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RESUMO

CERQUEIRA, Gustavo Maia. Caracterizagdo de Leptospira spp. quanto a
presenca e conservacdo dos genes da familia lig: importantes alvos para
utilizacdo em vacina e testes de diagndéstico. 2006. 52f. Dissertagao (Mestrado) —
Programa de P6s-Graduagdo em Biotecnologia Agricola. Universidade Federal de
Pelotas. Pelotas.

Leptospiras patogénicas carregam um ou mais genes lig, os quais codificam para
proteinas da familia Lig. As proteinas Lig (“Leptospiral immunoglobulin-like”) sao
importantes fatores de viruléncia, e acredita-se que estejam envolvidos na
penetracao do tecido e na adesado da Leptospira as células do tecido hospedeiro. Até
o presente momento, as proteinas Lig sdo apontadas como um dos principais fatores
envolvidos na patogénese de Leptospira spp. Trés genes, ligA, ligB e ligC séao
conhecidos, os quais codificam para proteinas com o mesmo nome. O interesse pela
caracterizagdo dos genes que codificam para as proteinas Lig surgiu pelo fato
destas apresentarem potencial imunoprotetor e como antigenos para testes de
diagndstico. Frente a esta constatagdo, fez-se necessario conhecer o grau de
conservagao destes genes para inferir se a utilizacdo de uma destas proteinas como
antigeno vacinal seria capaz de induzir uma imunidade de amplo espectro. Dentre as
espécies patogénicas de Leptospira, 4 tiveram seus genes lig sequenciados neste
estudo, as quais compreendem L. interrogans, L. noguchii, L. weilli € L. borgpetersenii. Entre
as proteinas Lig sequenciadas até o momento, LigB oriunda de L. interrogans
Copenhageni FIOCRUZ L1-130 aparece como a mais conservada quando
comparada com LigB de outras espécies. Com o alinhamento da sequéncia dos
genes lig das diversas espécies, foi possivel desenhar primers capazes de amplificar
por PCR um fragmento interno de cada um dos trés genes. Esta abordagem permitiu
comprovar a presenga do gene ligB em todas as espécies patogénicas, enquanto
ligA aparece apenas em L. interrogans € L. kirschneri, e ligC € encontrado nas espécies
L. interrogans, L. kirschneri, L. weilli € alguns sorovares de L. noguchii. O sequenciamento
do fragmento de ligB amplificado por PCR a partir do DNA de 33 sorovares de 6
espécies, e sua analise comparativa juntamente com o fragmento correspondente
pertencente aos genes ligB depositados no GenBank, possibilitou uma analise
filogenética onde verificou-se que é possivel diferenciar as espécies pela sequéncia

deste fragmento.



ABSTRACT

CERQUEIRA, Gustavo Maia. Characterization of Leptospira spp. regarding the
presence and conservation of genes belonging to the lig family: important
targets for vaccines and diagnostic tests. 2006. 52f. Dissertation (Mestrado) —
Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia Agricola. Universidade Federal de
Pelotas. Pelotas.

Pathogenic Leptospira species contain one or more genes of the lig family, which code
for Lig-family proteins. Lig proteins (“Leptospiral immunoglobulin-like proteins”) are
considered important virulence factors, and they may be involved in tissue
penetration and adhesion to host cells. Lig proteins have been implicated as the main
factors involved in pathogenesis of Leptospira spp. Three genes, ligA, ligB and ligC are
known, which code for proteins with the same name. The increasing interest in the
characterization of the genes code for Lig proteins is due to their strong
immunoprotective and diagnosis potential. Thus, it was necessary to evaluate the
degree of conservation among Lig genes and proteins in order to predict their
usefulness as antigens for the induction of a broad range protection. Four of the
pathogenic species of Leptospira had the lig genes sequenced in this study,
comprising L. interrogans, L. noguchii, L. weili and L. borgpetersenii. Among the LigB
proteins sequenced so far, LigB from L. interrogans Copenhageni FIOCRUZ L1-130
appears as the most conserved when compared to LigB from other species. The
sequencing and comparative analysis of lig genes and proteins demonstrated a low
identity among the different genomospecies of Leptospira spp. The alignment of lig
genes sequences from all the genomospecies enabled us to design primers that
allowed the amplification of a fragment from each gene. Such approach
demonstrated that ligB gene is present in all the pathogenic species, while ligA gene
is only found in L. interrogans and L. kirschneri and ligC gene is present in L. interrogans, L.
kirschneri, L. weili and some serovars of L. noguchii. The sequencing of the amplified
fragment, derived from 33 serovars which comprise 6 genomospecies, and their
comparative analysis together with the corresponding region from ligB sequences
available in GenBank, enabled a phylogenetic analysis. It was possible to

differentiate pathogenic species based on the DNA sequence of this ligB fragment.
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1. INTRODUCAO

1.1. Leptospirose

Leptospira € um género clinicamente importante dentro do grupo das
espiroquetas. Esta bactéria é o agente causador da leptospirose, doenga que
acomete humanos e animais pelo mundo todo e que é transmitida por meio de agua
ou outros fluidos contaminados (KO et al., 1999). Esta doenga é a zoonose mais
dispersa no mundo e que aparece como uma das doencas infecciosas emergentes
(KO et al., 1999; LEVETT, 2001; McBRIDE et al., 2005).

O principal vetor para o homem é o roedor, o que define a doenga como uma
antropozoonose. Além dos roedores, também outros animais e o proprio homem
podem ser fontes de transmissao horizontal (LEVETT, 2001). A doenga produz como
sintomas dores de cabega, dores musculares (principalmente na panturrilha), febre,
ictericia, deficiéncias renal e cardiaca, podendo evoluir, nos casos mais graves, para
hemorragia pulmonar e morte. Estes sintomas aproximam-se aos de uma gripe forte,
o que dificulta sua identificacao inicial e o correto tratamento (KO et al., 1999;
LEVETT, 2001).

Com relacdo a classificagdo do agente causador de Leptospirose, analises de
hibridizacao DNA-DNA (RAMADASS et al.,, 1992; BREENER et al, 1999;
LEETOCART et al., 1999) subdividiram a espécie patogénica, Leptospira interrogans,
em diferentes espécies genémicas (FAINE et al., 1999). Na classificagdo atual,
aparecem como as espécies gendmicas mais importantes dentro do grupo das
patogénicas, L. interrogans, L. kirschneri. L. noguchii, L. borgpetersenii, L. weilli € L. santarosai
(FAINE et al.,1999; HAAKE et al., 2004).

Epidemiologicamente, no Brasil, leptospirose apresenta uma incidéncia de 1,6
casos para cada 100 mil habitantes. Este dado € do ano de 2004 e aparece
associado a eventos como distribuicado de chuvas e temperaturas, nivel de sanidade
basica e pobreza (KO et al., 1999; MINISTERIO DA SAUDE / VIGILANCIA
SANITARIA, 2005). Em paises de primeiro mundo, por outro lado, a doenca esta

associada com atividades ocupacionais e recreacionais (LEVETT, 2001)
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1.2. Patogénese e papel das proteinas Lig

Acredita-se que as proteinas Lig (“Leptospiral immunoglobulin-like”) sejam
importantes fatores de viruléncia, os quais estdo envolvidos na penetragao do tecido
assim como na adesao da Leptospira as células do tecido hospedeiro. Até o presente
momento, as proteinas Lig tém sido pré-supostas como importantes fatores de
viruléncia envolvidos na patogénese de Leptospira spp. (MATSUNAGA et al., 2003)
por conferirem a esta espiroqueta, a capacidade de penetrar, se disseminar e
persistir nos tecidos dos mamiferos hospedeiros, aderindo-se as células eucariéticas
e proteinas da matriz extracelular (TSUCHIMOTO et al., 1984; VINH et al., 1984;
BALLARD et al., 1986; THOMAS e HIGBIE, 1990). Além disso, acredita-se que as
proteinas Lig sejam capazes de conferir as espécies patogénicas a habilidade de
rapidamente se translocar através de camadas de células, sem romper as jungdes
intercelulares, como um mecanismo para invadir os o6rgdos do hospedeiro
(BAROCCHI et al., 2002).

Sabe-se que as proteinas Lig sdo osmoreguladas e expressas in vivo no
hospedeiro, justamente onde aparecem ser positivamente reguladas
(PALANIAPPAN et al., 2002; MATSUNAGA et al., 2005). Porém, in vitro, elas sédo
pobremente expressas devido provavelmente a instabilidade protéica ou ao baixo
nivel de expressao. No nivel de transcricao, ligA e ligB, foram detectadas por RT-
PCR, tanto in vivo quanto in vitro (PALANIAPPAN et al, 2002; MATSUNAGA et al.,
2003). Em ambas as proteinas de L. interrogans, LigA e LigB, foi identificada a
presenca de repetigdes em “tandem” de dominios Big2. Estes s&o assim
denominados por se assemelharem aqueles presentes nas imunoglobulinas, os
quais sao compostos por 80-100 aminoacidos (PALANIAPPAN et al.,, 2002;
MATSUNAGA et al 2003; KOIZUMI e WATANABE, 2004). Tal motivo repetido é
encontrado em fatores de viruléncia bacterianos os quais mediam a aderéncia com a
célula hospedeira e a invasdo, como no caso de intiminas de Escherichia coli (LUO et
al., 2000) e invasinas de Yersinia pseudotuberculosis (HAMBURGER et al, 1999). Estas
importantes bactérias Gram negativas baseiam sua adeséo, as células eucaridticas,
em proteinas de membrana externa estruturalmente similares as proteinas Lig
(FRANKEL et al., 1995).

As analises realizadas sobre as intiminas de E. coli € invasinas de Yersinia spp.

revelaram uma estreita similaridade com os dominios Big2 encontrados em ambas
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as proteinas LigA e LigB, com relagdo a distribuicdo destes dominios regularmente
ao longo de ambas as proteinas e a presenga de uma estrutura carboxiterminal em
todas as proteinas LigB (FRANKEL et al., 1995; PALANIAPPAN et al., 2002;
MATSUNAGA et al., 2003). Ainda em relagcdo a sua estrutura, LigA e LigB
compartilham uma regido idéntica que compreende os primeiros 719 aminoacidos e
vem seguida por uma porgao nao-idéntica de 596 aminoacidos em LigA e 484 em
LigB, respectivamente. Em LigA, a soma de ambas regides constitui a proteina
inteira enquanto LigB apresenta ainda a mencionada cauda carboxiterminal de 779
aminoacidos (MATSUNAGA et al., 2003).

