UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

Programa de Pos-Graduacao em Biotecnologia

Dissertacido

Vacinologia reversa e estrutural: Identificagao da
localizagao celular de alvos vacinais contra

leptospirose

Jéssica Dias Souza

Pelotas, 2017



Jéssica Dias Souza

Vacinologia reversa e estrutural: Identificacao da localizagcao celular de alvos

vacinais contra leptospirose

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduagdo em  Biotecnologia da
Universidade Federal de Pelotas, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias (area do Conhecimento:

Biotecnologia).

Orientador: Dr. Alan John Alexander McBride

Coorientador: Dr. André Alex Grassmann

Pelotas, 2017



S719v Souza, Jéssica Dias

Vacinologia reversa e estrutural : identificagao da
localizagao celular de alvos vacinais contra leptospirose /
Jéssica Dias Souza ; Alan John Alexander McBride,
orientador ; André Alex Grassmann, coorientador. —
Pelotas, 2017.

87 f. 1l

Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacao
em Biotecnologia, Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico,
Universidade Federal de Pelotas, 2017.

1. Imunofluorescéncia. 2. Leptospira. 3. Vacinas
recombinantes. 4. Proteinas de membrana. 5. Proteinas
expostas na superficie. |. McBride, Alan John Alexander,
orient. Il. Grassmann, André Alex, coorient. Ill. Titulo.

CDD : 614.56

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Antonio Sergio Varela Junior (Universidade Federal do Rio Grande, Instituto
de Ciéncias Bioldgicas)

Prof. Dr. Fabio Pereira Leivas Leite (Universidade Federal de Pelotas, Centro de
Desenvolvimento Tecnoldgico)

Prof. Dr. Fabricio Rochedo Conceig¢ao (Universidade Federal de Pelotas, Centro de
Desenvolvimento Tecnoldgico)

Prof. Dr. Alan John Alexander McBride (Orientador, Universidade Federal de Pelotas,

Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico)



Para meus pais, minha avé e irm&os, com carinho e gratidao.

Dedico.



Agradecimentos

Aos meus pais, irmao e avo, por sempre me incentivarem e me apoiarem a
seguir meus sonhos. A minha pequena irma, que possui poucos meses, mas que me
traz imensa alegria pelo simples fato de existir.

Ao professor Alan, pela orientagédo, ensinamentos, pela confianga depositada
em mim e pela amizade.

Ao André, que sempre esteve ao meu lado, e em momento algum me deixou
faltar apoio e orientagdo. Obrigado por acreditar em mim, pela paciéncia, e por
compartilhar comigo este momento.

Aos queridos colegas e amigos do LPDI e biotecnologia, Liana, Gabriana,
Vitor, Matheus, Marcelle, Carol, Neida, Mara, Amanda, Tom e Carlos, por todo auxilio
e bons momentos durante esses anos.

Aos professores da biotecnologia, por todos os ensinamentos que aprendi
com vocés. Ao professor Antonio Sergio por todo o conhecimento passado a mim,
essencial ao meu trabalho.

Aos funcionarios e amigos da biotecnologia, e Biotério, Anelize, Cristina,
Patricia e Sandra, por tornarem tudo mais facil.

A todos que de alguma forma contribuiram para que este momento chegasse.

Muito obrigada!



Resumo

SOUZA, Jéssica Dias. Vacinologia reversa e estrutural: Identificagao da
localizagao celular de alvos vacinais contra leptospirose. 2017. 87f. Dissertacao
(Mestrado) - Programa de Pds-Graduagao em Biotecnologia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

A leptospirose € uma doenga tropical negligenciada que acomete mais de 1 milh&do de
pessoas em todo o mundo a cada ano, com cerca de 60 mil ébitos. Ela € causada por
espiroquetas do género Leptospira. A unica vacina disponivel para o controle da
doencga € uma bacterina, que apesar de protetora e usada mundialmente para animais,
apresenta diversos efeitos adversos, imunidade de curta duracdo e restrita aos
sorovares que compdem a formulagdo. Ha4 uma necessidade de desenvolvimento de
uma nova vacina contra a leptospirose capaz de conter o avango da doenca. Neste
trabalho, uma nova abordagem €& apresentada para descoberta de novos alvos
vacinais, baseada na vacinologia reversa e estrutural. O objetivo deste trabalho foi a
confirmacao da localizagdo de possiveis alvos vacinais na superficie celular de L.
interrogans através do estabelecimento de uma nova técnica in vitro. Ao total, foram
identificadas 18 proteinas de membrana externa com conformagao de barril-B
transmembrana, preditas como contendo epitopos imunogénicos e presentes nas
Leptospira spp. infecciosas. Destas, nove proteinas foram produzidas através de
expressdo heteréloga em Escherichia coli e utilizadas para gerar anticorpos
policlonais. Os anticorpos foram caracterizados e utilizados para avaliar a localizagao
das proteinas nativas correspondentes pela técnica de imunofluorescéncia de
superficie. Esta técnica confirmou que LIC10881 €& uma proteina barril-
transmembrana exposta na superficie de L. interrogans. Todavia, a mesma
abordagem sugeriu erroneamente a proteina flagelar FcpA como exposta na
superficie da bactéria. A técnica de aprisionamento de espiroquetas em esferas de
agarose de baixo ponto de fusdo foi adaptada e aplicada de forma inovadora para L.
interrogans. Esta técnica confirmou que as lipoproteinas LigB, LipL32 e LcpA estao
expostas na superficie da leptospiras patogénicas. Esta técnica € promissora para
determinar a localizagdo de proteinas na superficie celular de L. interrogans, porém
ainda carece de maior comprovagao experimental.

Palavras-chave: Imunofluorescéncia, Leptospira, vacinas recombinantes, Proteinas
de membrana, Proteinas expostas na superficie.



Abstract

SOUZA, Jéssica Dias. Reverse and structural vaccinology: Identification of
leptospirosis vaccine targets exposed on cell surface. 2017. 87f. Dissertagéo
(Mestrado) - Programa de Pds-Graduagao em Biotecnologia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Leptospirosis is a neglected tropical disease responsible for more than 1 million cases
worldwide every year and approximately 60,000 deaths. Spirochetes belonging to the
Leptospira genus are the causative agent of leptospirosis. The only vaccine available
for disease control is a bacterin that, while protective and extensively used in animals,
induces a short-term, serovar restricted, immune response and causes adverse side-
effects. There is a need for the development of a new leptospirosis vaccine to control
the spread of this disease. In the present work, an innovative approach for vaccine
target discovery based on reverse and structural vaccinology is presented. The
objective of the current work was to confirm the localization of potential vaccine
candidates on the L. interrogans cell surface through the development of a new in vitro
technique. Eighteen outer membrane proteins with a B-barrel transmembrane structure
were identified and predicted to contain immunogenic epitopes. These proteins were
conserved among the infectious Leptospira spp. Nine proteins were expressed in
Escherichia coli and used to produce polyclonal antibodies. Following characterization,
the antibodies were used to evaluate the localization of the corresponding native
proteins using a surface immunofluorescence assay. This assay confirmed that
LIC10881 is an L. interrogans surface-exposed [B-barrel transmembrane protein.
However, the same approach erroneously suggested the flagellar protein FcpA as a
surface-exposed outer membrane protein. The approach based on the encapsulation
of spirochetes in low melting point agarose microdroplets was adapted to L.
interrogans. This assay confirmed that the lipoproteins LigB, LipL32 and LcpA are
exposed on the bacterial surface. This is promising approach for the experimental
demonstration of surface protein localization in L. interrogans, however it still requires
further experimental evaluation.

Keywords: Immunofluorescence, Leptospira, Recombinant vaccines, Outer
membrane proteins, Surface-exposed proteins.
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1 INTRODUGAO GERAL

A leptospirose é uma zoonose de distribuicdo mundial que acomete grande
parte dos mamiferos (Dietrich et al., 2015, Ellis, 2015). E uma doenga negligenciada
que esta relacionada principalmente com paises subdesenvolvidos e de climas
tropicais, afetando especialmente populag¢des rurais € moradores de favelas (Maciel
et al.,, 2008, Reis et al., 2008, Felzemburgh et al., 2014). Os sintomas clinicos
apresentados durante a doenga podem variar de uma leve doencga febril, até
complicagdes sistémicas potencialmente fatais, como a Doenga de Weil e Sindrome
Hemorragica Pulmonar Associadas a Leptospirose (SHPAL) (Ko et al., 2009). Durante
a forma leve da doenca, os sintomas sao facilmente confundidos com os de outras
doengas como malaria e dengue, subestimando ainda mais o numero de casos
acometidos pela doenga (Ko et al., 2009, Costa et al., 2015). A taxa de mortalidade
nos casos de Doenca de Weil e SHPAL chega a 10% e 70%, respectivamente
(McBride et al., 2005). Cerca de 1,03 milhdes de casos s&o estimados por ano no
mundo e destes, cerca de 58.900 casos resultam em morte por leptospirose. Esta
zoonose também € um problema de saude veterinaria, causando perdas na
produtividade e consequentemente grande impacto econdémico (Ellis, 2015).

O agente etiolégico da leptospirose sdo espiroquetas do género Leptospira
(Faine et al.,, 1999). As leptospiras sédo bactérias espiraladas, com 0,15 ym de
diametro e comprimento de 10-20 um. Leptospira abrange ao total 22 espécies, sendo
15 espécies infecciosas (10 patogénicas e 5 intermediarias) e 7 saprofitas (Picardeau,
2017). Leptospira € um grupo de bactérias didermes, tais como as Gram-negativas,
compostas por duas membranas e um espaco periplasmatico entre elas, com dois
flagelos periplasmaticos, cada um ancorado em uma extremidade da bactéria
(Cameron, 2015). O género também possui classificagdo sorolégica baseada na
estrutura do antigeno O do lipopolissacarideo (LPS) presente na membrana externa
(ME) (Levett, 1999, Bharti et al., 2003). Sorovares antigenicamente relacionados sé&o
agrupados em sorogrupos (Faine et al., 1999).

As leptospiras sao transmitidas principalmente pelo contato do hospedeiro em
potencial com agua e solo contaminados pela urina de animais infectados (Mwachui
et al., 2015). As primeiras barreiras de defesa do hospedeiro contra as leptospiras sao
as barreiras da pele, muco e saliva (Asoh et al., 2014), sendo assim, as bactérias

penetram no organismo por rupturas na pele e membranas mucosas. A motilidade das
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leptospiras (movimento semelhante ao de um saca rolha) permite que elas se movam
mais rapidamente em meios viscosos (como tecidos conectivos em hospedeiros) do
que meios liquidos (Charon et al., 1992). Apds atravessar a principal barreira do
hospedeiro, as bactérias se dispersam pela corrente sanguinea até atingir diferentes
orgaos (Wunder et al., 2016b). Leptospiras colonizam principalmente os tubulos
proximais dos rins, por onde serao excretadas no ambiente através da urina (Andre-
Fontaine et al., 2015), dando continuidade ao ciclo do patdégeno. Apesar desse
mecanismo de invasao estar relativamente bem descrito, a via utilizada para
inoculagao de leptospiras e estabelecimento de infeccdo em modelos animais segue
sendo via intraperitoneal na grande maioria dos experimentos (Coutinho et al., 2014).

