados com
PBS e contra-corados com hematoxilina de Harris por 20 s. Apds a contra-coloragao,
os cortes foram lavados em agua corrente por 5 min, agua destilada por 3 min. e
desidratados consecutivamente com etanol 70, 80, 90 e 100% por 2 min e xilol por 5
min. duas vezes cada. As laminas foram secadas e montadas para analise em
microscopia. Como controle positivo foi utilizado um anticorpo monoclonal (1D9)
anti-LipL32 (LUDTKE et. al., 2003), e como controles negativos de cada lamina
foram utilizados soro de cabra como anticorpo primario e cortes histolégicos do

animal inoculado apenas com PBS.
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4 RESULTADOS

4.1 Producgao dos Mabs

Foram produzidos seis hibridomas secretores de Mabs anti-rLigBNI (LigBNI1,
LigBNI2, LigBNI3, LigBNI4, LigBNI5 e LigBNI6) e quatro hibridomas secretores de
Mabs anti-rLigANI (LigANI1, LigANI2, LigANI3 e LigANI4).

4.2 Caracterizagcao dos Mabs
4.2.1 Classificagcao em isotipos

O resultado da isotipagem dos Mabs €& demonstrado na Tab. 1. Seis
anticorpos pertencem ao isotipo IgG1, 3 anticorpos ao isotipo IgG2B e 1 anticorpo ao
isotipo IgM. Os Mabs também foram testados com os anti-isotipos IgG2A, IgG3 e

IgA, mas os resultados foram negativos.

Tabela 1- Caracterizagéao isotipica dos Mabs anti-LigA e anti-LigB através de ELISA indireto.

Anticorpos Monoclonais

Isotipo

P LigANI1  LigANI2 LigANI3  LigANI4 LigBNI1 LigBNI2 LigBNI3 LigBNI4 LigBNi5 LigBNI6
IgM +
IgG1 + + + + + +
IgG2B + +

4.2.2 Avaliagao da aditividade dos Mabs

Na Tabela 2 podemos observar que os Mabs anti-LigA, testados com a
proteina rLigANI, apresentaram indice de aditividade menores que 50%. O Mab
LigANI1 em combinagcdo com LigANI4 apresentou porcentagens mais proximas de

50%, enquanto que LigANI1 com LigANI3 apresentou aditividade de apenas 7%.
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Tabela 2- indice de aditividade (%) dos Mabs anti-LigA com a proteina recombinante
como antigeno.

LigANI1 LigANI2 LigANI3 LigANI4
LigANI1 - 27 7 35
LigANI2 - 23 18
LigANI3 - 31

LigANI4 -

Conforme a Tabela 3, os Mabs anti-LigB também apresentaram percentuais
de aditividade menores que 50% quando testados com rLigBNI. O Mab LigBNI1
apresentou indices de aditividade bem préximos a 50% com os demais Mabs anti-
LigB, exceto o LigBNI2.

Tabela 3- indice de aditividade (%) dos Mabs anti-LigB com a proteina recombinante como
antigeno.

LigBNI1  LigBNI2 LigBNI3  LigBNI4  LigBNI5 LigBNI6

LigBNI1 - 18 48 49 46 45
LigBNI2 - 30 46 34 25
LigBNI3 - 16 29 3
LigBNI4 - 34 29
LigBNI5 - 32
LigBNI6 -

Duas combinagdes de Mabs anti-LigA demonstraram aditividade de 43 e 47%
quando testados com a proteina nativa L. interrogans L1 130 (Tab. 4). No caso dos
Mabs anti-LigB, somente a combinagdo entre os Mabs LigBNI1 e LigBNI4
apresentou indice de aditividade maior que 40% (Tab. 5). Assim, usando a proteina

nativa nenhuma combinagcdo de Mab anti-LigA ou anti-LigB rendeu aditividade
superior a 50%.
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Tabela 4- indice de aditividade (%) dos Mabs anti-LigA com a proteina nativa L.
interrogans L1 130.

LigANI1 LigANI2 LigANI3 LigANI4
LigANI1 - 43 5 3
LigANI2 - 47 32
LigANI3 - 2

LigANI4 -

Tabela 5- indice de aditividade (%) dos Mabs anti-LigB com a proteina nativa L.
interrogans L1 130.