Entre as espécies gendmicas de Leptospira, 6 espécies sdo encontradas
constituindo um cerne de leptospiras patogénicas (HAAKE et al., 2004). Dentre
estas, todas demonstram a presenca do gene ligB (MATSUNAGA et al., 2003).

Outra proteina presente em cepas patogénicas do género Leptospira € a proteina
LigC. Esta também apresenta estrutura composta por dominios Big2 semelhante as
proteinas LigA e LigB e um dominio carboxiterminal como aquele presente na
proteina LigB (MATSUNAGA et al., 2003).

Um aspecto intrigante € o fato de o gene ligC ser um pseudogene em L.
interrogans Copenhageni Fiocruz L1-130 e L. kirschneri Grippotyphosa RM52. Porém,
nos sorovares Lai 56601 e Pomona Kennewicki de L. interrogans, este gene codifica
a proteina LigC integralmente (MATSUNAGA et al., 2003).

Até o momento, LigC foi identificada apenas em cepas das espécies L. interrogans
e L. kirschneri € em fungao de sua estrutura semelhante as adesinas ja mencionadas,
tanto de Leptospira quanto de outras bactérias Gram negativas, especula-se sua
possivel participagdo na patogénese deste género, ao lado das outras proteinas Lig
(MATSUNAGA et al., 2003).

1.3. Outros fatores de viruléncia e elementos envolvidos na patogenia

A grande variedade de células hospedeiras reconhecidas pelas leptospiras
sugere a presenca de diversas adesinas nesta espiroqueta. Estas adesinas atuam
supostamente como fatores de viruléncia, os quais se ligam a fibronectina purificada
(MERIEN et al., 1997).

Outras proteinas expostas na superficie estdo provavelmente envolvidas na

adesao de Leptospira spp. as células hospedeiras. Assim como outras espiroquetas,
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Leptospira spp. tem um vasto repertério de lipoproteinas (GUERREIRO et al., 2001;
CULLEN et al., 2002; CULLEN et al., 2004; CULLEN et al., 2005), as quais vém
sendo testadas para o desenvolvimento de vacinas como uma tentativa de impedir o
estabelecimento da doenga. Anteriormente, a proteina integral de membrana
OmpL1, as lipoproteinas LipL41 e LipL32, proteina periférica de membrana
p31LipL45 e outros alvos foram testados para essa mesma finalidade demonstrando
sua participacdo na patogénese (HAAKE et al., 1993; SHANG et al, 1996;
BARNETT et al., 1999; HAAKE, 2000; GAMBERINI et al., 2005).

Recentemente, o sequenciamento do genoma de 2 sorovares de L. interrogans
revelou a existéncia de outros alvos potenciais para o desenvolvimento de novas
estratégias vacinais (GAMBERINI et al., 2005). A analise comparativa dos dois
genomas demonstrou seu alto grau de similaridade, o que refor¢a a possibilidade de
uma vacina comum a todos os sorovares de Leptospira spp. (NASCIMENTO et al.,
2004).

Outros elementos foram vistos contribuindo para a viruléncia desta espiroqueta,
como o flagelo periplasmatico, o qual estd envolvido no movimento propulsor,
penetragcdo ativa do tecido e mobilidade através de fluidos altamente viscosos
(GREENBERG e PAROLA 1977; TOWERS et al, 2003; LIN et al., 2004);
quimiotaxia, uma vez que Leptospira demonstrou ser atraida por superficies
danificadas da pele (YURI et al., 1993); hemolisinas, uma vez que elas secretam
esfingomielinase C (SphA) e hemolisinas formadoras de poros (SphH); e o préprio
lipopolisacarideo (LPS), o qual é o determinante antigénico principal deste género
(FAINE et al., 1999).

Ainda nao esta claro se as diferentes espécies de Leptospira spp. necessitam do
elemento Tir (“Translocated intimin receptor”), assim como outras bactérias Gram
negativas como Escherichia coli EPEC, para a aderéncia a superficie da célula
hospedeira, por meios de suas adesinas. O elemento Tir & codificado pela prépria
bactéria, incorporando-se na membrana da célula hospedeira ao mesmo tempo que
se expde para o exterior (NOGAYREDE et al., 2003). Uma vez posicionado na
membrana torna-se o dominio ao qual as adesinas se ligardo. Tal elemento parece
ser de grande importancia na viruléncia e sua auséncia resultaria na perda de
patogenicidade de E. coli. Alternativamente outras rotas podem estar envolvidas na

ades3o, ndo requerendo assim a presenca de Tir (NOGAYREDE et al., 2003).
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1.4. Estudos filogenéticos

O estudo da diversidade genética das adesinas de bactérias Gram negativas
resultou em informagdes de grande valia para o desenvolvimento de vacinas e
estudos de evolugdo molecular (TARR e WHITTAM, 2002; ZHANG et al., 2002;
TOWERS et al.,, 2003). A recente publicagcdo da sequéncia do genoma de dois
sorovares de L. interrogans revelou caracteristicas peculiares, como por exemplo, a
inversdao de uma grande regidao correspondente entre o genoma de Lai e
Copenhageni e a alta identidade entre os genes que codificam para a rota de sintese
do LPS com os de E. coli, que demonstram ter sido provavelmente adquiridos por
eventos de transferéncia génica horizontal (Ren et al., 2003; NASCIMENTO et al.,
2004).

O estudo da diversidade genética de Leptospira spp. pode auxiliar na elaboracao
de vacinas mais eficazes, considerando o alto numero de sorovares existentes para
as diversas espécies. Analises filogenéticas com base nas sequéncias das regides
codificadoras das lipoproteinas ompL1, lipL41 e lipL32 tentaram correlacionar os
diversos sorovares em fungao do grau de similaridade que ha entre as sequéncias
codificadoras desses alvos vacinais, como uma medida para o desenvolvimento de

vacinas de amplo espectro (HAAKE et al., 2004).

1.5. Potencial das proteinas Lig na vacinologia e diagndstico

O diagndstico molecular mediante a amplificagdo por PCR das regides
codificadoras dos genes lig foi testado, tanto por PCR convencional quanto por real-
time PCR, e em ambos os casos a deteccédo de leptospiras em estagio inicial de
infeccao foi bem sucedida (PALANIAPPAN et al., 2005).

No campo da medicina preventiva, vacinas do tipo bacterinas estao disponiveis.
Porém, estas apresentam imunidade pouco duradoura e sdo sorovar-especificas, o
que vem a se tornar problematico uma vez que Leptospira Spp. apresenta-se
constituida por mais de 250 sorovares e assim diversas formulacdes vacinais seriam
necessarias para se alcangar uma protecdo completa (LEVETT, 2001).

As proteinas LigA e LigB ja foram avaliadas quanto ao seu potencial na protegéo
contra o desafio em camundongos (KOIZUMI e WATANABE, 2004) e quanto ao seu
uso no imunodiagnostico (PALANIAPPAN et al.,, 2004). Em ambos os estudos
mostraram-se promissoras para as finalidades desejadas.
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Atualmente, novos estudos vém sendo desenvolvidos com a finalidade de
comprovar o potencial protetor das proteinas Lig mediante o desafio em Hamsters.
Interessantemente, a proteina LigA tem demonstrado eficiente protegdo no desafio
com a cepa homodloga e possibilidade na protegdo de amplo espectro
(PALANIAPPAN et al., 2006; SILVA et al., comunicagao pessoal).
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi caracterizar os genes lig quanto ao
polimorfismo da sequéncia de DNA e quanto a presenca ou auséncia em sorovares
patogénicos de Leptospira spp, com 0 proposito de subsidiar estudos que visam a
utilizacdo destes antigenos como vacina de amplo espectro, bem como possibilitar a

realizagcédo de estudos filogenéticos deste importante género de bactérias.

2.1. Objetivos especificos

- Sequenciar os genes ligA, ligB e ligC de sorovares das espécies L. interrogans, L.
noguchii, L. weilli € L. borgpetersenii € alinhar as sequéncias geradas com aquelas
depositadas no GenBank, tanto em nivel de nucleotideos quanto de aminoacidos,
para avaliar sua conservagao.

- Desenvolver um método baseado em PCR para identificar a presenga dos genes
lig nas diferentes espécies de Leptospira, por meio da amplificagdo de um fragmento
interno aos respectivos genes.

- Sequenciar o fragmento interno do gene ligB, dos sorovares das espécies
patogénicas, e utilizar as sequéncias geradas na analise filogenética das espécies

gendmicas de Leptospira Spp.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cepas usadas no estudo e cultivo

As cepas de Leptospira spp. foram cultivadas a 30°C em meio EMJH
suplementado com 10% de albumina (Difco). O crescimento e motilidade foram
acompanhados por microscopia de campo escuro. Cepas de baixa e alta passagem
foram cultivadas. Foram utilizados diferentes sorovares, listados na Tab. 1, os quais
cobrem as diversas espécies gendmicas. As amostras foram cedidas pelo Dr. Alan J.
A. McBride e Dr. Albert |I. Ko do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (FIOCRUZ-BA)
e pelo Dr. David A. Haake (University of California at Berkley).

3.2. Extracao de DNA gendémico

O DNA gendmico das cepas de Leptospira spp. foi extraido segundo o protocolo
de extragcdo de DNA gendmico de bactérias gram negativas do kit “GFX Genomic
Blood DNA purification Kit” (Amesham - GE Healthcare). O DNA extraido foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8% a fim de avaliar a sua qualidade.
O DNA extraido foi mantido a -20°C.

3.3. Desenho de primers, amplificacdo por PCR, clonagem e
sequenciamento

Primers foram desenhados com a finalidade de amplificar e sequenciar as
regides codificadoras dos genes lig na sua totalidade (Tab. 2). Os primers usados
para o sequenciamento completo das regides codificadoras dos genes lig foram
degenerados com a finalidade de servirem ao sequenciamento dos genes oriundos
das diferentes espécies de leptospira. Para tal fim foi realizado um alinhamento das
regides codificadoras dos genes lig disponiveis no GenBank usando o software
AlignX (Invitrogen), parte do pacote que contém o software Vector NTi 8.0
(Invitrogen). Todos os primers foram construidos e analisados mediante o uso do

software Vector NTI 8.0 (Invitrogen).