Como forma de prevenir a doenga, somente vacinas compostas de bacterina
(célula inteira inativada) estdo disponiveis no mercado atualmente e apenas para
animais, com excegao de alguns poucos paises que vacinam popula¢gdes humanas
(McBride et al., 2005, Adler, 2015c). Apesar de conferir protecao, essa estratégia
vacinal possui desvantagens, como resposta imune restrita somente aos sorovares
inclusos na imunizagao e protegao gerada de curta duragéo (Adler, 2015c). Outras
tentativas de desenvolver uma vacina a partir de proteinas recombinantes estao sendo
estudadas, como por exemplo a LipL32, e as proteinas Lig (Leptospiral
Immunoglobulin-like proteins) (Dellagostin et al., 2017). Porém, at¢é o momento,
nenhuma vacina experimental induziu protecao total, de longa duragéo, contra todas
as leptospiras responsaveis pela leptospirose, preenchendo todos os requisitos para
uma vacina universal capaz de prevenir a doencga (Grassmann et al., 2017b).

O principio da Vacinologia Reversa (VR) é avaliar in silico potenciais
candidatos vacinais codificados pelo genoma do patégeno de interesse e reduzir o
numero de alvos vacinais para um numero razoavel a ser testado em laboratério
(Delany et al., 2013). Triagens in vitro permitem reduzir ainda mais o numero de
candidatos vacinais a serem testados, diminuindo também o numero de animais
utilizados em testes destas vacinas. Esta estratégia aumenta as chances de sucesso
no desenvolvimento de vacinas ao testar em modelos animais apenas alvos
racionalmente selecionados. Leptospiras sdo bactérias extracelulares e a resposta
imune humoral é creditada como principal responsavel pela eliminagdo das mesmas,
pelo menos na maioria dos hospedeiros (Zuerner, 2015). Para um reconhecimento
eficiente da bactéria viva e circulante por parte de anticorpos, 0s mesmos precisam

ser gerados contra antigenos presentes na superficie da bactéria. Em bactérias
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didermes, como a Leptospira, as proteinas que possuem pelo menos uma porgao
exposta na superficie da bactéria sao proteinas transmembrana de ME (com estrutura
de barril-B), lipoproteinas ancoradas a ME, e possivelmente proteinas secretadas que
de alguma forma interagem com as demais (Haake and Zuckert, 2015, Grassmann et
al., 2017a). A determinacao experimental da localizagao de proteinas de superficie
em Leptospira spp. atualmente é baseada em técnicas como a protedlise de superficie
por proteinase K (pK) e imunofluorescéncia (IF) de superficie (Pinne and Haake,
2013). Estas técnicas podem ser agressivas a fragil ME de Leptospira (Faine et al.,
1999), gerando resultados inconclusivos e sujeitos ao viés de identificar erroneamente
proteinas nao expostas, quando a ME foi rompida (Wolff et al., 2013). Neste contexto,
ha a necessidade de desenvolvimento de técnicas experimentais que garantam a
integridade da ME para a determinacdo confiavel da localizagdo celular de alvos
vacinais preditos por VR como expostos na superficie de Leptospira spp.

O objetivo deste trabalho foi identificar in silico alvos vacinais em potencial
contra a leptospirose, através de uma abordagem de VR; desenvolver uma técnica
focada na manutengcdo da integridade da ME de leptospiras para determinar a
localizacdo de proteinas de ME; e demonstrar a localizagdo de alvos vacinais na
superficie da célula de L. interrogans. Desta forma, as abordagens aplicadas visam o

desenvolvimento de uma vacina universal contra leptospirose.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Leptospirose: a zoonose mais abrangente no mundo

A leptospirose é a zoonose bacteriana mais comum, com distribuigdo mundial
(com excecado das zonas polares) infecta todos os mamiferos investigados quanto a
presenca de leptospiras (Ellis, 2015, Jobbins and Alexander, 2015, Mgode et al.,
2015). O agente etiolégico da doencga foi identificado a mais de 100 anos (Stimson,
1907, Inada et al., 1916) e até o momento € uma doenga em que o numero de casos
continua em ascensdo. Estima-se que ocorram cerca de 1,03 milhdes de casos por
ano no mundo inteiro, e destes cerca de 58.900 casos resultam em morte (Costa et
al., 2015).

A distribuicdo dos casos da doenga no mundo leva em consideragao diversos
fatores, como geografia, clima e classe social. Paises tropicais apresentam maior
incidéncia de leptospirose mundial (73%) (Costa et al., 2015), fato que € atribuido as
condicbes ambientais e socioeconémicas nesta regido. Nestes locais, ha maior
abundancia de hospedeiros reservatoérios (principalmente roedores), sobrevivéncia da
bactéria na agua e solo, e risco aumentado de exposi¢do de humanos a estas fontes
de infecgado (Levett, 2001, Reis et al., 2008, Felzemburgh et al., 2014). Nestes paises
de clima tropical, na maioria subdesenvolvidos, a leptospirose € endémica e
frequentemente sazonal, relacionada a periodos de chuvas intensas e inundacoes.
Em paises desenvolvidos, a leptospirose € uma doenga de carater ocupacional e
recreativo, cuja ocorréncia esta relacionada a profissdes relacionadas ao meio rural,
veterinarios, bem como praticantes de esportes aquaticos (Lacerda et al., 2008, Sethi
et al., 2010).

Homens adultos, na faixa etaria de 20-29 anos sdo mais acometidos pela
doenca do que mulheres e criangas, enquanto que homens com faixa etaria de 50-59
anos formam o grupo com maiores indices de mortalidade por leptospirose (Costa et
al., 2015). A maior incidéncia de casos e mortalidade no género masculino esta
associada a ocupacgdes e atividades de risco (Reis et al., 2008, Felzemburgh et al.,
2014). Individuos com ocupagdes de risco pelo contato com potenciais fontes de
leptospiras incluem: veterinarios, profissionais de abatedouros, fazendeiros

(principalmente quem trabalha com gado leiteiro), cagadores, cuidadores de animais,
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cientistas e técnicos que manipulam animais de laboratério (Steneroden et al., 2011).
A maioria das estimativas das taxas de morbidade e mortalidade ocorre em regides
onde ha agricultura de subsisténcia, e onde a doenga € um problema de saude
veterinaria que causa perdas na produtividade (Costa et al., 2015). A severidade da
doencga pode variar de acordo com o sorovar infectante e a espécie afetada, mas
existem muitos aspectos comuns entre as espécies: a fase aguda da infeccéo é
principalmente subclinica, e as grandes perdas econémicas provem da infecgéo
cronica, que causam principalmente perdas na reproducao (Ellis, 2015).

A leptospirose € uma doenca tipicamente bifasica, iniciando com uma fase
aguda onde os sintomas clinicos em humanos incluem febre leve, acompanhada de
enjoos, dores de cabega e musculares (Haake and Levett, 2015). Esta doenca febril
pode ser auto limitante, durando em torno de uma semana. Se néo resolvida, a doenga
progride para uma forma severa, caracterizada como uma doencga ictérica,
potencialmente fatal, também chamada Doenca de Weil (Inada et al., 1916). A
apresentacao da leptospirose severa pode incluir disfuncéo hepatica e renal, uveite,
meningite e hemorragia (Segura et al., 2005, Gouveia et al., 2008). Cerca de 10% dos
infectados progridem para a forma grave, apresentando falha de diversos érgaos. A
apresentacao clinica com maior letalidade é a SHPAL (Haake and Levett, 2015). A
SHPAL ainda ndao € bem compreendida, parece estar relacionada a um evento
inflamatdrio severo, com auséncia de leptospiras no pulmao destes pacientes. A taxa
de mortalidade em pacientes com SHPAL chega a >50% dos casos, e os relatos estao

cada vez mais frequentes (Ko et al., 2009).

2.2 Leptospira: o agente etioldégico da Leptospirose

Bactérias pertencentes ao género Leptospira foram primeiramente descritas
como Spirocheta interrogans em 1907 por Stimson porque apresentavam forma
semelhante ao de um ponto de interrogagao (Stimson, 1907), formato que se deve a
presenga de dois flagelos ancorados nas regides terminais do microrganismo. Em
1916, Inada e colaboradores isolaram e caracterizaram pela primeira vez o patégeno
responsavel pela doenga de Weil (Inada et al., 1916).

Inicialmente o género Leptospira foi divido em espécies patogénicas e nao-
patogénicas (Adler, 2015a). Atualmente, o género Leptospira possui 22 espécies,
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distribuidas em 3 grupos principais por relagdes filogenéticas: 10 espécies
patogénicas, cinco intermediarias e sete saprdéfitas (Figura 1). As espécies
patogénicas e intermediarias sdo capazes de infectar hospedeiros diversos, enquanto
as saprofitas sdo organismos de vida livre, encontrados em aguas e solos e diferente
das espécies patogénicas, ndo sao capazes de infectar hospedeiros (Faine et al.,
1999). A classificacdo taxonémica atual considera a distancia entre genomas para
determinar que uma espécie é diferente de outra e € atualmente determinada por

analises in silico dos genomas sequenciados (Picardeau, 2017).
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Figura 1. Arvore filogenética de Leptospiraceae. Baseada nas sequéncias de rRNA 16S. Essa figura
ndo inclui a espécie saprofita L. idonii, cujo genoma nao foi sequenciado até o momento. Figura
adaptada de Picardeau (2017).

Existe ainda a classificagdo soroldgica de leptospiras, que é definida a partir
da heterogeneidade do antigeno O do LPS (Levett, 2001, Bharti et al., 2003). Baseado
nesta abordagem, o género é classificado em mais de 300 sorovares. Os sorovares
sao definidos pela aglutinagdo apds absorgao cruzada com anti-soro de coelho com

antigeno heterélogo (Dikken et al., 1978, Kmety and Dikken, 1993). Sorovares
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antigenicamente relacionados sao ainda agrupados em 24 sorogrupos distintos. Esses
agrupamentos nao tém valor taxondmico, mas séo uteis para o diagnostico sorologico
inicial e para o entendimento epidemioldgico a nivel regional ou populacional (Faine
et al., 1999).

As leptospiras tem formato helicoidal alongado e séo finas, possuindo 0.15 ym
de didametro, 10 a 20 ym de comprimento e cada um de seus flagelos internos
possuem 3 um de comprimento (Picardeau, 2017). Por serem muito finas e possuirem
alta motilidade, essas bactérias ndo sao facilmente visiveis em microscopia com luz
normal, sendo a microscopia de campo escuro o padrao para visualizagdo destas
bactérias (Cameron, 2015). As leptospiras que sao isoladas de animais hospedeiros
sdo morfologicamente mais curtas e espiraladas do que as cultivadas em laboratério
(com varias passagens in vitro) e cepas de sapréfitas (Ellis et al., 1983). As bactérias
que sao cultivadas in vitro em meio com pouca abundancia de nutrientes se tornam
alongadas, resultando em células mais lentas e ndo saudaveis. Da mesma forma,
essas bactérias também podem vir a adquirir uma conformacado esférica,
caracterizada pela degradacéo celular devido a ma nutricdo (Cameron, 2015).