LigBNI1  LigBNI2 LigBNI3 LigBN4 LigBNI5 LigBNI6

LigBNI1 - 30 21 44 32 21
LigBNI2 - 20 14 31 1
LigBNI3 - 23 18 2
LigBNI4 - 9 39
LigBNI5 - 1
LigBNI6 -

A maioria das combinagbes de Mabs anti-LigA com Mabs anti-LigB
apresentou indice de aditividade maior do que 50% quando testadas com a proteina

nativa L. interrogans L1 130, como demonstra a Tab. 6.
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Tabela 6- indice de aditividade (%) dos Mabs anti-LigA combinados com Mabs anti-
LigB com a proteina nativa L. interrogans L1 130 como antigeno.

LigANI1 LigANI2 LigANI3 LigANI4
LigBNI1 117 53 93 57
LigBNI2 80 59 52 98
LigBNI3 90 20 35 131
LigBNI4 128 51 58 140
LigBNI5 83 94 125 138
LigBNI6 74 55 105 72

4.2.3 Afinidade dos Mabs pelos antigenos

Nas Tab. 7 e 8 sdo mostradas as constantes de afinidade dos anticorpos
monoclonais determinadas com rLigANI e rLigBNI. Todos os Mabs apresentaram
elevada afinidade pelos antigenos recombinantes.

Entre os Mabs anti-LigA, o LigANI1 foi o que apresentou a mais alta
constante de afinidade; entre os Mabs anti-LigB o que apresentou a mais alta
constante de afinidade foi o LigBNIG6.

Tabela 7- Constante de afinidade dos anticorpos monoclonais anti-LigA determinadas
com o antigeno recombinante.

Anticorpos Monoclonais
Caracteristica

LigANI1 LigANI2 LigANI3 LigANI4
Ka (L.mol") 2x108 5x107 7x107 5x107

Tabela 8- Constante de afinidade dos anticorpos monoclonais anti-LigB determinadas
com o antigeno recombinante.

Anticorpos Monoclonais
LigBNi2 LigBNI3 LigBNI4 LigBNI5 LigBNI6
Ka (L.mol") 4x10’ 1x108 1x108 1x108 2x108

Caracteristica




35

4.2.4 ELISA indireto com a proteina nativa L. interrogans L1 130

Sete Mabs reagiram com a proteina nativa de L. interrogans L1 130 intacta e
inativada a 56 °C. Por outro lado, quando os Mabs foram testados com as
leptospiras inativadas a 100 °C, as rea¢des nao foram observadas (Tab. 9).

Apenas os Mabs LigANI2, LigANI4 e LigBNI6 ndo reagiram com a Leptospira
intacta (Tab. 9). No caso do ELISA indireto realizado para testar os Mabs com o
sorovar saprofita Patoc ndo ocorreu reagcdo com o microrganismo intacto e inativado,

como demonstra a Tab. 9.

Tabela 9- Reatividade dos Mabs anti-LigA e anti-LigB com L. interrogans L1 130 e Patoc
intactas e inativadas pelo calor em ELISA indireto.

Condicoes das leptospiras

L. interrogans L1 130 Patoc
Mabs Intacta Inativada a Inativada a Intacta Inativada a Inativada a
56°C 100° C 56° C 100° C
LigANI1 + + - - _ B
LigANI2 - + - - - -
LigANI3 + + - - - -
LigANI4 - + - - ; -
LigBNI1 + + - - - -
LigBNI2 + + - - - -
LigBNI3 + + - - - -
LigBNI4 + + - - - -
LigBNI5 + + - - - -
LigBNI6 - + - - - -

+ (positivo); - (negativo)

4.2.5 Western blot com as proteinas recombinantes e nativas

O Western blot foi realizado com as proteinas recombinantes e nativas (L.
interrogans L1 130) para confirmar as reag¢des positivas dos Mabs no ELISA indireto.

Os Mabs anti-LigA e anti-LigB apresentaram reacdes com as respectivas
proteinas recombinantes como se pode observar nas Fig. 1 e 2.

Os Mabs anti-LigA e anti-LigB reagiram fracamente no Western blot com as

proteinas nativas de L. interrogans L1 130 (dados ndo mostrados).
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Figura 1- Western blot com os Mabs anti-LigA e proteina recombinante.
Linhas: 1. Soro de camundongo imunizado com rLigANI; 2. Soro de
camundongo nao imunizado; 3. LigANI1; 4. LigANI2; 5. LigANI3; 6.
LigANI4. A seta indica a massa molecular da proteina recombinante
reconhecida pelos Mabs.