Tabela 1 - Cepas usadas no estudo

Cdédigo Espécie Sorogrupo Sorovar Cepal/lsolado Origem/Fonte
Pom L. interrogans Pomona Pomona P10637-46 Suino/USA
Can L. interrogans Canicola Canicola Kito Canino/Brasil
Can2 L. interrogans Canicola Canicola Mex1 Bovino/México
Nog L. noguchii Bataviae ND Cascata Humano/Brasil
- L. noguchii Australis ND Hook Canino/Brasil
Har L. borgpetersenii Hardjo ND USDA Bovino/USA
Heb L. weilli Hebdomadis ND Ecochallenge Humano/USA
Cop L. interrogans Icterohaemorragie Copenhageni L1130 Humano/USA (NCBI)
Gri L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa RM52 Suino/USA (NCBI)
Lai L. interrogans Icterohaemorragie Lai 56601 Humano/China (NCBI)
Man L. interrogans ND Manilae UP-MMC-NIID Humano/Japao (NCBI)
PomC L. interrogans Pomona Pomona Kennewicki Equine/USA (NCBI)
- L. interrogans Autumnalis Autumnalis AkiyamiA Humano/Jap&o (OMS)
- L. interrogans Sejroe Hardjo Hardjoprajitno Humao/Indonésia (OMS)
- L. interrogans Pomona Kennewicki LT1026 Bovino/USA (OMS)
- L. interrogans Australis Bratislava Jez Bratislava Porco-espinho/Rep Tcheca (OMS)
- L. interrogans Australis Muenchen Muenchen C90 Humano/Alemanha (OMS)
- L. interrogans Pomona Pomona Pomona Humao/Australia (OMS)
- L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrech IV Canino/Holanda (OMS)
- L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis Humano/Japao (OMS)
- L. interrogans Icterohaemorragie Icterohaemorragiae RGA Humano/Bélgica (OMS)
- L. interrogans Icterohaemorragie Copenhageni M20 Humano/Dinamarca (OMS)
- L. interrogans Australis Australis Ballico Humano/Australia (OMS)
- L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienem Humano/Indonésia (OMS)
- L. interrogans Sejroe Wolffi 3705 Humano/Indonésia (OMS)
- L. interrogans Icterohaemorragie Lai Lai Humano/China (OMS)
- L. interrogans Pyrogenes Manilae LT398 Rato/Filipinas (OMS)
- L. kirschneri Australis Ramisi Musa Humano/Quénia (OMS)
- L. kirschneri Bataviae Djatzi HS26 Humano/Porto Rico (OMS)
- L. kirschneri Pomona Mozdok 5621 Veado/Russia (OMS)
- L. kirschneri Autumnalis Erinaceiauriti EA670 Porco-espinho/Russia (OMS)
- L. kirschneri Hebdomadis Kambale Kambale Humano/Zaire (OMS)
- L. noguchii Louisiana Orleans LSU2580 Nutria/USA (OMS)
- L. noguchii Panama Panama Cz214K Opossum/Panama (OMS)
- L.borgpetersenii Mini Mini Sari (OMS)
- L.borgpetersenii Tarassovi Tarassovi Perepelicin (OMS)
- L. borgpetersenii Javanica Poi Poi (OMS)
- L. borgpetersenii Javanica Ceylonica Piyasena Humano/Sri Lanka (OMS)
- L. borgpetersenii Javanica Javanica Veldrat Batavia 46 (OMS)
- L.oweilli Celledoni Celledoni Celledoni Humano/Australia (OMS)
- L. weilli Tarassovi Vughia LT89-68 Humano/Vietnan (OMS)
- L. santarosaii Sejroe Trinidad TRVL34056 Humano/Trinidade (OMS)
- L. santarosai Pyrogenes Alexi HS616 Humano/Porto Rico (OMS)
- L. fainei Hurstbridge Hurstbridge But6 Suino/Australia (OMS)
- L. meyeri Semaranga Semaranga Veldrat 173 Rato/USA (OMS)
- L. biflexa Semaranga Patoc Patoc1 Agualltalia (OMS)

ND - Informacéo nao disponivel
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Tabela 2 - Conjunto de primers usados no estudo

Primers para clonagem dos genes lig inteiros

lig AF 5'CAATTAAAGATCGTTATACGATACS'

lig AR 5'AAGAAGAAACGATCACAAGGTC3'

lig BF 5'CTTTATTACGAATTCATTGAGTTATTTS'

lig BR STTATTGATTCTGTTGTCTGTAAATTTTG3!

lig CF 5'GTCTTCATTTAGGATTTTATAA3'

lig CR 5TAACATTCTACCTCCAAGGT3'

lig BAF 5'CAAAGTTGTATGTCTTGGCCACT3'

lig BAR 5'GGTCTAGATGCATATTATTGATTCTGTTGTCTGS'

Primers para segliienciamento dos genes lig

lig A forward primers

ID A F-2000 5TTCTGTAGATTTTACCGTCACAC3'
lig A F-2500 5(GIA)A/G)(A/G)TATTAA(A/G)GCGACATTGGG3'
lig A F-3000  5'C(T/G)(G/A)ATCCGAA(T/A)(G/A)T(T/C)GCATC3'

lig A F-3500 5'C(G/T)GA(T/A)CTTGT(G/A)AC(C/T)TGGA(A/G)(G/T)TC(C/T)TC3'

lig A reverse primers

lig A R-3500 5'(A/G)GAGGAACCTAC(A/G)GAAAG(C/A)G3'

lig A R-3000 5TGTT(T/A)TC(T/G)A(CIT)(T/C)GATGC(G/A)A(T/C)(T/A)TTC3'

lig A R-2500 5'CTTACATTTCCCAATGTCGC3'

lig A R-2000 5 CCTGTGTGACGGTAAAATCTAC3'

lig A R-1500 5'AGAAGGATTTACAGGATTGATTTG3'

lig B R-1000  5'G(G/A)T(C/T)(G/CIT)GT(A/G)ATATC(C/T)(G/A)A(G/A)TT(T/C)G3'
lig B R-500 5'GGA(A/G)GACCAAA(C/T)(G/C)(A/G)TCA(G/A)TG3'

lig B forward primers

ID F-500 5'CCATTGATCGTTTGGTC(T/C)TCCAGS'

ID F-1000 5'CGGATAT(T/C)AC(C/G/A)(G/A)A(CIT)CA(A/G)GTTAC3'
ID F-1500 5 TTACGGCTA(C/G)(T/G)GG(G/A)ATCTACTC3'

ID F-2000 5'TTGC(C/G/A)GTAAC(A/G)CC(T/G)A(T/CIG)(AIT)AATCC3'
lig B F-2500 5'CCC(A/G)ATT(C/T)CGAT(T/C/G)AC(A/G)GT(CIT)AC3'
ligB F-2980 5AACCAAGGGAAAAGCGACCGC3'

ligB F-3500 5'ATTCCAATTCTCAAACC(G/A)(C/G)AGS'

ligB F-4000 5ACGGAGACGG(C/A)TTTGACAACS'

ligB F-4500 5'GCTTCAA(C/T)TATCTCTATTA(T/C)TC(C/T)TC3'

ligB F-5000 5'CCAAATTC(A/C)(C/T)TACATAATGGAAGS'

Tabela 2 - Continuacdo

lig B reverse primers

ligB R-5500 5'TCCGTTTTCGTT(A/G)TCAAAACCS'

ligB R-5000 5TTATGTA(G/A)(T/G)GAATTTGGAAATCC(T/C)C3'

ligB R-4500 5'(C/T)TGAGGA(A/G)TAATAGAGATA(G/A)T(C/T)(G/C)AA(T/G)C3'
ligB R-4000 5'GTCAAA(G/T)CCGTCTCCGT(T/C)C3!

lig B R-3500 5'AATTGAA(G/A)TCCG(T/C)(A/G)TTATC(T/CIG)(G/A)AACS'

ligB R-2980 5'CGGTCGCTTTTCCCTTG3!

ligB R-2500 5'GT(A/G/IC)ATCG(G/A)AAT(T/C)GG(G/A)GA(G/A)C3'

ligB R-2000 5'GGATT(T/A)(A/G/C)T(A/C)GG(T/C)GTTAC(G/T/C)GCAA3'

ligB R-1500 5 TAGCCG(T/A)AAA(T/G)TTTT(G/T)(A/C)(G/T)TTAA(C/G)C3'
ligB R-1000  5'G(G/A)T(CIT)(G/CIT)GT(A/G)ATATC(C/T)(G/A)A(G/A)TT(T/C)G3'
lig B R-500 5'GGA(A/G)GACCAAA(C/T)(G/C)(A/G)TCA(G/A)TG3'

lig C forward primers

CF500 5'CGT(C/T)ACATC(C/T)GCTGTTTTGTCCG3'
CF1000 5'GCAACGTTAGGCGGAATTAC(C/T)3'

CF1500 5'GAGAAATA(C/T)AATCTCCTTCTTCCG3'

CF2000 5'GGATTCTTCCAT(C/T)G(C/T)TTCCGTAGACS'
CF2500 5'TGCAACCGGAGTTTA(C/T)TC(A/G)GATGS'
CF3000 5'T(C/T)TCTCCAGC(A/G)GACATTAG(C/T)GTA(G/T)CC3'
CF3500 5'GCGACTTTGGGAAGTATCAG(C/T)GGAAAC3'
CF4000 5'GCAGAATGTACCGGTTCT(A/G)CAGAATGS'
CF4500 5'GCGACTAACGTAAGTTC(A/T)AACT(C/T)AGCTTC3'
CF5000 5'GCGTT(C/T)GA(C/T)GGAACCAAAGG3'

CF5500 5'GAAG(A/G)GCACAACTTTGGAAATGTGATC3!

lig C reverse primers

CR5250 5'GAACAAGA(A/G)TC(C/T)GGTCCGGTACAAGC3'
CRA4750 5'G(G/T)GTCTGC(A/G)GAGTAATACAGATAATC3'
CR4250 5'AAGAATTTCGGATTGATCCCC3'

CR3750 5'AC(A/G)AACACAGATCCGCTTCCAC3'

CR3250 5'GGCGGC(C/T)GTAACCGT(C/T)AAAC3'
CR2750 5'GTTGAA(A/G)GAAGAGGTGGGAGC3'

CR2250 5'CCAAA(C/T)AACTTG(A/G)TCACTAAT(A/G)TTC3'
CR1750 5'CCT(A/G)TTCGTGTTGGA(A/G)GAATTCC3'
CR1250 5'GT(A/G)CTACC(A/G)AC(C/T)CCGACTCC3'

CR750 5'AAGTG(C/T)T(A/G)CC(A/T)GGAGAAAG(C/T)CC3'




Tabela 2 - Continuagao

Tabela 2 - Continuagao

Primers usados para gene walking

Lep150
Lep151
Lep152
Lep153
Lep154
Lep155
Lep156
Lep157
Lep158
NBF1
NBF2
NBF3
NBR1
NBR2