A motilidade das leptospiras esta relacionada a presencga de dois endoflagelos
presentes no espaco periplasmatico, esses sao ancorados nas regides terminais da
membrana interna (Ml) e se estendem ao longo da célula sem se sobreporem na
regido central (Picardeau, 2017). Esses microrganismos possuem rapida motilidade
translacional, movendo-se aproximadamente 20 um em 2-3 segundos (Faine et al.,
1999). O movimento de rotacdo é dado a partir da rotacdo dos flagelos juntamente
com o rolamento da célula em direcdo oposta, gerando uma onda helicoidal que
propulsiona a célula (Goldstein and Charon, 1988), enquanto que o movimento
translacional ocorre apenas quando os endoflagelos estdo em movimento de rotagao
opostos (Nakamura et al., 2014). Em geral, o flagelo é formado por trés principais
estruturas: o corpo basal (que funciona como um motor rotativo transmembrana), o
gancho flexivel (através do qual o filamento propulsiona a bactéria quando é girado
pelo motor) e o filamento (que é conectado ao corpo basal através do gancho). As
proteinas que compdem os endoflagelos sdo altamente conservadas entre as
espécies de leptospiras. Os filamentos flagelares de Leptospira sao compostos por
uma camada interna (nucleo) e uma camada externa (bainha), e formados por no
minimo sete proteinas em L. interrogans (Picardeau, 2017). Quatro genes sao

responsaveis por codificar a proteina FlaB, com alto grau de identidade entre si e que
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se encontra em diferentes concentragdes nas células (300-12000 cépias por célula)
(Malmstrom et al., 2009). Outros dois genes sao responsaveis por codificar a proteina
FlaA (4500 copias por célula), outro componente do flagelo de leptospiras, que possui
baixa identidade entre os genes responsaveis pela sua codificagao (Malmstrom et al.,
2009, Picardeau, 2017). Uma proteina componente da bainha flagelar foi
recentemente identificada e nomeada Flagelar coiling protein A — FcpA. Esta proteina
€ apresentada em abundancia (8000 copias por célula), sendo responsavel pelo
formato enrolado dos flagelos, além de ser essencial a viruléncia e invasdo da
bactéria. FcpA é ainda, exclusiva do género Leptospira (Wunder et al., 2016a).

Espécies de Leptospira demonstram um aumento na velocidade ao cruzarem
meios de alta viscosidade (Kaiser and Doetsch, 1975, Petrino and Doetsch, 1978,
Charon and Goldstein, 2002, Takabe et al., 2013). Esta capacidade tem sugerido o
acréescimo na sobrevivéncia da bactéria em ambientes naturais e na invasdo de
tecidos por espécies patogénicas (Goldstein and Charon, 1988, Takabe et al., 2013).
Leptospiras patogénicas que sobrevivem em diferentes ambientes (agua e mamiferos
hospedeiros), mantém a sua motilidade em exposi¢do a osmolaridade fisiologica,
enquanto que espécies saprofitas a perdem nessas condigdes (Takabe et al., 2013),
fato essencial que conecta a motilidade associada a viruléncia dessas bactérias
(Cameron, 2015).

Leptospiras saprofitas e patogénicas crescem sob condigbes aerdbicas e
possuem um crescimento ideal de 28-30 °C, embora as espécies saprofitas também
cresgam em baixas temperaturas (11-13 °C) enquanto as patogénicas cresgam em
temperaturas mais altas (37 °C). O pH 6timo para crescimento é de 7,2-7,6. O
crescimento bacteriano depende da espécie, da adaptacéo ao cultivo em laboratério
e do indculo inicial utilizado na cultura. O tempo de duplicagao para as patogénicas in
vivo é de 6-8 horas enquanto que in vitro € de 14-18 horas, podendo ter crescimento
inicial estimado entre dias e semanas. Ja o tempo de duplicacdo de espécies
saprofitas varia de 4-5 horas. O uso de um cultivo em fase estacionaria para iniciar
uma nova cultura (1-10% do volume do novo meio) resulta no seu crescimento maximo
em 4-7 dias para patogénicas e 2-3 dias para saprdfitas (Faine et al., 1999).

Existem trés tipos de meios liquidos comumente utilizados para crescimento
de leptospiras: o meio Ellinghausen-McCullough modificado por Johnson-Harris, o
EMJH (Ellinghausen and McCullough, 1965, Johnson and Harris, 1967) que € o meio

liquido mais rotineiramente utilizado; o meio Stuart (Zuerner, 2005), rico em soro de
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coelho que promove o crescimento da bactéria, mas € propenso a precipitar o fosfato
componente na sua formulagao e isto pode prejudicar a visualizagao das bactérias
sob microscopia de campo escuro; o meio Korthof (Cameron, 2015) que
semelhantemente ao meio Stuart, contém soro que promove o crescimento bacteriano
mas também tem a visualizagao das bactérias prejudicada devido a precipitagao do
fosfato (Cameron, 2015). Leptospiras também podem ser cultivadas em meio
semissolido, onde formam uma densa zona de crescimento chamada de disco de
Dinger (Lawrence, 1951). O tempo de transferéncia do meio semissolido varia de
acordo com a cepa (semanal ou até mesmo 6 meses). O crescimento de leptospiras
em meio solido é geralmente dificultoso e também n&o sao todas as cepas que
conseguem crescer neste tipo de meio. Quando € possivel, o crescimento das
colénias ocorre de 10 dias a 6 semanas (Cameron, 2015). O isolamento de leptospiras
a partir de amostras biolégicas pode ser feito em meio EMJH através da adicao de
urina, tecidos (Zuerner, 2005) e sangue (Wuthiekanun et al., 2007).

Leptospiras podem ser estocadas em meio semissélido a temperatura
ambiente. No entanto leptospiras patogénicas nessas condigbes podem demonstrar
reduzida viabilidade e perda de viruléncia (Cameron, 2015). Para evitar isso,
leptospiras também podem ser criopreservadas em EMJH contendo dimetilsulfoxido
(DMSOQO) em nitrogénio liquido (Palit et al., 1986, Zuerner, 2005).

2.3 A Transmissao e o ciclo do patégeno

A transmissdo da leptospirose requer continua circulacdo enzodtica do
patdégeno entre os animais reservatérios, comumente chamados de hospedeiros de
manutengao. Leptospiras patogénicas mantem facilmente a sua transmissao entre
animais silvestres e domésticos através de roedores carreadores assintomaticos da
doenga. Alguns sorovares como Canicola e Hardjo n&o necessitam de roedores para
sua transmissdo, eles sdao mantidos em reservatérios do proprio rebanho que
transmitem os sorovares entre si (Ko et al., 2009). Porém, as leptospiras sao
transmitidas principalmente pelo contato com agua e solos contaminados pela urina

de animais infectados (Mwachui et al., 2015).

Os roedores sao a fonte de infeccao de leptospiras mais frequente em zonas

urbanas, enquanto que animais domésticos, de producao e silvestres sdo importantes
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fontes de transmissao em zonas rurais (Ellis, 2015). Estas bactérias colonizam os rins
de seus hospedeiros e séo liberadas através da urina no ambiente externo, onde séao
capazes de sobreviver por varios meses (Trueba et al., 2004). Leptospiras sé&o as
unicas espiroquetas capazes de sobreviver fora do hospedeiro, e essa capacidade de
persistir no ambiente pode estar associada a sua habilidade de formar agregados
celulares (Trueba et al., 2004) e biofiimes (Trueba et al., 2004, Ristow et al., 2008,
Vinod Kumar et al., 2016).

A persisténcia renal e excreg¢ao urinaria podem durar anos e as leptospiras
podem apresentar tropismo para outros tecidos que nao os rins, como por exemplo, o
trato genital (Ellis et al., 1986a, Ellis et al., 1986b). A exposi¢cdo de humanos a bactéria
pode ocorrer através de contato direto com urina ou tecidos de animais contaminados
ou indireto, através da agua e solos contaminados (Figura 2). A magnitude do risco
depende da prevaléncia local, da carga bacteriana, e o grau e frequéncia em que um

individuo é exposto (Steneroden et al., 2011).

O contato indireto com agua e solos contaminados com leptospiras € muito
mais comum do que o contato direto, e pode estar associado com ocupagao ou
atividades de lazer. Além dos fatores associados a atividades ao ar livre, também
estdo expostos trabalhadores que entram em esgotos, atividades militares e
agricultura em regides tropicais de alta precipitagdo. Trabalhadores na agricultura com
risco incluem os que trabalham em fazendas de arroz, inhame, banana, cana de
agucar e abacaxi (Levett, 2001). Estas ocupag¢des envolvem atividades que
comumente resultam na exposigao de cortes e abrasdes a solo e agua contaminados
com a urina roedores ou de outros animais infectados (Smythe et al., 1997). Atividades
de lazer incluem todos os esportes relacionados com agua, incluindo caiaque (Shaw,
1992) e triatlon (Sejvar et al., 2003), dentre outros.



25

Figura 2. Ciclo de transmissdo de leptospiras patogénicas. Animais silvestres, domésticos, de
producgédo, roedores (carreadores assintomaticos da doenga) e humanos podem ser infectados por
leptospiras. Todos podem vir a se infectar a partir da urina de outros animais infectados ou a partir de

agua e solos contaminados pela urina de animais portadores de leptospiras.

2.4 Hospedeiros carreadores da doencga e a leptospirose animal

Leptospiras podem infectar os mamiferos, incluindo pinipedes e morcegos,
bem como aves, anfibios, repteis e possivelmente peixes (Dietrich et al., 2015, Ellis,
2015, Jobbins and Alexander, 2015, Mgode et al., 2015). Os humanos sao
hospedeiros acidentais, ou seja, individuos em que as leptospiras patogénicas
causam manifestagdes agudas da doenga, mas normalmente ndo os induzem a um
estado carreador que é necessario para a sua transmissao (Ko et al., 2009).

Em ratos as leptospiras infectantes sdo removidas de todos os 6rgaos, com
excegao dos rins, onde permanecem nos tubulos contorcidos proximais (Nally et al.,
2005, Athanazio et al., 2008). Dessa forma, os ratos podem excretar leptospiras em
altas concentragdes, cerca de 107 organismos/ml de urina, por até nove meses apoés
infeccdo experimental (Sterling and Thiermann, 1981). Foi observado por Nally e
colaboradores que rins de ratos cronicamente infectados continham quantidades

substancialmente maiores de antigeno O de LPS que os encontrados nos figados de
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hamsters com a doenga aguda, sugerindo que a expressao do antigeno O facilitaa o
seu transporte pelo organismo do animal (Nally et al., 2005). Os tubulos renais sao
sitios imunoprivilegiados, caracteristica que pode contribuir com o alto grau de
persisténcia do patdgeno (Picardeau, 2017). Além disso, as leptospiras que séo
deixadas na urina tem a expressao reduzida de proteinas que sao reconhecidas pela
resposta imune humoral de ratos (Monahan et al., 2008).

Em bovinos a forma severa da doenga € incomum e geralmente associada
aos sorogrupos Pomona, Icterohaemorrhagiae e Grippotyphosa e em animais jovens.
Sinais clinicos incluem febre, anemia hemolitica, hemoglobinuria, ictericia e
ocasionalmente meningite e morte. Em vacas lactantes, infec¢gdes acidentais sao
frequentemente associadas com pequenas quantidades de sangue no leite. A fase
aguda da doenga com o sorovar Hardjo é geralmente subclinica, com excegao de
fémeas lactantes, onde agalactia pode ocorrer (Higgins et al., 1980). Aborto,
natimortos, prematuros, nascimento de terneiros fracos e com peso reduzido sao as
mais importantes perdas econémicas da leptospirose crénica em bovinos (Ellis et al.,
1985).