1 2 3 4 5 6 7 8

60KDa

Figura 2- Western blot com os Mabs anti-LigB e proteina recombinante.
Linhas: 1. Soro de camundongo imunizado com LigBNI; 2. Soro de
camundongo nao imunizado; 3. LigBNI1; 4. LigBNI2; 5. LigBNI3; 6.
LigBNI4; 7. LigBNI5; 8. LigBNI6. A seta indica a massa molecular da
proteina recombinante reconhecida pelos Mabs.
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4.2.6 Reconhecimento das Ligs em leptospiras fixadas com metanol

Quatro Mabs anti-LigA e 5 Mabs anti-LigB foram utilizados em
imunofluorescéncia indireta com leptospiras fixadas e nao fixadas com metanol.
Todos os Mabs testados foram capazes de reconhecer as proteinas LigA e LigB na
membrana externa das leptospiras fixadas com metanol. Nas Figuras 3 e 4, como
exemplo dos resultados obtidos, sdo apresentadas as reacdes das leptospiras com
os Mabs LigANI1 e LigBNI5. Nos testes realizados com leptospiras nao fixadas com

metanol os resultados n&do foram positivos (dados ndo mostrados).

Figura 3- Imunofluorescéncia indireta do Mab LigANI1 com leptospiras fixadas com metanol.
Painéis A, B e C: leptospiras coradas com Hoechst; Painel D: Mab 1D9 (controle positivo);
Painel E: Mab LigANI1; Painel F: soro de animais ndao imunizados (controle negativo). As
leptospiras foram visualizadas em microscopio de fluorescéncia com aumento de 1000X.
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Figura 4- Imunofluorescéncia indireta do Mab LigBNI5 com leptospiras fixadas com metanol.
Painéis A, B e C: leptospiras coradas com Hoechst; Painel D: Mab 1D9 (controle positivo);
Painel E: Mab LigBNI5; Painel F: soro de animais ndo imunizados (controle negativo). As
leptospiras foram visualizadas em microscépio de fluorescéncia com aumento de 1000X.

4.2.7 Reconhecimento das Ligs em tecido renal de hamsters

Nos cortes histolégicos corados com hematoxilina-eosina podemos observar
as lesdes nos tecidos renais dos hamsters causadas pelas leptospiras (Fig. 5C,D).

Os Mabs quando utilizados em testes imuno-histoquimicos de tecido renal de
hamsters experimentalmente infectados apresentaram reagdes com diferentes
intensidades como podemos observar na Tab. 10.

Os Mabs LigANI2 e LigANI4 reagiram fortemente com a proteina nativa de
leptospiras nos tecidos de hamsters. As reagdées de imunomarcagéao do Mab LigANI2
nas regides cortical e medular podem ser observadas em marrom (Fig. 6E,F). O Mab
LigBNI2 apresentou reagéo mais intensa que os demais Mabs anti-LigB (Fig. 6G,H).

Nas sec¢bes de figado e pulmdes nado foi possivel confirmar claramente a

reacéo dos Mabs através da IHQ (dados ndo mostrados).
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Figura 5- Lesbes causadas pelas leptospiras no tecido renal de hamsters infectados.
A. Regido cortical do rim de hamsters n&o infectados. B. Regido medular do rim de
hamsters nao infectados. C. Regido cortical do rim de hamsters infectados, células
epiteliais dos tubulos degeneradas e algumas em necrose. D. Regido medular do rim
de hamsters infectados, células epiteliais vacuolizadas e algumas em necrose.
Hematoxilina-eosina. Objetiva 40x.

Tabela 10- Intensidade das reag¢des imuno-histoquimicas dos Mabs anti-LigA e
anti-LigB em tecido renal de hamsters experimentalmente infectados com
leptospiras.

Mabs Intensidade das reacdoes
LigANI1 ++++
LigANI2 +++++
LigANI3 +++
LigANI4 +++++
LigBNI2 +++++
LigBNI3 +++
LigBNI4 ++++
LigBNI5 ++++
LigBNI6 ++++