JF
JsignalR
JB1F
JB1R
JB2F
JB2R
JB3F
JB3R
JB4F
JB4R
JBSF
JB5R
lig A KAF
lig A KAR
ligB ATG F
ligB ATG R
ligB G6 F
ligB G6 R
ligC ATG F
ligC ATGR
igC G1F
igC G1R
igC G2 F
igC G2 R

5'CTAATAGCTACGGGAATCTATTS'
5'ATAACGTAGAAACCGGACTASZ'
5'CAAAGGTGAGTAACGCATCT3'
5'GGTTTGAGAATTGGAATTGAS'
5'CTCCTCGATCAACTGGGGTTY'
5'CCTCACAAGGACTAGGATTTZ'
5'CGGATGGTTCTCATCAGGAT3'
5'AGAACCGCAGGAACTACAGT3
5'CTGGTACCGTTTGCGATAGAZ'
5'CCTATCTCGTCTCACAAAGCAAAGS'
5'GCGATGGAATCTATACAGATCATTC3'
5'AGTTAAGCTGTCCGAATAACGCC3
5'CCGAATAAACTCCATACGCGG3
5'GTTGCAAATACTCCTCTTCCGTC3'
SATTTGATATATTTTGTTTTTCCCG3'
5'GTGGAAGACCCCAACGAAZ'
5'ATTCGATCCAAGTTACGAGTTTAGAT3'
5TTTCCCAAAGGAAGATTCGA3Z
5'CCGTTTTGGCTTCCATCG3
5'ATCGAAACCAAAGACGCCTG3'
5TCGGTCACTTGGACTTCTTCTTCS3'
5'GGAACTGGAATTGTCCGAATAAATZ'
5'GGATATTACGGAACAAGTCACTTG3'
5'GCAGTGATGTTTGCACTTCCG3'
5'GCGTTCGGTGTTTATTCGGA3Z'
5'AAAATTCGCCCTATCTTTCGG3'
5'AATCTTCCAATACAGCCTACGCS3'
5'CCAAACCAGCTGATCCGAAGS'
5'CTCAATAAATAAACACAGCAAATACACS'
5'GTACTGGTACCGTTTGCGATA3'
5'GGTCACTTGGACTTCTTCTTC3'
5'CTTTGCGAGAGTGGTAGTATTCATCS'
S'TTATGATAGTTTGCTATTTAGGATGTTASZ'
5'TCTAACTCTGTCTCGGATGGTTC3'
5'TCAATCTTCTATCGCAGGTGTAAACS'
5'CTTGGGTTTGCAGGAGTGAT3
5'GTAGCCAAAGGAAACAGCAAGG3S'
5'AAACAGTAATCACAGAAGAGGTAGAAGS'

Primers para detecgdo por PCR

PSAF 5'C(GIT)GA(A/T)CTTGT(A/G)AC(C/T)TGGA(A/G)(G/T)TC(C/T)TC3'
PSAR 5TTGTTAATGTTTTCAT(A/G)TTA(C/T)GGC3'

PSBF 5'CGGGATCCAAGGTAACTCCGGCACAATTGATTTCCAS'
PSBR 5'GT(A/G/C)ATCG(G/A)AAT(T/C)GG(G/A)GA(G/A)C3'

PSB2F 5'GGATATTACGGAACAAGTCACTTG3'

PSB2R 5'CCGAATAAACTCCATACGCGGS'

PSCF 5'GAGAAATA(C/T)AATCTCCTTCTTCCGG3

PSCR 5'CCT(A/G)TTCGTGTTGGA(A/G)GAATTCC3'

Primers para amplificagado dos controles internos

lip L32F 5'CGCTTGTGGTGCTTTCGGTGGT3'
lip L32R 5'CTCACCGATTTCGCCTGTTGGG3'
16SF 5'GGCGGCGCGTCTTAAACATGS'
16SR 5TTCCCCCCATTGAGCAAGATTS'

Obs.: Os nucleotideos marcados em vermelho representam pontos de “mismatch”
os quais nao foram degenerados.
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As reacdes de PCR com a finalidade de amplificar os genes inteiros (5 a 7 kb)
foram realizadas em termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf) utilizando a
seguinte programagao: 94°C por 2 minutos seguido de 35 ciclos que incluem 94°C
por 30 segundos, 48°C por 30 segundos e 68°C por 5 a 7 minutos. Uma etapa final
de 68°C por 7 minutos foi incluida.

Os componentes que fazem parte desta reacdo sao: 1,5ul de 5X buffer A, 3,54l
de 5X buffer B, 0,5 ul de 10 mM dNTPs, 1,0 pl de 10 pmol.ul™ conjunto de primers,
200 ng de DNA gendmico e 0,5 ul (2,5 unidades) da enzima Elongase, para um
volume final de reagao de 25 uL.

As regides codificadoras inteiras dos genes lig foram submetidos a avaliagdo em
gel de agarose 0,8%. Os produtos gerados foram clonados nos vetores pCR2.1, o
qual é parte do sistema de clonagem rapida “Topo-TA cloning Kit” (Invitrogen).

Os primers usados na amplificagdo dos respectivos genes, oriundos dos
sorovares de L. interrogans, ndo foram os mesmos utilizados na amplificagcdo dos
genes derivados dos sorovares de L. noguchii € L. weilli. Para as ultimas os primers s&o
denominados ligB alternativo — ligBAF e ligBAR (Tab. 2).

A cepa Top10 F’ de Escherichia coli (Invitrogen) foi cultiva em meio LB liquido a
37°C e tornada competente segundo protocolo de preparacdo de células
eletrocompetentes (SAMBROOK e RUSSELL, 2001). Essa cepa foi transformada
por eletroporagcao e semeada em meio LB sdélido suplementada com 50pg.m|'1 de
canamicina ou 100 pg.ml’ de ampicilina quando necessario. E. coli Top10 F’
contendo os plasmideos recombinantes foram cultivadas em LB liquido, da mesma
forma ja mencionada, sendo o cultivo suplementado com 5O|Jg.ml'1 de canamicina
ou 100 pug.ml™ de ampicilina quando conveniente. Os plamideos recombinantes
foram extraidos segundo protocolo do “GFX microplasmid prep kit” (Amersham — GE
Healthcare) e submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8% a fim de que fossem
quantificados.

Ainda, alguns dos primers degenerados anteriormente descritos foram usados
para a amplificacdo de produtos internos aos genes lig (Tab. 2). Além destes,
primers para a amplificagcado de um fragmento interno ao gene ligB nas espécies L.
noguchii, L. weilli, L. borgpetersenii € L. santarosai, € primers para amplificagdo dos
controles, foram desenhados e analisados conforme anteriormente descrito (Tab. 2).

Os produtos internos aos genes lig foram amplificados por PCR segundo as

condigdes mencionadas: uma etapa de desnaturacéo inicial de 94°C por 3 minutos
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seguido de 35 ciclos que incluem 94°C por 30 segundos, 52-54°C por 30 segundos e
72°C por 1 minuto. Uma etapa final de 72°C por 7 minutos foi incluida.

Os componentes que fazem parte desta reacéo sao: 2,5 pl de 10X tampao, 0,75
pML de 50 mM de MgCly, 0,5 pl de 10 mM dNTPs, 2,0 ul de 10 pmol.pl™” conjunto de
primers, 50 ng de DNA genbmico e 0,25 pl (2,5 unidades) da enzima Taq DNA
polimerase.

Os produtos de PCR amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5%. Os fragmentos derivados do gene ligB foram sequenciados.

Os genes ligA, ligB e ligC foram sequenciados na sua totalidade mediante o uso
de primers degenerados desenhados para a estratégia de “primer walking” (Tabela
2). Um minimo de 4 leituras por base foi gerada com o uso de primers em ambos os
sentidos, a fim de confirmar com exatiddo cada base componente dos genes em
questdo. O sequenciamento foi realizado em equipamento MegaBace 500
(Amersham — GE Healthcare) mediante a tecnologia Dyenamic ET-terminator de
incorporagdo de dideoxi-nucleotideos. A montagem das “contigs” e analise das
sequéncias foi efetuada no programa ContigExpress que faz parte do pacote que
contém o software Vector NTi (Invitrogen). As sequéncias das contigs foram
inseridas no programa Vector NTi 8.0 (Invitrogen) e utilizadas para a montagem dos
genes lig.

A regido codificadora do rDNA 16S foi também amplificada a partir de todas as
cepas usadas no estudo, usando os primers universais fD1 e rP2. Os produtos foram
purificados e sequenciados com o intuito de confirmar a identidade das cepas e

descartar a possibilidade de contaminagéo.

3.4. Deteccdao dos genes lig por Southern blot

Os fragmentos internos mencionados anteriormente, oriundos dos genes ligA e
ligB das cepas virulentas de L. interrogans € L. kirschneri, foram amplificados por PCR e
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% a fim de que fosse verificada a
correta amplificagdo de um produto de 536pb. Apds, foram purificados segundo
protocolo de purificacdo de DNA em solucdo do “GFX PCR DNA and Gel Band
purification kit” (Amersham — GE Healthcare) e utilizados como sonda para a
deteccao dos genes ligA e ligB nas amostras de DNA gendmico de L. interrogans € L.

kirschneri. 2ug de DNA gendmico foram tratados com a enzima BamHI até a completa
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digestdo do DNA. O DNA digerido foi submetido a eletroforese “overnight” em gel de
agarose 1% a 30V. Como controle foi adicionado também DNA gendmico de L.
biflexa, sabidamente uma saprofita e que ndo apresenta os genes lig. O DNA foi
visualizado em transiluminador ultravioleta e em seguida transferido para uma
membrana de nitrocelulose carregada positivamente seguindo o protocolo descrito
no “ECL direct labelling and detection kit” (Amersham — GE Healthcare). A sonda foi
marcada com peroxidase e incubada juntamente com a membrana em garrafa de
hibridizacdo, “overnight” a 42°C. O procedimento foi realizado em forno de
hibridizacdo em um carrossel rotatério. Vinte mililitros de tampao foram utilizados
para a membrana produzida, a qual apresentava dimensdes de 15X15cm. Apos a
hibridizagdo, a membrana foi submetida a sucessivas lavagens com tampao
apropriado descrito no manual do kit mencionado (ECL - Amersham - GE
Healthcare). A deteccdo das bandas foi realizada em sala escura. Sobre a
membrana produzida foi adicionado luminol, o qual é formado pela mistura em
partes iguais dos reagentes de detecgéo 1 e 2 do kit mencionado (ECL — Amersham
— GE Healthcare). As bandas puderam ser observadas mediante a exposi¢gao do

filme de raio-X (Kodak) a membrana de nitrocelulose por 3 horas.