Caes sao predadores de muitas espécies de roedores e devido a sua forte
associacao com humanos em muitas sociedades, eles se apresentam como um fator
de risco na transmissdo da leptospirose entre roedores e humanos (Ellis, 2015). O
espectro da doenga pode variar de aguda a ictérica. Formas n&o ictéricas de
leptospirose iniciam como uma subita doenca febril, que é geralmente bifasica. A fase
inicial coincide com bacteremia e dura cerca de uma semana. A fase secundaria pode
ocorrer apos uma remissao de 3-4 dias e coincide com a resposta imune contra a
infeccdo. A fase febril € acompanhada de varios sinais clinicos que podem incluir
apatia, fotofobia, mialgia severa, sufusdo conjuntival, anorexia, nauseas, vomito e
prostracao. Estes sinais também podem ser acompanhados de leucocitopenia,
aumento das transaminases hepaticas e diminuicao das taxas de filtragdo glomerular
(Geisen et al., 2007, Tangeman and Littman, 2013). Em contraste, a leptospirose
ictérica é geralmente mais grave e é caracterizada por sinais hepaticos, renais e
vasculares, além de outros aspectos associados a leptospirose nao-ictérica. A ictericia
ocorre geralmente no inicio da doengca e com a agravagao ictérica, aumentam os
riscos de insuficiéncia renal, hemorragia e colapso cardiovascular (Ellis, 2015). A

forma pulmonar é caracterizada por hemorragia intrapulmonar que conduz a falha
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respiratoria aguda e morte. Uma variedade de sequelas cronicas tém sido descritas
como nefrite intersticial e ocasionalmente uveite (Gallagher, 2011).

Em primatas ndo-humanos, uma soroprevaléncia de 42% foi encontrada em
macacos vervet (Cercopithecus aethiops sabaeus) capturados (Baulu et al., 1987).
Severa, muitas vezes fatal, a doenca tem sido observada em Saimiri sciureus (Perolat
et al., 1992), Callithrix kuhlii (Baitchman et al., 2006), Saguinus labiatus (Reid et al.,
1993) e Macaca sylvana (Shive et al., 1969). O espectro da doenga desenvolvida por
estes animais se assemelha muito a dos humanos: pulmonar e ictérica.
Meningoencefalite e aborto também tem sido reportados (Pereira et al., 2005).

Leptospirose € uma das causas mais comuns de morte em ledes marinhos da
Califérnia encontrados mortos nas praias. A infeccdo nestes animais € caracterizada
por acometer rins e figado, conduzindo a insuficiéncia renal e morte (Prager et al.,
2013). Outros pinipedes também sao afetados como o lobo marinho do norte, o
elefante marinho do norte e as focas (Cameron et al., 2008).

Répteis também tém sido apresentados como portadores de leptospiras. Isso
pode estar associado aos ambientes umidos que habitam, e podem ser um importante
fator de risco para outros animais (Charon et al., 1975). A Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), e cultura de leptospiras tém sido utilizadas em ras e sapos (Diesch
et al., 1966, Babudieri et al., 1973, Gravekamp et al., 1991). Semelhantemente, a
infeccédo tem sido demonstrada em serpentes e tartarugas (Ferris et al., 1961, Glosser
et al., 1974, Hyakutake et al., 1980) .

2.5 Entrada e disseminagao das leptospiras no organismo hospedeiro

As primeiras linhas de defesa contra as leptospiras incluem a pele intacta (que
€ composta por tecido conectivo e tem colageno I, colageno I, elastina, fibronectina e
vitronectina como componentes), muco e saliva (Asoh et al., 2014, Picardeau, 2017).
A infecgao por leptospiras ocorre predominantemente pelo contato do patégeno com
a pele abrasada do hospedeiro (Ko et al., 2009). Assim que as bactérias penetram no
hospedeiro, elas estabelecem uma infec¢cao sistémica por cruzarem as barreiras
teciduais e se disseminarem no organismo através do sangue (Adler, 2015a). As
leptospiras podem ser isoladas da corrente sanguinea minutos apos a inoculagéo
(Faine et al., 1999) e detectadas em diferentes 6rgaos tao cedo quanto 1h apds a
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inoculagao (Faine, 1957a, Faine, 1957b, Athanazio et al., 2008, Lourdault et al., 2009).
Em contraste com outras bactérias, o meio viscoso (como nos tecidos conectivos)
promove ainda mais a motilidade de leptospiras, devido ao movimento semelhante ao
de um “saca rolhas” (Charon et al., 1992). Esta motilidade é essencial para as
leptospiras atravessarem as barreiras teciduais, como demonstrado em diferentes
experimentos com mutantes que perderam a capacidade de movimentagao (Wunder
et al., 2016a). Leptospira interrogans € capaz de transitar rapidamente entre as
camadas unicas de células, mas nao entre as jungdes celulares (Toma et al., 2011).
As bactérias podem alcancgar os érgaos rapidamente através da sua disseminagao
hematogénica.

Em ratos, modelos animais para a fase crénica da doenca, as bactérias
também podem ser rapidamente encontradas em todos os 6rgaos logo apés a entrada
das leptospiras, mas em seguida sado eliminadas de todos os tecidos com excegao
dos rins, onde persistem nos tubulos proximais (Athanazio et al., 2008). No entanto,
leptospiras patogénicas tem amplo tropismo, pois podem infectar todos os 6rgaos,
causando danos em diversos tecidos de hospedeiros suscetiveis (Ko et al., 2009,
Picardeau, 2017), ainda que a pressao seletiva varie em compartimentos diferentes.
Por exemplo, os rins sdo 6rgaos imunoprivilegiados e as leptospiras sao capazes de
se replicar dentro deles sem sofrer ataque da resposta imune como ocorre em outros
orgaos. Leptospiras patogénicas expressam na sua superficie proteinas adesinas que
podem promover a sua interagdo com diversos componentes das células do
hospedeiro, incluindo a matriz extracelular, caderinas do endotélio vascular e outras
macromoléculas (incluindo proteinas do complemento, trombina, fibrinogénio e
plasminogénio) que facilitam a evasdo da bactéria ao sistema imune do hospedeiro e
promovem a sua disseminacéo no organismo (Picardeau, 2017).

Manifestacbes severas na fase tardia da doenga geralmente ocorrem de
quatro a seis dias depois do inicio da doenga, mas pode variar dependendo da dose
do inoculo infectante e outros fatores determinantes da doenca. O desenvolvimento
da leptospirose e a progressdo da doenga sado influenciados por fatores de
suscetibilidade do hospedeiro, a dose infectante do inéculo e as caracteristicas de
viruléncia da cepa infectante (Ko et al., 2009).
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2.6 Mecanismos de evasao da resposta imune

A resposta imune adaptativa desenvolvida contra a leptospirose é
principalmente humoral (Picardeau, 2017). Anticorpos aglutinantes protetores
produzidos durante a infecgdo sao gerados contra o LPS, e a resposta ao LPS é
especifica para a constituicdo molecular que a induziu (Gomes-Solecki et al., 2017,
Picardeau, 2017). A resposta imune é montada rapidamente apds a infecgao (Inada
et al., 1916) e IgM é gerada logo apds 3 dias da infecgao pela via intraperitoneal com
L. interrogans (Adler and Faine, 1976, Chassin et al., 2009). A resposta imune humoral
€ crucial contra a leptospirose e € mediada por Receptores do tipo Toll (TLR4), um
membro da familia de receptores da resposta imune inata. Esses receptores estédo
envolvidos no reconhecimento de agentes microbianos, atravées dos padrbes
moleculares associados a patogenos (PAMPs), como o LPS, e estdo envolvidos
também na expressdo de peptideos antimicrobianos, quimiocinas, citocinas, e
moléculas de coestimulagdo, que conduzem ao recrutamento de células imunes, e
culmina na eliminagdo do patégeno e subsequentemente em protecdo (Gomes-
Solecki et al., 2017).

Semelhante a outros patdgenos, leptospiras podem modificar a estrutura do
LPS para se adaptar a mudancas ambientais e evitar reconhecimento pelo sistema
imune do hospedeiro (Eshghi et al., 2015). Um dos mecanismos de suscetibilidade
associado ao TLR4 é a producao de IgM diretamente contra o LPS enquanto que a
producédo de IgG é desencadeada diretamente por ambos TLR2 e TLR4. O
reconhecimento do LPS pelo TLR4 é provavelmente o fator mais influente na
suscetibilidade ou resisténcia a infeccado e progressao da doencga, pois a falta deste
receptor € suficiente para conferir suscetibilidade a infecgéo por leptospiras (Chassin
et al., 2009). O LPS de leptospiras é atipico, e ndo é reconhecido pelo TLR4 em
células humanas, enquanto que TLR4 de camundongos podem reconhece-lo e montar
uma resposta imune que os protege contra leptospirose (Werts et al., 2001, Nahori et
al., 2005). Isso pode, a0 menos em parte, justificar o motivo de humanos serem
sensiveis a forma aguda da doenga enquanto camundongos resistentes (Gomes-
Solecki et al., 2017). Leptospiras também desencadeiam uma resposta gerada por
TLR2 que reconhece lipoproteinas. LipL32, a lipoproteina mais abundante em

Leptospira é capaz de induzir inflamagao em células proximais nos rins in vitro (Nahori
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et al., 2005, Hung et al., 2006, Hsu et al., 2010). Leptospiras recuperadas da urina de
ratos cronicamente infectados apresentaram acetilagao ou tri-metilagdo das lisinas
componentes de LipL32 que ndo se apresentam nas bactérias cultivadas in vitro. As
modifica¢des nas lisinas resultam em uma baixa reatividade com o soro de pacientes
infectados, sugerindo uma estratégia de evasao das bactérias ao sistema imune
(Witchell et al., 2014, Gomes-Solecki et al., 2017).

As armadilhas extracelulares de neutrdfilos (NETs) s&o capazes de eliminar
leptospiras in vitro. As NETs sdao um importante mecanismo de defesa inicial,
prejudicando a disseminagao da bactéria nos tecidos. A deplecao de neutréfilos em
camundongos resulta no aumento bacteriano em trés dias apds a infecgéo no sangue
e 14 dias apds a infecgao nos rins. As leptospiras que conseguem se instalar nos rins,
sdo capazes de escapar dessa defesa, sugerindo que essas bactérias alcangam os
rins antes mesmo da geracao de NETs em 1-2 dias apds a infecgdo. Alternativamente,
as leptospiras também podem escapar de NETs produzindo DNAses extracelulares
(Scharrig et al., 2015). Leptospiras s&o capazes de se ligar a trombina (a protease
central na cascata de coagulagao), que promove um declinio na coagulagao de fibrina
e que pode conduzir a hemorragia (Fernandes et al., 2015). Assim, leptospiras
patogénicas evitam a coagulagao e o sistema complemento, interferindo na resposta

inata do hospedeiro e promovendo a sua disseminagéo nos tecidos (Picardeau, 2017).

Os mecanismos de defesa oxidativa em leptospiras patogénicas sugerem que
elas estdo bem adaptadas ao ambiente oxidativo e podem resistir as espécies reativas
de oxigénio (ROS) que sdo produzidas pelos fagocitos (Picardeau, 2017). Oxido
nitrico (NO) é um antimicrobiano produzido pela oxido nitrico-sintase induzivel (iNOS)
em macrofagos e células endoteliais. Sob infeccao por Leptospira, INOS é expressa
trés dias apos a infecgdo em rins e pulmdes de camundongos através das vias TLR2
e TLR4 dependentes. NO é secretado por células parenquimatosas nos rins de
camundongos infectados (Chassin et al., 2009), e desempenha um papel prejudicial
na nefrite (Bandeira et al., 2011) e em lesbes renais fibréticas induzidas por leptospiras
(Fanton d'Andon et al., 2014).