+++ (leve); ++++ (moderada); +++++ (acentuada).
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Figura 6- Imuno-histoquimica em tecido renal de hamsters experimentalmente
infectados utilizando os Mabs LigANI2 e LigBNI2. A. Controle negativo, regiao
cortical do rim de hamsters ndo infectados com o Mab 1D9 anti-LipL32. B.
Controle negativo, regidao medular do rim de hamsters nao infectados tratada
com anticorpo 1D9. C. Controle negativo, regido cortical do rim de hamsters
infectados tratada com soro de cabra 10%. D. Controle negativo, regiao
medular do rim de hamsters infectados tratada com soro de cabra 10%. E.
Regiao cortical do rim, imunomarcacgao intensa do Mab LigANI2 no citoplasma
e nucleo das células epiteliais renais atingidas. F. Regiao medular do rim,
imunomarcagao intensa do Mab LigANI2 no citoplasma e nucleo das células
epiteliais renais atingidas. G. Regiao cortical do rim, imunomarcacao intensa do
Mab LigBNI2 no citoplasma e nucleo das células epiteliais renais atingidas. H.
Regiao medular do rim, imunomarcagao intensa do Mab LigBNI2 no citoplasma
e nucleo das células epiteliais renais atingidas. |. Controle positivo: regidao
cortical do rim, imunomarcagao do Mab 1D9 anti-LipL32 no citoplasma e nucleo
das células epiteliais renais atingidas. J. Controle positivo: regido medular do
rim de hamsters infectados, imunomarcagcdo do Mab 1D9 anti-LipL32 no
citoplasma e nucleo das células epiteliais renais atingidas. Imuno-histoquimica,
LSAB2, contracoloragao por hematoxilina de Harris. Objetiva 40x.
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5 DISCUSSAO

A leptospirose € reconhecida em todo o mundo como um importante problema
de saude publica por apresentar alta incidéncia e elevada taxa de letalidade (WHO,
2003). O controle da enfermidade é dificultado devido a inexisténcia de vacinas e
testes laboratoriais que sejam eficazes na prevencao e diagnostico da doencga na
fase aguda (GAMBERINI et al., 2005; MCBRIDE et al., 2005). A necessidade da
observagdo de fatores como investigagdo epidemioldgica, diagnostico clinico e
laboratorial sdo imprescindiveis para detectar a doenga com éxito (CDC, 2003).

Na ultima década foram intensificados os estudos relacionados a busca por
antigenos de leptospiras patogénicas para uso em vacinas e testes diagnosticos
(HAAKE et al.,, 1999; CULLEN; HAAKE; ADLER, 2003). Varias proteinas de
membrana externa (OMPs) foram identificadas, caracterizadas e testadas (HAAKE;
MATSUNAGA, 2002). Recentemente, as proteinas LigA e LigB foram identificadas
como sendo fatores de viruléncia comuns as leptospiras patogénicas, expressos
principalmente na fase aguda da enfermidade (MATSUNAGA et al., 2003).

Os antigenos recombinantes Lig foram testados quanto as suas
potencialidades no desenvolvimento de vacinas e ensaios diagndsticos e os
resultados foram satisfatérios (PALANIAPPAN et al.,, 2006; PALANIAPPAN et al.,
2005; PALANIAPPAN et al., 2004).

Anticorpos monoclonais produzidos contra antigenos especificos de
diferentes patégenos tém sido relevantes em estudos envolvendo o desenvolvimento
de vacinas e testes de diagnostico (BERRY, 2005). Na busca de alvos para novas
vacinas e metodologias laboratoriais de diagndstico da leptospirose mais precisas, a
disponibilidade de Mabs contra antigenos recombinantes de LigA e LigB seria um
fator decisivo de sucesso. Nesse contexto, o presente estudo relata a producéo de
Mabs anti-LigA e anti-LigB de leptospiras patogénicas e a sua caracterizagdo com
vistas a identificar suas potencialidades para uso em imunoprotecdo e
imunodiagndstico.

Os quatro Mabs anti-LigANlI e cinco Mabs anti-LigBNI produzidos
apresentaram constantes de afinidade altas, o que significa requererem pequena
concentracdo de antigeno para que a reagao antigeno-anticorpo atinja o equilibrio
ou, dizendo de outra forma, para a saturacdo dos epitopos pelos anticorpos

(LUTTMANN et al., 2006). Essa informacao é de extrema importancia na selegao de
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Mabs candidatos a padronizagdo de testes imunodiagndsticos, pois antigenos de
leptospiras ndo sao abundantes no soro de pacientes no inicio da infec¢ao
(MACBRIDE et al.,, 2005; BOENISCH, 2001). Além disso, anticorpos com alta
afinidade devem ser preferidos para imunoensaios de fase sodlida porque eles
permanecem ligados ao antigeno nas varias etapas de lavagem e porque permitem
incubacdes mais curtas (CROWTHER, 2001).