3.5. Anélise dos genes e alinhamento

Os genes montados foram analisados por softwares de bioinformatica com
relacdo ao tamanho da regido codificadora, peso molecular e tamanho da proteina.
Para tal foi utilizado o software Vector NTi 8.0, (Invitrogen). O mesmo foi utilizado
para fazer a tradugéo in silico das proteinas LigA, LigB e LigC e efetuar as analises
mencionadas. Programas de bioinformatica disponiveis na internet como SMART

(www.smart.embl-heidelberg.de) e Pfam (www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/) foram

utilizados com a finalidade de verificar o numero, tamanho e distribuicdo dos
dominios Big2, a partir das sequéncias das proteinas geradas in silico. Por fim, o
alinhamento entre as sequéncias de lig geradas e aquelas disponiveis no GenBank,
tanto no nivel de nucleotideos quanto de aminoacidos, foi efetuado no programa

AlignX (Invitrogen). Além disso, o programa BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blastT), o

qual serve a finalidade de alinhar sequéncias de genes e proteinas contra as

sequéncias depositadas no GenBank, foi utilizado durante o curso deste estudo.
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3.6. Anadlise filogenética

As sequéncias de nucleotideos geradas foram utilizadas para a montagem de
arvores filogenéticas. Para isso, o software Mega3 (Grisoft) foi utilizado. As
sequéncias de LigB, no nivel de nucleotideos, foram organizadas no formato FASTA,
as quais receberam como identificagdo a primeira letra da espécie genémica a que
pertenciam seguida pelo nome do sorovar e por fim o nome da cepa ou isolado. As
arvores montadas foram construidas pelo método de Neighbor-joining, tendo como
modelo a distancia de P. Foram testadas 500 e 1000 bootstraps durante a analise.
Porém, a arvore finalmente construida assume o valor de 1000 bootstraps. A arvore
demonstrada leva em consideragdo uma escala de variagdo de 10% entre os genes

e proteinas.
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4. RESULTADOS

4.1. Sequenciamento dos genes ligA, ligB e ligC de isolados de Leptospira
spp.

Os genes ligA, ligB e ligC foram amplificados dos diferentes sorovares de
Leptospira Spp. patogénicas. A existéncia de polimorfismo entre as sequéncias das
diferentes espécies impediu que os primers utilizados para L. interrogans fossem
também utilizados para as demais espécies. Os primers forward utilizados para
amplificar os genes ligA e ligB anelam em uma posi¢do anterior ao inicio da regiao
codificadora, uma vez que a porgao idéntica entre ligA e ligB se estende pela regido
reguladora. Entretanto, em L. noguchii € L. weilli, a regido reguladora nao foi incluida.
Os primers capazes de amplificar ligB nestas espécies anelam em uma posi¢ao logo
antes do primeiro sitio ATG.

Todos os genes lig amplificados foram clonados antes de serem submetidos ao
sequenciamento. Esta abordagem foi necessaria, pois sdo fragmentos grandes,
acima de 3kb, o que limita a eficiéncia do sequienciamento direto do produto de
PCR. Apo6s a clonagem, os genes ligA, ligB e ligC foram sequenciados na sua
totalidade (Tab. 3).

Tabela 3 - Cepas usadas no sequienciamento completo dos genes lig

Gene
Caodigo Espécie Sorovar Cepallsolado Viruléncia seqlienciado
Pom L. interrogans Pomona P10637-46 Virulento ligA, ligB e ligC
Can L. interrogans Canicola Kito Virulento  ligA, ligB e ligC
Can2 L. interrogans Canicola Mex1 Virulento ligB
Nog L. noguchii ND Cascata Virulento ligB
Har L. borgpetersenii ND USDA Virulento ligB
Heb L. weilli ND Ecochallenge Virulento ligB

ND - Informacgao nao disponivel

O gene ligA das cepas L. interrogans Canicola Kito e L. interrogans Pomona P10637-

46 foram amplificados e completamente sequenciados (Tab. 4).



28

Tabela 4 - Genes detectados por PCR e analise comparativa dada pelo
seqlenciamento.

Caracteristica do DNA | Caracteristica da Proteina

Cdédigo | Detecgéo por PCR | Tamanho do gene (pb) Tamanho (aa)

ligA ligB ligC | ligA ligB ligC LigA LigB LigC
Can + + + 3675 5670 5865 [ 1225 1890 1955
Can2 + + + NS 5670 NS NS 1890 NS
Pom + + + 3672 5670 5865 | 1224 1890 1955
Nog - + - - 5805 - - 1935 -
Heb - + + - 5694 NS - 1898 NS
Har - + - - 5739 - - 1913 -
Cop* + + + 3675 5670 1494 [ 1225 1890 498
Lai* - + + - 5670 5865 - 1890 1955
Gri* + + + 3681 5661 1008 | 1227 1887 336
Man* + + - 3675 3573 - 1225 1191 -
PomC* + + + 3678 5670 5871 1226 1890 1957

NS - Gene néo seqienciado
* Genes depositados no GenBank

Os genes ligA dos sorovares Canicola e Pomona sequenciados neste estudo
apresentaram uma pequena diferenca de tamanho. Enquanto que Canicola possui
ligA com 3.675pb, Pomona possui 3pb a menos, o que corresponde a um cédon.
Esta diferenga esta no aminoacido lisina, o qual sé esta presente na sequéncia sinal
de LigA do sorovar Canicola. As tentativas para amplificar o gene ligA das demais
espécies nao foram bem sucedidas. Testes subsequentes revelaram que este gene
nao esta presente em L. noguchii, L. weilli € L. borgpetersenii.

Com relacdao ao gene ligB, ao contrario de ligA, este pode ser amplificado e
sequenciado a partir de todas as espécies em estudo. Este gene mostrou maiores
diferencas de sequéncia e estrutura quando comparado entre as diferentes espécies
(Tab. 4). Entre os sorovares da espécie L. interrogans, ligB apresentou o0 mesmo
tamanho, exceto na cepa do sorovar Manilae (Man). Porém entre as espécies L. weilli
(Heb), L. borgpetersenii (Har) e L. noguchii (Nog), ligB demonstrou um tamanho variavel.
L. weilli, L. borgpetersenii € L. noguchii apresentam um gene ligB com 24, 69 e 135
nucleotideos a mais que as cepas de L. interrogans, respectivamente (Tab. 4). A
sequéncia do gene ligB de L. borgpetersenii foi gentilmente cedida pelo Dr Richard L.
Zuerner (USDA/ USA).

Dois genes ligC foram amplificados e sequenciados, os quais derivam das

cepas Canicola Kito e Pomona P10637-46. O gene ligC de ambas as cepas de L.
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interrogans sequenciadas apresentaram o mesmo tamanho (Tab. 4) e ao contrario dos
genes ligC de L. interrogans FIOCRUZ L1-130 e L. kirschneri RM52, os quais estédo
depositados no GenBank, nenhum cédon de terminagao foi encontrado truncando a
regido codificadora. Esses resultados demonstram uma maior similaridade entre as
sequéncias dos genes ligC geradas e aquelas derivadas de L. interrogans Pomona e L.
interrogans Lai, as quais também encontram-se depositadas no GenBank. Estas
ultimas também nao apresentam qualquer cédon de terminagao nas sequéncias dos

genes ligC.

4.2. Caracterizacdo in silico dos genes e proteinas LigA, LigB e LigC

Por meio de ferramentas de bioinformatica, todas as ORFs correspondentes aos
genes lig foram analisadas e caracterizadas segundo a presenga e distribuigdo dos
dominios Big2 nas proteinas codificadas. As ORFs foram caracterizadas ainda com
relacéo a presenga de um motivo C-terminal dentro dos genes ligB e ligC, bem como
nas respectivas proteinas por estes codificadas.

As proteinas LigB de Canicola Kito, Pomona P10637-46 e Canicola Mex1,
demonstraram ser estreitamente similares, tanto em relagdo ao numero de
aminoacidos quanto ao peso molecular desta proteina (Tab. 4). Estas caracteristicas
parecem ser um consenso entre LigB das cepas de L. interrogans.

Analises usando o programa SMART revelaram a presenca de uma sequéncia
sinal de 21 aminoacidos (MKKIFCISIFLSMFFQS/GCMSW) na extremidade N-
terminal de ambas as proteinas LigA e LigB, das cepas de L. interrogans. A sequéncia
encontrada em LigA é quase idéntica aquela de LigB, exceto pela substituicdo de um
residuo de serina por um de glutamina na posicdo 17 em LigB e pela auséncia de
uma lisina em LigA do sorovar Pomona P10637-46.

Analises por SMART e Pfam revelaram a presenca de 13 dominios de Big2,
dentro da proteina LigA, estendendo-se pelas regides idéntica e nao-idéntica (Fig. 1
Painel A). Por outro lado, a analise da proteina LigB revelou a presenca de 12
dominios de Big2 nos sorovares da espécie L. interrogans e interessantemente
também nos sorovares das espécies L. weilli, L. borgpetersenii € L. noguchii, além do
motivo C-terminal ja descrito (Fig. 1 Painel B). Os dominios Big2 variam de 80 a 86

aminoacidos em todas as proteinas, LigA e LigB, analisadas.
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FIGURA 1. Caracterizagdo in silico dos genes lig. Painel A. Estrutura do gene
ligA. Painel B. Estrutura do gene ligB. Painel C. Estrutura do gene ligC. Painel
D. Estrutura do gene ligB nas espécies L. borgpetersenii, L. noguchii e L. weilli.
Regido idéntica (verde claro); Regido nao-idéntica (azul); Motivo C-terminal
(amarelo); Motivo C-terminal de ligC (verde escuro); ligB inteira (laranja); ligC
inteira (vermelho). As setas contendo linhas correspondem aos dominios Big2. A
sequéncia sinal é codificada pela pequena linha azul posicionada a frente de
cada gene. As linhas tracejadas posicionadas acima de cada gene demonstram
a posicao e o tamanho correspondente a cada fragmento interno amplificado na
deteccgao por PCR.

O motivo C-terminal de L. noguchii demonstrou ser marcantemente maior que
aquele de outras espécies de Leptospira spp, contendo 809 aminoacidos. Este motivo
C-terminal carrega 45, 17, 17 e 11 aminoacidos mais do que a C-terminal de L.
interrogans Canicola Kito, L. borgpetersenii Hardjo USDA, L. weili Hebdomadis
Ecochallenge e L. interrogans Pomona P10637-46, respectivamente.