A evasao ao sistema complemento € o mecanismo de evasao do sistema
imune melhor descrito para leptospiras. Elas sdo capazes de recrutamento de

reguladores do complemento do hospedeiro, aquisicao de proteases do hospedeiro
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que clivam proteinas do complemento na superficie da bactéria e secrecdo de
proteases que inativam o complemento em torno da Leptospira (Fraga et al., 2011). O
controle da via alternativa (VA) é obtido através da interagdo da bactéria com o fator
H (FH), que inibe a sua ativagdo por prevenir a ligacdo do fator B (FB) com C3b,
induzindo ao declinio da C3-convertase C3bBb e ativagdo como um cofator para
clivagem do C3b pelo fator | (FI) (Pangburn et al., 1977). O controle da via classica
(VC) é mediado por ligacdo do C4BP a superficie da Leptospira. C4BP inibe VC e a
via da lectina (VL) por interferir na montagem e declinio da C3-convertase, atuando
como cofator de Fl na inativacdo proteolitica de C4b (Scharfstein et al., 1978).
Leptospiras também sao capazes de sequestrar vitronectina para sua superficie, que
pode proteger o patdgeno contra a lise, evitando a formagéo do complexo de ataque
a membrana (CAM) (da Silva et al., 2015).

As proteinas mais estudadas como participantes da evasao do sistema
complemento sdo: proteinas semelhantes a endostatina A e B (LenA e LenB);
proteinas semelhantes a imunoglobulinas A e B (LigA e LigB); e a proteina leptospiral
A reguladora de aquisicado do complemento (LcpA) (Verma et al., 2006, Choy et al.,
2007, Stevenson et al., 2007, Barbosa et al., 2010, Castiblanco-Valencia et al., 2012).
LenA é capaz de ligar ambos FH e proteina 1 relacionada ao fator H (FHR-1) enquanto
que LenB s6 é capaz de interagir com FH (Thomas and Higbie, 1990, Liu et al., 2007).
LigA e LigB ligam FH, proteina 1 semelhante ao fator H (FHL-1) e C4BP, permitindo o
controle de todas as vias de ativacdo do complemento (Panaphut et al., 2002).
Leptospiras também sédo capazes de ligar reguladores negativos do complemento
através da lipoproteina LcpA (Fraga et al., 2011). LcpA interfere na via de ativagao
terminal do complemento através da sua ligagdo com C9, molécula-chave na
formagao do CAM (da Silva et al., 2015). A degradacgao de proteinas do complemento
pode ocorrer indiretamente, utilizando proteases adquiridas do hospedeiro, como o
plasminogénio ou diretamente, pela atividade de proteases endégenas produzidas por
cepas patogénicas de leptospiras. Leptospiras também podem secretar proteases que
sdo capazes de atuar em uma vasta gama de substratos, incluindo o C3, fator-chave
na amplificacdo da cascata do complemento, FB da VA, além de C2 e C4 de VC e VL
(Fraga et al., 2011).
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2.7 Vias e modelos animais utilizados para avaliar a doen¢a

A via intraperitoneal (IP) é a mais frequentemente utilizada para inoculagéo de
leptospiras em modelos animais para leptospirose aguda como o hamster
(Mesocricetus auratus) e o cobaio (Cavia porcelus), onde esse tipo de infecgao
proporciona uma rapida disseminacdo das bactérias no organismo hospedeiro
(Haake, 2006, Coutinho et al., 2014, Zuerner, 2015). Apesar de ser uma via que
apresenta varias vantagens técnicas ndo é uma rota natural de infecgao do patégeno
(Coutinho et al., 2014). Esta via ultrapassa as barreiras teciduais e imunes do
hospedeiro, permitindo acesso diretamente a cavidade peritoneal para a circulagao
sanguinea através dos ductos linfaticos e toracicos destes animais (Ratet et al., 2014,
Wunder et al., 2016b).

Vias alternativas tém sido estabelecidas com o objetivo de mimetizar a
infeccdo por leptospiras de forma natural. A via subcutanea (SC) foi utilizada por
Truccolo et al. (2002) para testes de antibidticos em hamsters. Posteriormente
Coutinho et al. (2014), testaram a mesma via em hamsters comparando-a com a
intradermal (ID) por gPCR de rins e figado, onde o rim apresentou-se como tecido
mais afetado pelas bactérias. A via SC demonstrou uma carga de leptospiras 31 e 36
vezes maior que a via ID e como resultado esperado, a via ID foi apresentada como
mais natural, sendo comparada a lesdes na pele e por isso tendo uma menor
disseminagao do patdégeno. Outro grupo de pesquisadores (Wunder et al., 2016b)
comparam em hamsters a via conjuntival (CJ) com a tradicional via IP. Nesse trabalho
além das vias foram testados indculos baixos de 107 leptospiras (na via IP) e indculos
altos de 108 leptospiras (nas vias IP e CJ). Também foram utilizadas leptospiras
patogénicas e atenuadas para controle da disseminacdo. Em ambos os casos as
leptospiras foram encontradas em multiplos 6érgéaos e 30 dias apés a infecgao, a cepa
atenuada havia sido eliminada de todos os tecidos. Foi sugerido entao, que a dose
infectante e a rota de infecgao sao fatores mais importantes para a patogénese do que
a disseminacgao do patdégeno no organismo.

Outro modelo animal de leptospirose letal, o cobaio, foi utilizado no
estabelecimento de uma via epicutédnea (EP) (Zhang et al., 2012), onde os animais
tiveram a pele dos flancos abrasada com auxilio de uma lamina de bisturi. As bactérias

(108) foram depositadas sobre a lesdo em discos de filtro, permanecendo no local por
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varias horas. Foram feitas contagens das leptospiras remanescentes nos discos de
filtro ap6s cada inoculagdo. Com os resultados, a conclusao foi de que as leptospiras
sao capazes de infectar os animais pela pele e apds 24 horas de contato das bactérias
com a pele do hospedeiro todas as bactérias haviam deixados os discos de filtro.
Modelos de leptospirose crénica como os ratos foram utilizados para infecgao
por leptospiras através das vias SC, IP e mucosal (MC) por Zilber et al. (2016). Um
indculo de 107 leptospiras foi utilizado para todas as vias, e estas foram avaliadas por
gPCR. As vias propostas como naturais foram influenciadas pelo tempo de
disseminagao das bactérias no organismo e colonizac&o renal associada a excreg¢ao
das bactérias na urina. A via MC se demonstrou mais eficiente quanto a colonizagao
renal e excrecdo das leptospiras pela urina. Também foi testada a possibilidade de
outros fluidos como saliva, fezes, e lavagem bronquio-alveolar (BAL) transmitirem as
bactérias, mas o resultado foi negativo. Recentemente, o0 modelo camundongo de
infeccao subletal por leptospiras foi avaliado por o inéculo pela via ocular (OC). Uma
dose de 10° leptospiras foi capaz de infectar 25% dos animais testados. Houve uma
sobreposicao entre o periodo em que a espiroqueta foi encontrada no sangue e na
urina, sugerindo que a doenca parega ter uma fase unica no que diz respeito a

progressao da doencga.

2.8 Prevencgao da doenca: vacinas ja desenvolvidas e testadas

A vacina classica contra a leptospirose é a bacterina, estratégia vacinal que &
composta pelo microrganismo inteiro inativado. Durante décadas, utilizou-se uma
variedade de métodos para inativar as leptospiras para utilizagdo destas como
vacinas, incluindo calor, formalina, fenol, etanol, congelamento-descongelamento e
irradiac&o. Esta abordagem de vacinagao tem sido amplamente utilizada em bovinos,
suinos e caes. Apenas em alguns poucos paises (China, Japao, Cuba e Franga) a
vacinagao é permitida para humanos, e usada apenas em momentos de maior risco
ou em populagdes expostas ao patdégeno (Andre-Fontaine et al., 2003, Adler, 2015b).
A imunidade provocada por estas bacterinas é restrita aos sorovares que as
compdem. Esta caracteristica obriga a ocorréncia de estudos epidemiolégicos
constantes para reconhecimentos de sorovares prevalentes e inclusdo destes nas

preparagdes vacinais, que normalmente sdo multivalentes. Além disso, as bacterinas



34

apresentam reagdes adversas devido aos componentes das células de leptospiras
(LPS) e constituintes do meio de crescimento, contribuindo para a pouca
disponibilidade para humanos (Torten et al., 1973, Christopher et al., 1982). Além
disso, a imunidade desencadeada é dirigida principalmente contra o LPS, que
promove uma resposta independente de células T e, por conseguinte, envolve
anticorpos IgM e falta de uma resposta imune de memoaria. Assim, a duragdo da
imunidade € relativamente curta, com refor¢cos vacinais anuais recomendados em

quase todos os casos (Adler, 2015c).

O sorovar Pomona atenuado por passagens in vitro foi utilizado como uma
vacina viva e mostrou gerar imunidade protetora em hamsters, suinos e bovinos por
até 14 meses (Stalheim, 1968, Stalheim, 1971). As bases moleculares para essa
atenuacao nao foram estabelecidas, e a vacina acabou n&o sendo utilizada. Nenhuma
vacina viva esta atualmente licenciada. Porém, recentemente, uma cepa de L.
interrogans sorovar Manilae com mutac&o induzida no l6cus de biossintese de LPS
teve viruléncia atenuada em hamsters. Animais inoculados com este mutante nao
apresentavam sinais clinicos de infecgao, nem se tornaram portadores renais (Murray
et al., 2010). O mutante também foi incapaz de colonizar os rins de camundongos
(Marcsisin et al., 2013). A imunizagdo de hamsters com este mutante protegeu contra
desafio homodlogo e heterdlogo (sorovar Pomona), ndo apresentando reagbes
adversas. Além disso, nao foi detectado anticorpos contra o LPS, sugerindo que a
imunidade foi mediada por antigenos proteicos, mas que nao foram identificados
(Murray et al., 2010).

Frente as diversas limitagdes no desenvolvimento de vacinas classicas contra
a leptospirose, na ultima década, uma série de antigenos proteicos recombinantes
foram avaliados quanto a capacidade de proteger contra a doenga (Dellagostin et al.,
2011). A lipoproteina leptospiral de 32kDa, LipL32 (Haake et al., 2000) foi descrita
como um fator de viruléncia possuindo diversas caracteristicas de antigenos
protetores. E a proteina mais abundante na célula leptospiral, localizada na ME,
expressa durante a infecgéo e altamente conservada em Leptospira spp. patogénicas
e ausente em saprofitas. Além disso, LipL32 é a proteina mais abundante na célula
(aproximadamente 40 mil copias por célula), com fung¢ao de ligagdo a componentes
da matriz extracelular, além de ser o antigeno imunodominante. Surpreendentemente,

um mutante de LipL32 manteve a viruléncia em hamsters, e ndo foi afetado na sua
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capacidade para colonizar os tubulos renais de ratos (Murray et al., 2009).
Originalmente identificado como um componente principal da superficie leptospiral
(Cullen et al., 2005), sua localizagao na superficie foi recentemente reavaliada (Pinne
and Haake, 2013). A LipL32 € uma das proteinas leptospirais mais estudadas (Murray,
2013) até o momento. A sua capacidade para provocar imunidade protetora contra a
infeccdo aguda com varios sorovares foi relatada inumeras vezes utilizando uma
gama de abordagens em diferentes modelos animais (Branger et al., 2001, Branger
et al., 2005, Seixas et al., 2007, Maneewatch et al., 2008, Grassmann et al., 2012). No
entanto, uma série de fatores metodoldgicos utilizados nesses trabalhos geram

duvidas quanto a sua capacidade de protecao (Adler, 2015).