Os valores de aditividade dos Mabs anti-LigA com a proteina recombinante e
nativa foram menores que 50% (Tab. 2 e 4), significando que os Mabs interferem um
na ligacdo do outro, possivelmente devido a um impedimento espacial (steric
hindrance) por reagirem em regides proximas na molécula do antigeno (COUTINHO,
2005). Assim, estes Mabs ndao podem ser utilizados em conjunto em um teste
diagnostico. Igualmente, os Mabs anti-LigB apresentaram indices de aditividade
menores que 50% com a proteina recombinante e nativa (Tab. 3 e 5). Resultados
similares foram encontrados por Coutinho (2005), que ao testar Mabs anti-LipL32
recombinante observou aditividade menor que 50%.

Em contraste, quando os Mabs anti-LigA e anti-LigB foram utilizados em
conjunto com a proteina nativa de L. interrogans L1 130 para investigar o impacto no
indice de aditividade, os valores atingiram 100% ou mais em varias combinagdes de
anticorpos (Tab. 6). Este resultado sugere a possibilidade da utilizacdo conjunta dos
dois tipos de Mabs na padronizagdo de um teste de captura de antigeno para o
imunodiagnostico da leptospirose.

Na avaliacdo dos Mabs quanto a reatividade com as proteinas nativas em L.
interrogans L1 130 baixa passagem através de ELISA indireto, foi observado a reagao
de todos os Mabs com as leptospiras inativadas a 56 °C e de 7 Mabs com as
leptospiras intactas (Tab. 9). Os Mabs n&o reagiram com o sorovar saprofita Patoc
(dados ndo mostrados). Esses dados reforcam a hipétese de que estes Mabs séo
adequados para o desenvolvimento de testes mais especificos para a leptospirose.
Mabs contra LipL32, proteina de membrana presente em todas as leptospiras
patogénicas (HAAKE et al.,, 2000), também reagiram em ELISA indireto com
leptospiras inativadas a 56°C (LUDTKE et al., 2003; COUTINHO, 2005) e poderiam
ser adicionados a um painel de anticorpos para uso em diagndstico.

As proteinas Lig sdo altamente expressas no hospedeiro durante a infecgao e
pobremente expressas em meio de cultura (PALANIAPPAN et al., 2002;
MATSUNAGA et al.,, 2005). Quanto a conservagdo, os genes ligA e ligB séo



44

encontrados na maioria das leptospiras patogénicas e se sabe que a cepa L.
interrogans L1 130 os possui (CERQUEIRA, 2006). A cepa L. interrogans L1 130 foi
sequenciada (NASCIMENTO et al., 2004) e tem sido utilizada como padrao para a
realizacéo de diversos experimentos.

Baseado nesses fatos, para a realizacdo dos testes de caracterizacdo dos
Mabs anti-LigA e anti-LigB relacionados com o reconhecimento da proteina nativa
utilizamos a cepa L. interrogans L1 130. Outros sorovares e espécies patogénicas nao
foram testados pela ndo disponibilidade desses antigenos em baixa passagem no
periodo de realizagcédo deste trabalho. Além disso, para a confirmagao dos relatos de
Matsunaga et al. (2005) que constataram que as proteinas Lig sdo expressas de
forma restrita em meio de cultura, principalmente em cultivos em que ja foram
realizados diversos repiques, os Mabs foram testados através de ELISA indireto com
diferentes sorovares da espécie L. interrogans alta passagem e os resultados foram
negativos (dados nao mostrados).

As proteinas nativas das leptospiras inativadas a 100 °C n&o reagiram com 0s
Mabs anti-LigA e anti-LigB quando usadas como antigeno no ELISA indireto e
reagiram fracamente no Western blot. Quando os Mabs foram testados com as
proteinas recombinantes no Western blot as reacbes foram fortemente positivas
(Fig. 1 e 2). Esse resultado sugere que o tratamento térmico intenso pode afetar a
estrutura da proteina nativa e provocar resultados falsos negativos em testes de
deteccdo de antigeno.

Na imunofluorescéncia indireta, nove Mabs testados reagiram com as
proteinas nativas apenas quando as leptospiras foram submetidas ao tratamento
com metanol. Isso pode ter ocorrido devido a maior exposicao dos epitopos apos o
tratamento. As reagdes mais intensas foram dos Mabs LigANI1 e LigBNI5 (Fig. 3 e
4).