A analise da proteina LigC revelou a presenga 12 dominios de Big2 e uma regiao
C-terminal com 789 aminoacidos. Uma sequéncia sinal consenso foi observada, a
qual compreende 35 aminoacidos
(MKKIFSIFLSLFFQGCMVWPLVVGAVGLSTGNKGD). Estruturalmente, a proteina

LigC demonstrou uma grande similaridade com as proteinas LigB, no que diz
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respeito ao numero de dominios Big2 e a presenga da regidao C-terminal (Fig. 1
Painéis B e C).

Para avaliar o grau de conservagdo entre os genes e as proteinas Lig foi
realizado um alinhamento entre as regides codificadoras completamente
sequenciadas e aquelas oriundas do GenBank, bem como entre as proteinas por
elas codificadas. Estas ultimas compreendem os genes lig disponiveis para Leptospira
interrogans Copenhageni FIOCRUZ L1-130, Leptospira interrogans Lai 56601, Leptospira
kirschneri Grippotyphosa RM52, Leptospira interrogans Manilae e Leptospira interrogans
Pomona. O software AlignX foi utilizado para realizar os alinhamentos comparativos
e avaliar o grau de conservagao dos genes e proteinas Lig. Conforme esperado,
quando apenas genes de L. interrogans foram alinhados, a identidade minima no nivel

de nucleotideos e aminoacidos foi 87% e 84% respectivamente, para LigA (Tab. 5).

TABELA 5 — Conservacgao de LigA no nivel de nucleotideos e aminoacidos entre varios sorovares
€ espécies.

ligA DNA Cop PomC Pom Can Man @ Gri
L. interrogans copenhageni L1-130 100 90 87 90 97 92
L. interrogans pomona Chang 100 96 99 89 86
L. interrogans pomona P10637-46 100 98 86 83
L. interrogans canicola Kito 100 89 86
L. interrogans manilae 100 92
L. kirschneri grippotyphosa RM52 100
LigAproteiha | Cop

L. interrogans copenhageni L1-130 100 84 85 87 97 91
L. interrogans pomona Chang 100 95 96 84 81
L. interrogans pomona P10637-46 100 98 85 82
L. interrogans canicola Kito 100 86 83
L. interrogans manilae 100 91
L. kirschneri grippotyphosa RM52 100

LigB demonstrou ser mais conservada entre as cepas de L. interrogans, com 94% e
93% de identidade, respectivamente (Tab. 6). Uma excegdo ocorreu quando a
sequéncia de LigB do sorovar Manilae foi adicionada ao alinhamento, onde a
identidade com outras cepas de L. interrogans foi de 65% e 63%, em nivel de
nucleotideos e aminoacidos, respectivamente. Isso é devido a falta de parte do
motivo C-terminal na proteina LigB oriunda da cepa deste sorovar.

Interessantemente, a comparagéo interespecifica de ligB no nivel de nucleotideos



32

demonstrou que a identidade minima foi 64% entre ligB de L. interrogans FIOCRUZ

L1-130 e L. borgpetersenii € no nivel de aminoacidos foi de 61%.

TABELA 6 — Conservagéo de LigB no nivel de nucleotideos e aminoacidos entre varios
sorovares e espécies.

ligB DNA (%) Cop Lai PomC|Pom Can Man Gri Nog Heb Har | Can2

L. interrogans copenhageni L1-130 100 96 97 94 96 64 93 74 69 65 96
L. interrogans lai 56601 100 100 95 97 65 94 74 69 65 97
L. interrogans pomona Chang 100 95 97 65 94 74 69 65 97
L. interrogans pomona P10637-46 100 | 97 62 92 73 68 64 97
L. interrogans canicola Kito 1000 64 93 74 68 65 99
L. interrogans manilae 1000 63 49 66 41 64
L. kirschneri grippotyphosa RM52 100 74 68 65 93
L. noguchii Australis* Cascata 100 69 64 74
L. weilli Hebdomadis* Ecochallenge 100 | 91 68
L. borgpetersenii Hardjo* USDA 1000 65
L. interrogans canicola UCLA 100
L. interrogans copenhageni L1-130 1000 97 96 93 96 63 93 69 73 64 96
L. interrogans lai 56601 1000 100 93 9 63 94 69 70 64 96
L. interrogans pomona Chang 100 93 9 63 94 69 70 64 96
L. interrogans pomona P10637-46 100 96 60 91 67 69 62 96
L. interrogans canicola Kito 1000 63 94 69 69 64 99
L. interrogans manilae 1000 61 44 58 39 63
L. kirschneri grippotyphosa RM52 100 69 70 63 94
L. noguchii Australis* Cascata 1000 71 61 69
L. weilli Hebdomadis* Ecochallenge 1000 93 69
L. borgpetersenii Hardjo* USDA 100 64
L. interrogans canicola UCLA 100
* Sorogrupo

Ainda, o alinhamento incluindo a sequéncia parcial de nucleotideos e
aminoacidos, oriunda da amplificagdo de parte da ligB de L. santarosai Alexi HS616,
reforcou que a conservacao de LigB é relativamente alta, quando se pensa na
comparagdo de genes entre espécies gendmicas diferentes. No nivel de
nucleotideos, a identidade se manteve superior a 65% enquanto a identidade da
sequéncia de aminoacidos foi de 59% (Nao demonstrado).

Com base no alinhamento de LigC, no nivel de nucleotideos e aminoacidos, foi
possivel ser verificado seu grau de conservagdo. Para ambos os niveis, as
identidades foram de pelo menos 98%, exceto quando o gene ligC de L. kirschneri foi
incorporado na analise (Tab. 7). Isto se deve a presenca de um cédon de terminagao

motivado por uma alteragao de fase de leitura nesta espécie, o que interrompe a
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expressao da segunda metade da proteina LigC. Ainda, apenas a regiao anterior ao

cédon de terminagao, presente no gene ligC de L. interrogans Copenhageni FIOCRUZ

L1-130, foi considerada no alinhamento.

TABELA 7 — Conservagédo de LigC no nivel de nucleotideos e aminoacidos entre
varios sorovares e espécies.

. interrogans copenhageni L1-130
L. kirschneri grippotyphosa RM52
L. interrogans pomona Chang

L. interrogans pomona P10637-46
L. interrogans canicola Kito

L. interrogans lai 56601

LigC protein (%)
. interrogans copenhageni L1-130
. kirschneri grippotyphosa RM52

. interrogans pomona Chang
. interrogans pomona P10637-46
. interrogans canicola Kito

| Y Y e Y N

. interrogans lai 56601

90 90
100

Pom

A comparagao entre todas as proteinas LigB sequenciadas neste estudo e

aquelas oriundas do GenBank permitiu identificar qual proteina apresenta a maior

conservagao com as outras na sequéncia de aminoacidos. Entre todas, LigB de L.

interrogans Copenhageni FIOCRUZ L1-130 mostrou a maior identidade cruzada (Fig.

2).
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FIGURA 2. Plot demonstrando o nivel de conservagcdo ao longo da Proteina
LigB entre os diferentes sorovares e espécies genbmicas, contra LigB de L.
interrogans Copenhageni FIOCRUZ L1-130. Painel A. LigB de L1130 vs Canicola
Kito. Painel B. LigB de L1130 vs Lai 56601. Painel C. LigB de L1130 vs L.
kirschneri RM52. Painel D. LigB de L1130 vs L. noguchii Cascata. Painel E. LigB
de L1130 vs L. borgpeterseni USDA. Painel F. LigB de L1130 vs L. weilli
Ecochallenge. Painel G. LigB de L1130 vs L. santarosai HS616. As diagonais
indicam posi¢des que contém aminoacidos mais conservados.

A maior variabilidade interespecifica na proteina LigB foi vista ocupando a
porcao final da regido nao-idéntica e o inicio da C-terminal. Esta por¢ao contém
insercdes e delegdes cuja presencga varia de acordo com a espécie gendmica de
Leptospira spp. Duas regides foram encontradas com base no alinhamento das
sequéncias das proteinas LigB das diferentes espécies, as quais foram

denominadas de regiao variavel 1 e 2 (RV1 e RV2) (Fig. 3).
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FIGURA 3. Localizagdo das regides mais variaveis dentro da sequéncia de
aminoacidos de LigB. Painel A. Histograma da variabilidade interespecifica de
ligB e posicionamento das duas regides com maior polimorfismo. Painel B.
Alinhamento entre as regiées mais variaveis de LigB nas diferentes espécies. As
cepas e os codigos referentes as amostras usadas podem ser melhor
visualizadas na Tab. 1.

4.3. Desenvolvimento de um método de deteccao dos genes lig por PCR

Um método de detecgédo dos genes lig por PCR foi desenvolvido de forma a
permitir a rapida caracterizagdo dos sorovares de Leptospira Spp. quanto a presenca
dos genes ligA, ligB e ligC. Nesta abordagem, um fragmento de DNA foi amplificado,
a partir de cada gene, como um marcador, usando um conjunto especifico de
primers.

Mediante o uso de um controle interno da amplificagdo, um fragmento de 770pb
do gene lipL32, pode ser afirmado que o DNA genémico derivava de amostras de
leptospiras patogénicas. Pela amplificagcdo e sequenciamento do 16S rDNA, a
identidade das amostras usadas no método de deteccao por PCR e a presencga de
DNA genbmico, no caso das amostras saproéfitas, puderam ser -certificadas.
Primeiramente foi validado o teste utilizando as cepas cujos genes lig haviam sido
amplificados e sequenciados. Posteriormente, este teste foi utilizado para outras
amostras.

Os produtos de PCR amplificados correspondem a um fragmento de 211pb para
ligA (Fig. 4 painel A), 536pb para ligB dos sorovares pertencentes as espécies L.
interrogans € L. kirschneri (Fig. 4 painel B), 1076pb para ligB das demais espécies (Fig.
4 painel D) e 248pb para ligC (Fig. 4 painel C). O produto de 1076pb, derivado de
ligB, foi amplificado por um par de primers alternativo denominado PSB2 (Tab. 2).
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FIGURA 4. Deteccado dos genes lig em cepas patogénicas, por PCR. Painel A.
Deteccao de ligA. Painel B. Deteccao de ligB. Painel C. Deteccao de ligC. 1. L.
biflexa Patoc1. 2. L. interrogans FIOCRUZ L1-130. 3. L. kirschneri RM52. 4. L. interrogans
Canicola Mex1. 5. L. interrogans Canicola Kito. 6. L. interrogans Pomona P10637-46.
Painel D. Deteccdo dos genes lig nas cepas patogénicas de L. noguchii Bataviae e L.
weilli Hebdomadis. 1. L. biflexa Patoc1. 2. L. noguchii Hook ligA. 3. L. noguchii Hook ligB. 4.
L. noguchii Hook ligC. 5. L. noguchii Cascata ligA. 6. L. noguchii Cascata ligB. 7. L. noguchii
Cascata ligC. 8. L. weili Ecochallenge ligA. 9. L. weilli Ecochallenge ligB. 10. L. weilli
Ecochallenge ligC. As amostras referentes ao controle sem DNA n&o foram
demonstradas.