As proteinas Lig (LigA e LigB), foram amplamente investigadas quanto a
participagao na patogénese e a capacidade de induzir uma resposta imune protetora
contra leptospirose. LigA € um dos alvos vacinais mais promissores, normalmente
induzindo imunidade a 100% dos animais vacinados experimentalmente. Porém, esta
proteina esta presente em apenas 3 das 15 espécies capazes de causar leptospirose
(L. interrogans, L. noguchii e L. kirschneri). Por outro lado, LigB esta presente em
todas as espécies patogénicas, com alta similaridade de sequéncia entre as espécies
(Koizumi and Watanabe, 2004, Palaniappan et al., 2006, Silva et al., 2007, Faisal et
al., 2008, Faisal et al., 2009, Yan et al., 2009, Cao et al., 2011, Coutinho et al., 2011,
Lucas et al., 2011, Forster et al., 2013, Lourdault et al., 2014, Conrad et al., 2017).
Como no caso dos estudos com LipL32, muitas das metodologias aplicadas geram
resultados ndo definitivos, como a falta de reprodutibilidade e repeticdes (Adler,
2015c). Um estudo recente demonstrou que a imunizagédo com LigB recombinante é
capaz de gerar uma resposta imune protetora contra leptospirose no modelo hamsters
de leptospirose aguda (Conrad et al., 2017). Porém, ainda ndo ha evidéncia de que

esta vacina experimental seja capaz de induzir prote¢cédo contra um desafio heterdlogo.

Uma série de outras proteinas recombinantes foram testadas quanto a sua
capacidade protetora, com destaque positivo para OmpL1, LipL41 (Haake et al., 1999)
e LemA (Hartwig et al., 2013). Problemas semelhantes surgem com a maioria das
alegacdes, que normalmente relatam um unico experimento, falta de reprodutibilidade,
sobrevivéncia de animais em grupos nao vacinados e analise estatistica deficiente.
Murray et al. (2013) identificou 238 alvos vacinais em potencial e os avaliou em

conjuntos de alguns poucos antigenos, em um modelo animal de colonizagao renal.
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Nenhuma destas preparagdes vacinais apresentou prote¢cdo, mesmo aquelas que

continham antigenos sabidamente protetores, como a LigA.

2.9 O alvo da Vacinologia Reversa: a membrana externa

As leptospiras séo bactérias didermes, compostas por duas membranas,
assim como bactérias Gram-negativas. Porém, devido a espessura de apenas 0,1 um,
elas nao sao prontamente observadas na coloracdo de Gram. A parede celular da
bactéria apresenta uma MI (4 nm de espessura), uma camada de peptidoglicano (18
nm) e ME (5 nm) hibrida contendo LPS (9 nm), lipoproteinas e proteinas
transmembrana (Raddi et al., 2012) — figura 3. A ME possui LPS em abundancia, e
este é considerado um importante fator de viruléncia em leptospiras (Werts et al.,
2001, Nahori et al., 2005, Murray et al., 2010). Estes microrganismos tém nas suas
extremidades uma estrutura cap-like de fungcado ainda desconhecida (Raddi et al.,
2012) e muitos quimiorreceptores que detectam diversos substratos e adaptam a
diregao da rotagao flagelar baseado nas condigbes ambientais (Goldstein and Charon,
1990).
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Figura 3: Esquema representativo dos componentes da membrana de leptospiras. Esta pode ser
dividida em trés compartimentos principais: ME contendo LPS e proteinas de superficie (Lipoproteinas
e proteinas barril-B transmembrana); Espacgo periplasmatico contendo os flagelos e uma camada de
peptidoglicano; MI, onde se encontra ancorado o flagelo e estdo presentes diversas outras proteinas

internas [imagem adaptada de Grassmann et al. (2017b)].

Devido a abundancia de LPS na superficie da bactéria, acredita-se que este
seja essencial para a sobrevivéncia de leptospiras tanto dentro como fora do
hospedeiro mamifero. Por apresentarem alta sensibilidade a anticorpos especificos
para LPS, ndo é surpreendente que exista uma grande pressao seletiva para sofrer
alteragdes genéticas que conduzam a variagdo do antigeno O, gerando a grande

diversidade de sorovares presente no género (Haake and Zuckert, 2015).

Lipoproteinas sao proteinas que sofrem modificagdes pos-traducionais (MPT)
com adicado de acidos graxos em um residuo de cisteina. Esta cisteina torna-se o
residuo amino-terminal depois que o peptideo sinal (PS) é removido por uma
peptidase de sinal de lipoproteinas. Uma vez que os acidos graxos das lipoproteinas
sdo extremamente hidrofobicos, eles medeiam a ancoragem destas proteinas nas
membranas (Haake and Zuckert, 2015). Estas proteinas sdo abundantes na Ml e ME
de leptospiras e permanecem estreitamente associadas as mesmas, mesmo apos o
tratamento com reagentes que removem as proteinas da periferia da célula
(Matsunaga et al.,, 2002). A ancoragem pode se dar voltada para qualquer
compartimento, ou seja, as lipoproteinas podem estar ancoradas no folheto externo
ou interno da ME ou da MI. Em contraste com a hidrofobicidade dos acidos graxos, os
componentes proteicos da maioria das lipoproteinas sao tipicamente hidrofilicos e
relativamente soluveis em tampdes aquosos quando expressos como proteinas
recombinantes sem o seu PS. Dessa forma, os componentes proteicos das
lipoproteinas podem projetam-se para fora das membranas, expondo-se na sua
superficie (Haake and Zuckert, 2015).

Outra classe de proteinas que se encontram presentes na ME de leptospiras
sdo as proteinas barril-B transmembrana. Essas proteinas possuem uma série de
segmentos hidrofébicos com estrutura de folha B antiparalelos que atravessam a
membrana de tal modo que a orientagcao das cadeias laterais de aminoacidos é 180°
oposta a dos aminoacidos adjacentes, criando uma estrutura de barril. Isto permite

com que as cadeias laterais de aminoacidos alternados interajam com a bicamada
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lipidica ou com o poro aquoso do canal. Estas proteinas apresentam sempre uma
porcao exposta no periplasma e uma porgcao exposta na superficie da bactéria
(composta principalmente pelos loops e turns). Estas proteinas encontram-se
exclusivamente na ME de bactérias didermes, com funcgéo principal de transporte
diverso, desde pequenas moléculas e ions metalicos, até proteinas e complexos
moleculares (carboidratos e LPS). Algumas proteinas barril-B transmembrana podem

ainda exercer fungdes diversas como a adesé&o celular (Haake and Zuckert, 2015).

2.10 Determinacgao in vitro da localizagcao de proteinas em espiroquetas

Como descrito anteriormente, espera-se que alvos vacinais com potencial
para induzir resposta imune protetora contra leptospirose estejam expostos na
superficie da bactéria. A correta confirmacgao experimental da localizagéo de proteinas
na ME de Leptospira, bem como a determinacéo das por¢des expostas na superficie
€ de fundamental importancia para o desenvolvimento de vacinas utilizando estas
proteinas. A célula da Leptospira € bastante fragil, semelhantemente a outras
espiroquetas como Borrelia spp. € Treponema spp. Manipulagdo in vitro que
normalmente ndo causa danos a integridade de outras bactérias (como E. coli), tais
como centrifugacédo >8000 xg e pipetagem sucessiva, podem romper a ME de
leptospiras ou até destruir completamente a estrutura celular. Isso € importante pois
as técnicas focadas na determinagdo da localizacdo celular de proteinas de ME
expostas na superficie da bactéria precisam garantir a integridade da mesma para
evitar que proteinas sejam erroneamente identificadas. Diversos métodos foram
descritos até 0 momento na tentativa de determinar a localizagao celular de proteinas
em Leptospira, incluindo imunoprecipitagcdo de superficie (Haake et al., 1991),
biotinilagdo de superficie (Cullen et al., 2003), protedlise de superficie (Pinne and
Haake, 2009) e imunofluorescéncia de superficie (Pinne and Haake, 2011). Além
destes, foram desenvolvidos varios métodos de fraccionamento de células, incluindo
o fraccionamento com Triton X-114 ou X-100 (Haake et al., 1991, Zuerner et al., 1991,
Matsunaga et al., 2002) e o isolamento de vesiculas de ME por fraccionamento de
gradiente de densidade de sacarose (Haake and Matsunaga, 2002). A técnica de

imunofluorescéncia em microesferas de agarose foi descrita com sucesso para
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Treponema spp. e Borrelia spp. (Cox et al., 1995, Cox et al., 1996) mas ainda nao foi

aplicada em Leptospira spp.

O fracionamento celular e extragdo de vesiculas de ME permitem a
identificacdo de proteinas transmembrana e lipoproteinas ancoradas na mesma. A
principal limitacdo desta abordagem €& a incapacidade de determinacdo de quais
lipoproteinas estdo de fato expostas no folheto externo da ME. Além disso, as
dificuldades praticas de execugédo desta técnica e necessidade de equipamentos
especificos como ultracentrifugas reduzem a abrangéncia da mesma. Esta
abordagem esta ainda sujeita a identificacdo equivocada de proteinas extremamente
abundantes na célula e que possam ser carregadas juntamente com a ME e vesiculas

de ME, mas que néo estdo associadas a membrana (Pinne and Haake, 2013).