Os cortes histolégicos do tecido renal de hamsters experimentalmente
infectados com L. interrogans L1 130 e corados com hematoxilina-eosina
demonstraram hemorragia, lesbes como degeneragdo das células epiteliais e
necrose dos tubulos renais (Fig. 5C,D), semelhantes as encontradas por Nally et. al.
(2005) nos rins de camundongos infectados experimentalmente com uma cepa de L.
interrogans Copenhageni isolada de humanos. Porém, nos experimentos realizados
por Nally et al. (2005) a dose de leptospiras foi maior (10’ células) e os animais

foram sacrificados antes dos 21 dias.
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Os Mabs anti-LigA e anti-LigB utilizados como anticorpos primarios em IHQ,
reagiram intensamente nos cortes de tecidos renais de hamsters infectados (Tab.
10). Comparando com os resultados do controle positivo, o Mab 1D9 contra a
proteina LipL32 (Fig. 6l,J), principal proteina de membrana expressa durante a
infeccdo (HAAKE et al., 2000), os Mabs anti-LigA e anti-LigB reagiram com maior
intensidade nos tecidos renais dos hamsters, tanto na regido medular renal (Fig.
6F,H) quanto na regiao cortical renal (Fig. 6E,G). Essa forte reacdo pode estar
relacionada ao fato de os antigenos Lig serem possiveis fatores de viruléncia de
leptospiras responsaveis pela adesao e penetracdo nos tecidos (MATSUNAGA et
al., 2003; BAROCCHI et al., 2002), e dessa forma podem ser expressos
abundantemente no hospedeiro infectado. Por outro lado, as reacbes de menor
intensidade do Mab 1D9 (Fig. 6l,J), podem ter resultado de altera¢des sofridas pelo
anticorpo ou antigeno durante sua preparacao para utilizagdo em IHQ ou em alguma
das etapas da técnica.

Em um estudo imuno-histoquimico da expressédo e distribuicdo de
componentes da membrana externa de leptospiras como LPS, OmpL1, LipL36 e
LipL41, durante uma infecgdo experimental de hamsters com L. kirschneri de baixa
passagem, foi demonstrado que alguns desses antigenos estdo relacionados a
persisténcia das leptospiras nos rins (BARNETT et al., 1999). Neste mesmo
experimento, foi possivel a visualizagdo da distribuicdo das proteinas OmpL1 e
LipL41 no lumen dos tubulos renais dos hamsters infectados com uma dose maior
do que 50 leptospiras e 28 dias pds-infeccao. Haake et al. (2000) demonstraram a
reatividade de um soro policlonal anti-LipL32 no lumen dos tubulos renais de
hamsters experimentalmente infectados com L. Kirshneri. Esses dados da localizagéo
preferencial das leptospiras no tecido renal condizem com os resultados
encontrados no presente trabalho (Fig. 6E-J).

Na IHQ realizada nas segbes de figado e pulmdes dos hamsters
experimentalmente infectados, nao foi possivel confirmar claramente a reagéo dos
Mabs anti-LigA e anti-LigB (dados ndo mostrados) devido as reacdes inespecificas,
como aquelas com a peroxidase endoégena do tecido hepatico.

As variagdes de reatividade do painel de anticorpos anti-LigA e anti-LigB com
a proteina nativa de Leptospira nos diferentes testes de caracterizacdo, pode ser
consequéncia dos diversos tratamentos fisicos e quimicos a que os Mabs e o

antigeno foram submetidos.
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No entanto, os dados apresentados nesse trabalho sugerem que os Mabs
anti-LigA e anti-LigB obtidos podem ser usados para estudos de imunoprotecéo,
com vistas a validacdo do uso destas proteinas em vacinas, e no desenvolvimento

de testes diagnosticos mais eficientes para a leptospirose.
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6 CONCLUSOES

* Os seis Mabs anti-LigB e quatro anti-LigA reagem com epitopos localizados
em regides proximas na molécula do antigeno;

 Os Mabs possuem alta constante de afinidade;

 Os Mabs reagem com Leptospira interrogans L1 130 intactas e inativadas a
56 °C através de ELISA indireto;

« Os Mabs reagem com Leptospira interrogans L1 130 fixadas com metanol
através de imunofluorescéncia indireta;

« Os Mabs reagem com a proteina nativa em tecido renal de hamsters
experimentalmente infectados com leptospiras;

* A maioria dos Mabs tem potencial para uso em testes de imunodiagnostico e

imunoprotegao.
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