Para confirmar a amplificagédo dos genes ligA, ligB e ligC, alguns dos produtos

amplificados foram sequenciados e as sequéncias geradas foram submetidas a



39

alinhamento por BLAST (NCBI, USA) e AlignX (Invitrogen). Dessa forma, foi
descartada a possibilidade de amplificagao inespecifica.

Nenhum resultado foi obtido usando o BLAST para a sequéncia dos produtos
amplificados a partir de L. weili Ecochallenge. Isto se deve ao fato de que esta
espécie apresenta bastante divergéncia na seqiéncia de DNA em relagdo aos
genes lig depositados no GenBank, os quais pertencem as espécies L. interrogans € L.
kirschneri.

Segundo andlise por bioinformatica dos genes lig de L. interrogans € L. kirschneri
disponiveis no GenBank, o par de primers escolhido para ligA amplifica um produto
que corresponde ao inicio da regidao nao-idéntica. Ja aqueles selecionados para ligB
amplifica um produto que se estende desde o final da regido nao-idéntica até o inicio
da C-terminal. Os fragmentos gerados a partir da ligB das cepas virulentas de L.
noguchii demonstram ser maiores que aquele de L. weilli. Isto € um reflexo inicial da
variabilidade da sequéncia justamente no fragmento amplificado (Fig. 4 painel D).
Para o gene ligC, a amplificagdo gera um produto que, com base nas sequéncias
das regides codificadoras de ligC de L. interrogans FIOCRUZ L1-130 e L. kirschneri
RM52, cobre a regidao que contém o codon de terminagdo. Assim, mediante
amplificacdo e sequenciamento deste fragmento, qualquer cepa poderia ser
facilmente caracterizada com relacdo ao possivel status de ligC como um
pseudogene. Os fragmentos internos amplificados de cada gene podem ser melhor
observados na Fig. 1.

Uma vez confirmada a aplicabilidade dos conjuntos de primers escolhidos para
as diferentes espécies gendmicas, os resultados foram extrapolados para um grande
painel de amostras compreendendo 9 espécies gendmicas de Leptospira. Entre estas,
6 sao consideradas como o grupo central de espécies patogénicas, 1 é considerada
como intermediaria (L. fainei) € 2 outras pertencem ao grupo das saprofitas (L. biflexa €
L. meyeri).

Conforme esperado, pelo método de detecgédo por PCR, a presenga dos genes
ligA, ligB e ligC pode ser confirmada nos sorovares das diferentes espécies

patogénicas de Leptospira. Espécies saprofitas ndo apresentam genes lig (Tab. 8).
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Tabela 8 - Caracterizagdo da presenga ou auséncia dos genes lig nas diferentes espécies

gendmicas.
Species Serovar Strain 16S ligA ligB ligC

L. interrogans  Copenhageni L1130 + + + +
L. interrogans Lai Lai + + + +
L. interrogans Pomona Pomona + + + +
L. interrogans Canicola Hond Utrech IV + + + +
L. interrogans Hardjo Hardjoprajitno + + + +
L. kirschneri Cynopteri 3522C + + + +
L.borgpetersenii Mini Sari + - + -
L.borgpetersenii  Tarassovi Perepelicin + - + -
L.borgpetersenii  Javanica Veldrat Bataviae 46 + - + -
L. noguchii Panama CZ214K + - + +
L. noguchii Orleans LSU2580 + - + -
L. weilli Coxi Cox + - + +
L. weilli Ughia LT8968 + - + +
L. santarosaii Alexi HS616 + - + -
L. santarosaii Trinidad TRVL34056 + - +

L. fainei Hurstbridge But6 + - + -
L. meyeri Semaranga Veldrat 173 + - - -
L. biflexa Semaranga Patoc1 + - - -

O gene ligB aparece como o unico presente entre todas as cepas de Leptospira. O
gene ligA aparece com exclusividade nas cepas de L. interrogans € L. kirschneri (Tab. 8).
Interessantemente, o gene ligC aparece também em numero restrito de cepas.
Porém, a presenga deste gene parece ser sorovar-dependente, uma vez que dentre
as amostras patogénicas que tiveram seus genes completamente sequenciados,
apenas aquelas de L. noguchii ndo apresentaram este gene (Fig. 4 Painel C e Tab. 4).
Entretanto, outras cepas de L. noguchii, pertencente ao painel de amostras da OMS,
demonstraram amplificagdo positiva para ligC e também o seqlenciamento do
fragmento amplificado demonstrou alta identidade com outros genes de ligC
depositados no GenBank (Tab. 5). Na cepa patogénica de L. weilli, o gene ligC pode
ser amplificado por PCR (Fig. 4 painel D).

Como forma de validar o método de deteccao por PCR, os produtos amplificados
foram marcados e usados como sonda na hibridizacdo por Southern blot. As sondas
usadas na detecgdo dos genes ligA e ligB s&o oriundas da mistura de todos os
produtos gerados na detecgdo por PCR de cada respectivo gene, os quais foram

amplificados das cepas mencionadas na Tab. 8 e que aparecem na Fig. 4. As
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hibridizagdes por Southern blot dos genes ligA e ligB foram realizadas apenas para
as cepas virulentas das espécies L. interrogans € L. kirschneri € nos permitem confirmar
a presenga ou auséncia destes genes nestas espécies bem como validar o método
de caracterizacao por PCR desenvolvido. Conforme esperado, todos os sorovares
das espécies L. interrogans € L. kirschneri demonstraram a presencga dos genes ligA e
ligB (Fig. 5). Em L. interrogans Copenhageni FIOCRUZ L1-130, ligA aparece com um
tamanho de 4.751pb. Ja nos sorovares Canicola e Pomona, as bandas aparecem
um pouco mais altas, correspondendo a aproximadamente 4.850pb. Por outro lado,
L. kirschneri Grippotyphosa RM52 apresentou a banda esperada de 2.761pb. os
fragmentos esperados foram estipulados por simulagao da analise de restrigdo dos
genes lig “in silico”, com a enzima BamHI|. Com relagdo a presenga do gene ligB,
todos os sorovares das espécies L. interrogans € L. kirschneri apresentaram
praticamente o mesmo tamanho, o que ja era esperado para este gene (Fig. 5).
Tanto ligA quanto ligB apresentam-se como genes de cdpia Unica nos sorovares de

L. interrogans € L. kirschneri.

Painel A Painel B
5090 — -
4072 —4 8144 —
6108 —
3054 —} 5090 —
4072 —
2036 —. 3054 — 1

FIGURA 5. Analise por Southern blot demonstrando a presenga dos genes lig nas
cepas de L. interrogans € L. kirschneri virulentas. Painel A. Detecgao de ligA. Painel
B. Deteccéo de ligB. M. 1kb DNA Ladder (invitrogen). 1. L. biflexa Patoc1. 2. L.
interrogans FIOCRUZ L1-130. 3. L. kirschneri RM52. 4. L. interrogans Canicola Kito. 5. L.
interrogans Canicola Mex1. 6. L. interrogans Pomona P10637-46 7.
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4.4. Anadlise filogenética

A construcao de arvores filogenéticas baseadas nas sequéncias geradas (tanto
oriundas do sequenciamento dos genes inteiros quanto do sequenciamento do
produto da caracterizagdo por PCR) e naquelas depositadas no GenBank revelou
resultados interessantes com relagdo aos aspectos evolutivos do género Leptospira. A
montagem de uma arvore filogenética baseada em ligA e ligC seria pouco
informativa em funcdo da auséncia destes genes em algumas cepas. Assim, arvores
filogenéticas foram construidas com base apenas nas sequéncias do gene ligB e na
proteina por ele codificada (Fig. 6), uma vez que este gene foi encontrado em todas

as cepas de Leptospira Spp.



i hardjo Hardjoprajitno

i pomona Pomona

i canicola Kito(ws)

i kennewicki LT1026

i autumnalis AkiyamiA

i australis Ballico

i bratislava Jez Bratislava

i muenchen Muenchen C90
i canicola Hond Utrech IV
- i bataviae Van Tinen

L i canicola Mex1(ws)

- i hebdomadis Hebdomadis
i copenhageni L1130(gb)

| i copenhageni M20

i icterohaemorragiae RGA

i pomona Kennewicki(gb)
i wolffi 3705

i lai 56601(gb)

i lai Lai
i pomona P1063746(ws)

i manilae UPMMCNIID(gb)
_{ i manilae LT398

— k grippotyphosa RM52(gb)

— k ramisi Musa

k djatzi HS26

k erinaceiauriti Erinaceus Auritus 670
k mozdok 5621

k kambale Kambale

|n Bataviae(sg) Cascata(ws)

In orleans LSU2580
s alexi HS616
b Hardjo(sg) USDA(ws)
b poi Poi
b ceylonica Piyasena
b javanica Veldrat batavia 46
w Hebdomadis(sg) Ecochallenge(ws)

q w celledoni Celledoni
w vughia LT89-68
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FIGURA 6. Arvore filogenética montada com base na seqiiéncia de nucleotideos
de ligB. As amostras usadas estdo identificadas pela primeira letra do nome da
espécie a que pertencem (minusculo,) seguida pelo nome do sorovar e 0 nome
da cepa. Quando a informacéo sobre o nome do sorovar nao estava disponivel,
entdo o nome do sorogrupo foi utilizado (sg). Genes oriundos do GenBank, bem
como as proteinas por eles codificadas, estdo representados por (gb) enquanto
as regides codificadoras completamente sequenciadas neste estudo estdo
representadas por (ws).

Pela analise da arvore filogenética construida, pode-se observar uma intensa
aproximacao entre as cepas de L. interrogans, as quais formam um grupo monofilético
separado das demais (Fig. 6). Porém, pode ser notado que mesmo dentro do grupo
das L. interrogans, as cepas do sorovar Manilae formam um subgrupo, provavelmente
em funcao de diferengas pontuais dentro do gene ligB neste sorovar.