A imunoprecipitacao de superficie e a biotinilacdo de superficie sdao duas
técnicas que se baseiam na marcacao de proteinas expostas na superficie das células
vivas e em suspensao. Na primeira, as leptospiras sdo incubadas em suspensao
contento anticorpos gerados contra a bactéria, que as aglutina. Apos coleta das
células com anticorpos teoricamente ligados a antigenos de superficie, o0s mesmos
sdo separados por ligagdo anticorpo-proteina A. Esta abordagem foi aplicada em
leptospiras previamente, mas as proteinas ndo foram precisamente identificadas
devido as limitagdes técnicas da época (Haake et al., 1991). A biotinilacao de
superficie, por sua vez, baseia-se na ligacao de biotina a proteinas de superficie e
subsequente identificagao e/ou isolamento utilizando streptavidina/avidina. Uma série
de proteinas de ME de leptospiras foram identificadas com auxilio da biotinilagcdo de
superficie, incluindo LipL21 (Cullen et al., 2003), OmpL37, OmpL47 e OmpL54 (Pinne
and Haake, 2009). Ambas as técnicas estao sujeitas a ligacao de anticorpos ou biotina
a proteinas que nao estdo na superficie (por exemplo proteinas citoplasmaticas
abundantes) mas permanecem em solugdo juntamente com as células vivas e
intactas. A presencga destes contaminantes (proteinas nao expostas na superficie) se
deve ao rompimento celular causado pela manipulagdo das células em solugao
durante o experimento ou pela morte celular durante crescimento in vitro. Estas
proteinas parecem permanecer na amostra mesmo apos lavagens, que por si s6 é um
procedimento que pode provocar rompimento da célula de leptospiras. Além disso, a
ligacdo de anticorpos e aglutinagdo das leptospiras normalmente matam a célula,

promovendo rompimento de membranas e agravando o problema.
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A protedlise de superficie € uma abordagem que visa a digestao enzimatica
de proteinas expostas na superficie, normalmente realizada por pK. Células intactas
sdo sujeitas a uma curva crescente de quantidades diferentes de pK e quando as
proteinas estado na superficie da bactéria sdo digeridas mesmo em pouca quantidade
de enzima. Os extratos das células submetidos a protedlise sdo entdo analisados por
Western blotting (WB) utilizando anticorpos gerados contra a proteina alvo do estudo.
Se a mesma esta na superficie sera detectada na célula ndo tratada, mas néao
aparecera na ceélula tratada com pK (pois foi digerida da superficie da bactéria). Esta
abordagem normalmente envolve centrifugacdo das leptospiras para remogédo do
meio de cultura e adi¢do de tampé&o para pK, que como dito, provoca rompimento
celular. Além disso, algumas proteinas descritas como na superficie da bactéria pelo
uso desta técnica, sé tiveram reagcédo negativa no WB (digestdo e auséncia da banda
especifica) com o uso de alta concentragao de pK. Esta alta quantidade de protedlise
de componentes da ME frequentemente expdes por¢des abaixo da superficie da

bactéria, criando falsos positivos para superficie.

Atualmente, a técnica mais utilizada para determinagcéo da localizagdo de
proteinas de superficie em Leptospira spp. € a chamada Imunofluorescéncia de
superficie, técnica desenvolvida por Pinne and Haake (2011). Esta técnica baseia-se
na fixacdo de leptospiras em laminas de microscopia pelo uso de paraformaldeido.
Em teoria, o tratamento por curto periodo (40 minutos) com baixa concentracédo de
paraformaldeido (2%) utilizado nesta técnica, fixa as células enrijecendo sua estrutura
e preservando a integridade da ME. Apés fixada, a lamina sofre bloqueio de ligagdes
inespecificas e reagdo com anticorpos, inicialmente contra a proteina alvo e em
seguida um anticorpo conjugado com fluoréforo. As laminas sdo observadas em
microscopia de fluorescéncia, comparado a uma lamina tratada da mesma forma,
porém com leptospiras fixadas por metanol. Esta técnica foi desenvolvida visando a
manutengao da integridade celular para detecgédo de proteinas de ME, expostas na
superficie. Todavia, foi através desta técnica que foram descritas duas proteinas entao
denominadas Proteinas de Membrana Externa de Leptospira de 36 e 37 kDa, OmpL36
e OmpL37, respectivamente. OmpL37 demonstrou ndo ser um alvo protetor no
modelo hamsters contra leptospirose (Oliveira et al., 2015), além de ser produzida
como uma proteina recombinante soluvel (dados nao publicados), caracteristica nao

esperada para uma proteina transmembrana. Ja OmpL36, inicialmente demonstrada
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na superficie de L. interrogans por esta IF, foi recentemente descrita como uma
proteina flagelar, nomeada FcpA e, portanto, localizada no flagelo periplasmatico. O
mutante fcpA- ndo € médvel, possui flagelo deficiente e descaracterizado, perdendo a
capacidade de infectar hamsters e causar a leptospirose. A reintrodu¢do do gene ao
mutante (fcpA7*) devolveu o fendtipo e viruléncia semelhante ao tipo selvagem,
confirmando que OmpL36 na verdade € FcpA e ndo esta presente na superficie da
bactéria (Wunder et al., 2016a). Ainda assim, em geral, o recomendado para a correta
determinacdo da localizagdo de proteinas na ME é o uso desta IF de superficie

acompanhada das outras metodologias descritas até aqui.

As diversas limitacbes apresentadas pelas técnicas atualmente disponiveis
para determinac¢do da localizagao de proteinas de ME de Leptospira spp. encorajam
a busca por novas abordagens. As células de Treponema spp. e Borrelia spp. sao
ainda mais frageis que a Leptospira spp., ja que apesar de serem didermes, nao
possuem LPS na ME (Radolf et al., 2016). Ha mais de 20 anos foi desenvolvida uma
técnica para manipulacgéo in vitro que garantia a integridade de T. pallidum durante IF
para determinacdo de localizagdo de antigenos de superficie. Esta técnica foi
adaptada para Borrelia spp. e atualmente é utilizada rotineiramente para definir a
localizagdo de proteinas de ME para ambos os géneros. Nesta abordagem, as
espiroquetas vivas sao aprisionadas em esferas de agarose de baixo ponto de fusao
(ABPF), dispensando centrifugacéo, facilitando lavagens e garantindo a protecéo a
integridade da célula e em especial, a ME. Anticorpos penetram facilmente na malha
de agarose, permitindo a realizagdo da IF, cuja observacdo se da pela simples
visualizagdo das esferas em l|laminas de vidro no microscopio de fluorescéncia.
Paralelamente a IF em esferas com espiroquetas intactas, outra IF é realizada da
mesma forma, porém com a ME quimicamente permeabilizada (normalmente com
tratamento de 0.1% de Triton X-100) seguida de reagdo com um anticorpo gerado
contra uma proteina de sub-superficie (normalmente anti-flagelina). Diversas
proteinas de ME de Treponema spp. e Borrelia spp. foram descritas com esta
abordagem, que apesar de ser promissora, propondo resolver os problemas das
técnicas para confirmacgao da localizagao de antigenos de superficie em Leptospira

spp., até o momento nao foi avaliada para o agente da leptospirose.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar abordagens para determinagédo da localizagdo celular de proteinas
preditas como expostas na superficie de L. interrogans, visando a adaptagao para
este patdgeno da técnica de aprisionamento de espiroquetas em esferas de agarose

de baixo ponto de fusdo seguido de imunofluorescéncia.

3.2 Objetivos Especificos

e Realizar mineragdo gendmica em L. interrogans cepa Fiocruz L1-130 atraves
de uma abordagem de Vacinologia Reversa e Estrutural para identificar novos
alvos vacinais;

e Clonar genes de alguns destes alvos, expressar e purificar as proteinas
recombinantes correspondentes;

e Clonar genes que codificam proteinas para uso como controle, baseado na
localizac&o celular das mesmas;

e Produzir anticorpos policlonais especificos contra cada alvo vacinal
selecionado;

e Avaliar os anticorpos policlonais quanto a capacidade de ligacédo as proteinas
recombinantes e nativas correspondentes por Western blotting e
imunofluorescéncia com leptospiras permeabilizadas;

e Avaliar a técnica padrdao para determinacao da localizagao de proteinas de
superficie em Leptospira interrogans utilizando os anticorpos obtidos;

e Adaptar a técnica de aprisionamento de espiroquetas em esferas de agarose
para L. interrogans;

e Demonstrar a localizagao celular de alvos vacinais em potencial.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Condicdes de cultivo de Leptospira interrogans e Escherichia coli

Leptospira interrogans sorogrupo Icterohaemorrhagiae sorovar Copenhageni
cepa Fiocruz L1-130 com poucas passagens in vitro (<10) foram continuamente
cultivadas in vitro em meio EMJH. As culturas foram mantidas em tubos conicos de
15 ml em cultura estatica a 28 °C. Destes cultivos foram realizados repiques semanais,

acompanhados de contagem das células bacterianas em camara de Petroff-Hausser.

Escherichia coli cepas TOP10 e BL21 (DE3) Star (Invitrogen) foram crescidas
em meio Luria-Bertani (LB) liquido e solido. Quando necessario (na presenga de
vetores recombinantes) foram adicionados aos cultivos 100 pg/ml de ampicilina
(AMP). Os cultivos foram mantidos a 37°C, sob agitacdo em meio liquido e estaticos

em meio solido.

4.2 Modelos animais e consideragoes éticas

Ratos Wistar (Rattus norvegicus) com aproximadamente 5 semanas foram
utilizados para a producéao de soro policlonal e implante de Camaras de Membrana de
Dialise (DMCs). Os animais permaneceram em microisoladores com dimensdes de
30%20x13 cm, alojados em racks ventilados durante os experimentos. O fornecimento
de agua e ragao foi ad libitum, e as caixas com camas de maravalha foram trocadas
duas vezes por semana. Quando necessario, os animais foram anestesiados com
coquetel anestésico composto de cetamina (50 mg/kg), xilazina (5 mg/kg) e
acepromazina (1 mg/kg). Tramadol (500 pl/kg) foi administrado antes do procedimento
cirdrgico e a cada 24 horas nos dois dias seguintes. A eutanasia dos animais foi
realizada por aprofundamento da anestesia (inalagéao de isoflurano seguido de injegao
intramuscular de um coquetel anestésico contendo 80 mg/kg de cetamina e 10 mg/kg
de xilazina), seguida de exsanguinacéo cardiaca. Todos os procedimentos foram

realizados conforme as recomendagdes do Conselho Nacional de Controle de
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Experimentacédo animal (CONCEA), no qual possui registro no CEEA n°® 4336-2015, e

com supervisdao do Médico Veterinario responsavel.

4.3 Cultivo de L. interrogans em Camara de Membrana de Dialise

Leptospiras foram crescidas in vivo, dentro de DMCs implantadas na cavidade
peritoneal de ratos, conforme descrito anteriormente (Caimano et al.,, 2014,
Grassmann et al., 2015). Foram utilizados tubos de membrana de dialise [Spectra-
Por; 8000 cut-off de peso molecular (PM)]. Os tubos de dialise foram preenchidos com
9-10 ml contendo 10* leptospiras/ml em EMJH suplementado com 10 mg/ml de
albumina sérica bovina (BSA) adicionais para manter a pressdao osmotica (total 20
mg/ml). As DMCs foram implantadas cirurgicamente na cavidade peritoneal de ratos
Wistar previamente anestesiados, onde permaneceram durante 7-9 dias até que o
cultivo de leptospiras atingisse a fase exponencial tardia de crescimento. Apds esse
periodo, as DMCs foram retiradas dos animais e em seguida as bactérias crescidas
em DMCs foram transferidas para tubos de fundo cénico e volume de 15 ml. As

bactérias foram enumeradas e utilizadas em ensaios subsequentes.

4.4 Analise in silico do proteoma de L. interrogans

O proteoma de L. interrogans foi obtido a partir do GenBank (acesso
AE016823.1 e AE016824.1) e analisado por diferentes softwares para identificacao
de alvos vacinais, especificamente proteinas barril-g transmembrana e lipoproteinas
de ME, como descrito anteriormente (Grassmann et al., 2017a). LipoP e SpLip foram
utilizados para a predicao da presencga de lipobox. Cello, PSORTb e Gneg-mPLoc
para predicdo de proteinas localizadas na ME. O resultado destas analises foi
agrupado para a predicao de lipoproteinas de ME. SignalCF, SignalP e PrediSi foram
executados em busca de proteinas que possuiam PS. Phobius, TMHMM, HMMTOP
e MEMSAT foram utilizados para predicao de proteinas com estrutura a-hélice
transmembrana. Bomp, HHomp, TMBETADISC-RBF e MCMBB foram executados
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para identificar proteinas com estrutura barril-B transmembrana. Proteinas barril-$

transmembrana foram preditas pela combinag¢ao destas predigdes, conforme figura 3.