Dentro do ramo formado por L. kirschneri, todas também aparecem como um
grupo monofilético. Porém, a cepa RM52 aparece mais proxima do grupo de L.
interrogans. As demais espécies também aparecem como grupos monofiléticos, tanto

em nivel de nucleotideos quanto de aminoacidos (Fig. 6).
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5. DISCUSSAO

As proteinas Lig, por se tratarem de adesinas de Leptospira spp., tém um
importante papel na patogénese deste género de bactérias, pois acredita-se que
mediem a adesdo as células do tecido hospedeiro (BAROCCHI et al., 2002;
GUERREIRO et al., 2001; MATSUNAGA et al., 2003). Assim, estas constituem-se
em importantes alvos para o sistema imune durante o periodo em que estao
posicionadas na superficie e expostas para o exterior da bactéria. Assim como as
adesinas de outras bactérias Gram-negativas, como E. coli e Yersinia spp., as
provaveis adesinas, Lig, de Leptospira spp. apresentam dominios Big2 distribuidos
uniformemente ao longo da sequéncia da proteina. Estes dominios parecem ter
papel fundamental na ades&o bacteriana e sdo também encontrados na espiroqueta
Treponema pallidum (FRASER et al., 1998).

Neste estudo, os 3 genes lig, (ligA, ligB e ligC), oriundos de 6 diferentes
sorovares e 4 espécies genOmicas foram completamente sequenciados. O
levantamento da sequéncia completa dos genes lig em cepas patogénicas de
Leptospira Spp. € sua analise comparativa com outros genes disponiveis no banco de
dados permite uma investigacado sobre a conservagao que ha entre estes genes, nas
diversas espécies em que estao presentes.

A proteina LigC apresentou numericamente o maior grau de conservagéo entre
as espécies L. interrogans € L. kirschneri, espécies em que esta presente. Porém, em
Leptospira interrogans Lai 56601 e L. kirschneri Grippotyphosa RM52, esta proteina
parece ser expressa na forma truncada, em fungdo de um cédon de terminagao no
meio da regido codificadora. Diferentemente, este gene aparece com o status de um
gene integro e expresso na sua totalidade em todas as outras cepas onde foi
completamente sequenciado. Ainda, o gene ligC parece estar presente entre as
cepas de outras espécies, onde foi detectado por PCR, as quais compreendem L.
noguchii € L. weill. Porém, dentro da espécie L. noguchii, nem todos os sorovares
demonstraram a presencga deste gene. O sorovar Manilae de L. interrogans, cuja ligA e
ligB estdo depositadas no GenBank, parece nado conter ligC. Assim, pode ser
concluido que tanto o status de pseudogene quanto a sua presencga s&o sorovar-

dependentes.
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Por sua vez, a proteina LigA apresentou alto nivel de conservagédo. Porém, no
caso desta proteina, a situagcao parece ser ainda mais intrigante uma vez que o gene
ligA parece estar presente apenas em sorovares de L. interrogans € L. kirschneri, com
excecao da cepa 56601 do sorovar Lai de L. interrogans. Mesmo entre as cepas de L.
interrogans, 0 gene ligA parece nado se fazer presente em todos os sorovares,
conforme ja mencionado para o sorovar Lai.

Sendo assim, os esforgcos maiores devem ser racionalmente concentrados sobre
a proteina LigB, a qual se faz presente em todas as espécies estudadas até o
momento e apresenta um bom nivel de conservacido, com identidade em nivel de
aminoacidos nunca inferior a 63%, comparando-se LigB de L. interrogans
Copenhageni FIOCRUZ L1-130 com LigB de espécies como L. borgpetersenii, L. weilli €
L. noguchii.

Dentre todas as LigB conhecidas e sequienciadas até o momento, aquela oriunda
de L. interrogans Copenhageni FIOCRUZ L1-130 aparece como a que conserva a
maior identidade entre todas as espécies. Diversas analises comparativas foram
testadas, porém LigB de FIOCRUZ L1-130 foi a que manteve o mais alto nivel de
conservagao entre espécies diferentes. Entre as cepas de L. interrogans, todas as LigB
mostraram uma elevada identidade, e mesmo entre espécies diferentes, porcodes
foram vistas contendo seqUéncias de aminoacidos mais conservadas, as quais
podem vir a conter importantes epitopos vacinais.

Um ponto interessante diz respeito a porgdo que carrega a maior variabilidade
nas diferentes LigB. Foi evidenciado que a por¢cao da proteina que contém a maior
diversidade de sequéncia se estende desde os ultimos 420 aminoacidos da regido
que contém os dominios Big2 até aproximadamente a metade da regido C-terminal.

A detecgdo de cada um destes genes por PCR se constitui numa ferramenta
importante a qual possibilita a caracterizagdo de isolados de Leptospira spp. A
informacéo referente a presenga ou auséncia destes genes pode ser usada como
justificativa racional quando do desenvolvimento de uma vacina de amplo espectro.
Pelo método desenvolvido neste estudo, apenas o gene ligB pode ser detectado em
todas as cepas. Tal informagdo nao inviabiliza a utilizagdo das outras proteinas Lig
na constru¢do de uma vacina, uma vez que ligA e ligC foram detectados em todas
as cepas de L. interrogans € L. kirschneri, @ excecao de L. interrogans Lai 56601. Estas
espécies genbmicas representam aquelas mais prevalentemente distribuidas pelo

mundo e a maioria dos humanos e animais acometidos por leptospirose sdo na sua
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maioria contaminados com sorovares destas espécies (FAINE et al., 1999; KO et al.,
1999; LEVETT, 2001). Porém, quando se pensar em uma vacina unica e de amplo
espectro, deve-se levar em consideragao a representatividade da proteina LigB.

Mecanismos evolutivos que conduzem a producdo de polimorfismos de
nucleotideo unico e possivelmente a transferéncia horizontal de DNA foram vistos
ocorrendo dentro da sequiéncia codificadora de ligB, nos mesmos moldes do que
ocorre com outras importantes lipoproteinas de Leptospira spp. (HAAKE et al., 2004) e
ainda em proteinas de adesdo em outras bactérias Gram negativas como Escherichia
coli € Gram positivas como Streptococcus pyogenes (TOWERS et al., 2003; ZHANG
et al., 2002; TARR et al., 2002).

Interessantemente, as delegdes, inser¢cdes e substituicdes evidenciadas ocupam
uma regido com uma notavel hidrofilicidade, a qual € predita de formar a alga mais
exposta para o exterior da proteina. Nesse caso, a pressao positiva que conduz a
intensa variabilidade neste ponto pode indicar uma maior adaptacédo a hospedeiros
especificos ou ainda sugerir que as alteragées de aminoacidos sdo melhor toleradas
em alcas na superficie. Assim, estas alteragdes teriam papel fundamental no
adequado dobramento da proteina (TOWERS et al., 2003).

A anadlise filogenética com base na sequéncia de LigB, tanto em nivel de
nucleotideos quanto de aminoacidos, permitiu tragar a relagdo evolutiva e o grau de
parentesco entre as cepas de Leptospira spp. Em funcdo das diferencgas
interespecificas de ligB, este gene, por meio da porgao utilizada para a montagem
da arvore filogenética, pode servir como um alvo na diferenciagdo de espécies, o
que até entdo € alcancado com precisao apenas por ensaios de hibridizacdo DNA-
DNA (LEETOCART et al.,, 1999) ou pelo sequenciamento do rDNA 16S (Woese,
2000). A andlise da sequéncia dos gene ompL1, lipL32 e lipL41 (HAAKE et al., 2004)
nao permitiu essa diferenciacdo entre espécies, como foi visto para a regiao
sequenciada do gene ligB.

Diferentemente da situagdo encontrada para lipL32, cuja diferenciagcdo entre L.
borgpetersenii € L. weilli se mostrou ineficiente (HAAKE et al., 2004), o método baseado
em ligB apresentou um grande poder de diferenciacdo. Um fragmento de
aproximadamente 450 pb foi sequenciado a partir dos produtos de PCR gerados
durante a deteccdo de ligB por PCR e, aparentemente, tal regido apresenta

polimorfismo suficiente para permitir a correta classificagdo taxonémica do género
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Leptospira NO nivel de espécie. A sequéncia obtida apresentou-se bastante robusta,
tanto com relagao a facilidade de sua amplificagdo quanto ao seu sequienciamento.

A identidade de sequéncia entre L. interrogans e L. kirschneri € bastante alta e
nenhum ponto de intensa variabilidade foi evidenciado. Em L. interrogans, um
agrupamento que se destacou foi formado por duas cepas do sorovar Manilae,
sendo uma isolada de rato e outra de humanos. Outro agrupamento de L. interrogans,
porém menos destacado, foi formado pelos sorovares Icterohaemorragiae,
Copenhageni e Lai. Estes formaram também um ramo separado, porém
demonstraram uma distancia menor em relacdo aos outros sorovares do que aquela
vista para Manilae. Alguns sorovares de L. kirschneri, encontram-se préximos dos de
L. interrogans, como € o caso do Grippotyphosa RM52, o que pode ser indicativo de
um ancestral evolutivo comum.

A diferenciagdo de espécies, baseada em ligB, aparece como um método que
pode ser empregado para as cepas de leptospiras patogénicas. Porém,
evidentemente apresenta restricdes quanto a sua aplicacdo para cepas de espécies
saprofitas.

A grande maioria das amostras empregadas na montagem da arvore filogenética
deste estudo ja havia sido anteriormente testada quanto ao potencial de lipL32 como
um loci diferenciador de espécies, usando o gene 16S como um padrao (HAAKE et
al., 2004). Interessantemente, a arvore montada com base em ligB obteve resultados
similares aquela montada anteriormente para o gene do rDNA 16S, sobre as
mesmas amostras. O sequenciamento do rDNA 16S é uma abordagem padrao para
a analise filogenética (WOESE, 2000) e até o momento nenhum gene de Leptospira
spp. havia sido capaz de substituir a altura o poder discriminatoério do 16S.

Mediante as analises comparativas deste estudo foi possivel demonstrar ainda a
possibilidade de se basear o desenvolvimento de uma vacina contra leptosirose nas
proteinas Lig, as quais aparecem como potenciais antigenos protetores em fungao
de sua exposi¢ao na superficie, regulagdo no hospedeiro, estrutura e participagcéo na
patogénese molecular de Leptospira spp.

Em funcdo dos achados deste estudo, LigB surge como um candidato em
potencial a ser explorado na producdo de uma vacina por apresentar-se amplamente
distribuida e ser relativamente conservada entre as diferentes espécies e sorovares

de Leptospira Spp.
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