Os resultados destes dois grupos foram ranqueados utilizando um script
escrito na linguagem Python (chamado Covira), visando identificar as proteinas
preditas com maior confiabilidade em relagdo as analises realizadas por diferentes
softwares, baseado em concordancia de predicdo. Apds essa triagem, com a
finalidade de confirmar a presenca dessas proteinas em outras espécies patogénicas
de Leptospira, foram identificados ortélogos utilizando o método de melhor hit
reciproco (RBH) baseado nas buscas no BLASTp. As proteinas com >70% de
similaridade e >40% de cobertura e que também tiveram o melhor hit reciproco foram
consideradas ort6logas. Uma segunda analise com BLASTp foi realizada utilizando os
bancos de dados de proteinas de hospedeiros de leptospiras em potencial (humanos,
caes, bovinos, equinos e ovinos) a fim de evitar semelhanca destas com os alvos

vacinais.

As proteinas que passaram pelas analises anteriores tiveram sua estrutura
tridimensional predita pelo I-TASSER, com a finalidade de reforgar as predi¢des
anteriores e identificar possiveis epitopos que se encontram expostos na ME. Os
modelos preditos foram avaliados quanto a sua qualidade pelos softwares Procheck,
Qmean6, ModFold4 e COFACTOR. Foi realizada também a anotagao funcional destas
proteinas através do InterProScan, COFACTOR e UniProt. Apds esta analise,
utilizando o software NetMHCII, foi realizada a predicdo dos epitopos reconhecidos
pelo Complexo de histocompatibilidade principal de classe Il (MHCII) com alta
afinidade. Por ultimo, foi realizada a identificagdo manual de epitopos expostos na
superficie com o auxilio do programa UCSF Chimera. O esquema das analises esta

resumido na figura 4.
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Figura 4. Fluxograma das analises in silico. Analises realizadas para a predicdo de proteinas

candidatas a antigenos vacinais contra leptospirose, figura adaptada de Grassmann et al. (2017a).

4.5 Amplificagao e clonagem das sequéncias codificadoras

O DNA genbmico de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130
foi extraido com o auxilio do kit illustra bacteria genomicPrep mini spin (GE Healthcare
Life Sciences), seguindo as recomendacdes do fabricante. Apds a extracdo, o DNA

gendmico foi armazenado a —20 °C até o uso. Os genes que codificam cada uma das
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proteinas de L. interrogans selecionadas nas etapas anteriores foram utilizados para
desenhar primers especificos a partir do software Vector NTI Advance 11. Esses
primers foram utilizados para amplificacdo das respectivas sequéncias codificadoras
através da técnica de PCR. A PCR foi executada nas seguintes condigdes:
desnaturacgao inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturagao a
95 °C por 30 segundos; anelamento a temperaturas variaveis dependendo do primer
(56-60 °C) por 45 segundos; extensdo a 72 °C por 30 segundos e por fim, extensao
final de 72 °C por 7 minutos. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1%, nos quais foram confirmados os fragmentos de DNA de
tamanhos correspondentes a cada gene amplificado. Em seguida, os produtos da
PCR foram purificados com o kit ilustra GFX PCR DNA and gel band purification (GE

Healthcare Life Sciences) de acordo com as orientagdes do fabricante.

Os fragmentos amplificados por PCR purificados foram inseridos em vetor
pAE para propagacéo e expressdo em E. coli. Vetor e inserto foram submetidos a
digestao por endonucleases de restricdo por incubagao a 37 °C por 1 hora. Apds a
digestao, vetor e inserto foram purificados novamente e a ligagdo de ambos foi
realizada utilizando T4 DNA ligase (16 horas a 16 °C). No dia posterior, a reacao foi
utilizada para transformar E. coli TOP10 por choque térmico (Sambrook and Russell,
2000). A bactéria foi entdo cultivada em placa contendo LB solido + AMP, 16 horas a
37 °C. Apds o crescimento da bactéria, colénias foram selecionadas para verificagao
da presenga do vetor recombinante através de extragdo de DNA plasmidial e
observacdo em gel de agarose (0,8%). Confirmados os recombinantes, o DNA
propagado foi usado para expressdo das sequencias alvo. Cada vetor pAE
recombinante foi caracterizacdo por endonucleases de restricdo e por

sequenciamento de DNA pelo método de Sanger automatizado.

4.6 Expressao, purificagao e caracterizagao das proteinas recombinantes

Cada vetor recombinante contendo a sequéncia codificadora para uma das
proteinas selecionadas foi utilizado para transformar E. coli BL21 (DE3) Star. As
culturas foram crescidas em meio LB com a adigdo de 100 pg/ml de AMP, a 37 °C,

em agitacao até que atingissem a absorbancia de 0,6-0,8 em densidade 6ptica de 600
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nm (fase log de crescimento). Nesse momento elas foram induzidas a expressar a
proteina recombinante pela adigdo de 1 mM de Isopropil B-D-tiogalactosideo (ITPG),
recebendo nova incubag¢ao nas mesmas condigdes por 3-4 horas. Apds a inducao foi
realizada a coleta das células por centrifugacédo e o pellet de células foi congelado
para posterior avaliagdo. Uma aliquota de células induzidas para cada proteina foi
utilizada para analise da expressao por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE). O pellet de células foi suspendido em solucéo de lise celular (Na2HPO4 20
mM, NaCl 500 mM, Imidazol 20 mM) e posteriormente sonicado. Em seguida as
células lisadas foram centrifugadas a 12000 x g por 40 minutos e o sobrenadante
contendo as proteinas soluveis neste tampao foi armazenado a 4 °C apds adicéo de
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF). O pellet foi suspendido no mesmo tampéao de
lise, acrescido de 8 M de ureia. Apds uma nova centrifugagcao nas mesmas condicoes,
o sobrenadante contendo as proteinas insoluveis foi separado do pellet e armazenado
a 4 °C. Ambas as fragdes insoluveis e soluveis foram analisadas por SDS-PAGE para

identificar a solubilidade da proteina recombinante.

As proteinas recombinantes foram purificadas através de cromatografia de
afinidade de metal imobilizado (IMAC), utilizando uma coluna His-Trap FF com niquel,
no sistema automatizado AKTA-Start (GE). As proteinas ligadas a coluna através da
cauda de histidina (6xHis) foram eluidas sobre 20 volumes de coluna com o eluente
(NazHPO4 20 mM, 500 mM NaCl, pH 8,0) em um gradiente de 20 a 500 mM de
Imidazol. As fragdes de eluicdo foram avaliadas por SDS-PAGE, e aquelas que
continham a proteina purificada foram combinadas e dialisadas contra o tampao
fosfato-salino (PBS) a 4°C em homogeneizador (uma hora de intervalo entre as
dialises, 6 trocas de PBS ao total). As aliquotas purificadas e dialisadas foram
combinadas, PMSF foi adicionado novamente, e as proteinas purificadas foram
armazenadas a 4°C até serem quantificadas. A quantificacdo das proteinas foi
realizada utilizando kit comercial BCA Pierce (Thermo) através do método do Acido
Bicinconinico (BCA). As proteinas recombinantes purificadas e quantificadas foram
novamente analisadas por SDS-PAGE juntamente com curva de diferentes
concentracdes de BSA e caracterizadas por WB utilizando anticorpos especificos

contra a cauda de 6 histidinas (anti-6xHis).
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4.7 Producao de anticorpos policlonais contra as proteinas preditas como

localizadas na membrana externa de L. interrogans

Para obtencao dos anticorpos policlonais (pAb), dois ratos para cada proteina
foram inoculados com 50 ug de proteina recombinante, diluida em PBS e emulsificada
com volume equivalente de adjuvante de Freund (primeira dose com adjuvante
completo e demais doses com incompleto) pela via intraperitoneal. Os inoculados
possuiram intervalos de trés semanas entre a primeira e segunda dose e duas
semanas entre as demais doses. O numero de reforgos variou entre dois e trés,
dependendo da capacidade de reconhecimento dos anticorpos as proteinas no qual
eram testados por WB. O sangue dos animais foi coletado por pungéo cardiaca apés
overdose de anestésico e armazenado a 4 °C por uma hora para coagulagdo. Em
seguida o soro foi separado por centrifugagdo a 5000 x g por 5 min a 4 °C. O soro
contendo pAbs contra cada proteina recombinante foi identificado, aliquotado e

armazenado a —20 °C para posterior uso.

4.8 Caracterizagao dos pAbs por Western blotting

Os pAbs produzidos contra cada proteina foram testados através da
capacidade de reconhecer sua respectiva proteina recombinante em diversas
concentracdes e sua proteina nativa obtidas por cultivos in vitro a 28 °C e em DMCs.
Para realizacao da técnica de WB foram realizados SDS-PAGE contendo 200 a 1,5
ng de proteina recombinante ou extrato bruto de L. interrogans L1-130 (2x108) por
poco no gel. Apds a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose. O bloqueio da membrana foi realizado com solucao de leite em p6 5%
em PBS durante uma hora, em temperatura ambiente, sob agitagdo. Para a detecgao
das proteinas nativas e recombinantes, foi utilizada a diluicdo de 1:1000 dos pAbs
produzidos contra cada proteina e anticorpos anti-rato conjugados a Horseradish
peroxidase (HRP). Cada incubagdo com anticorpos seguiu os mesmos detalhes da
etapa de bloqueio. Apds a ultima incubagdo com anticorpo secundario, foi feita a
revelagao utilizando solugao reveladora (Tris-HCI 50 mM pH 7.6, NiSO4 0,03%, H202

e 3,3’ diaminobenzidina - DAB) até que as bandas ficassem suficientemente coradas.
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4.9 Imunofluorescéncia em L. interrogans fixada por metanol

Leptospiras com poucas passagens in vitro (<10) foram cultivadas a 28 °C e
quando atingiram fase log de crescimento foram depositadas diretamente sobre
laminas de vidro (aproximadamente 108 leptospiras por ponto na lamina) e incubadas
a temperatura ambiente até que o liquido (meio de cultura) secasse. Em seguida, as
laminas foram incubadas com metanol previamente gelado (-20°C) durante 10
minutos a -20 °C para permeabilizar a membrana, desnaturar (parcialmente) as
proteinas e fixar as leptospiras. Os anticorpos (pAbs e mAbs) em diferentes diluigbes
foram adicionados diretamente sobre a lamina e a reacéo foi incubada por 1 hora a
temperatura ambiente. Apds 4 lavagens (3 com PBS-T e 1 com agua), foi adicionado
anti-lg de rato conjugado a FITC 1:1000. Apds novas lavagens a lamina foi montada,
adicionando o marcador de DNA DAPI, presente no meio de montagem (Fluoroshield,
Sigma-Aldrich). Os controles utilizados incluiram o extrato bruto de leptospiras (para
controle positivo da reagao) e o soro negativo, de animal que nao foi inoculado (para
controle negativo de reacdes nao-especificas). A analise das laminas foi realizada por
visualizagao das bactérias em microscépio de imunofluorescéncia e todas as imagens

foram obtidas utilizando a mesma exposigéo para cada filtro.

4.10 Imunofluorescéncia de superficie

Foram realizados ensaios de |IF com as bactérias depositadas diretamente
sobre as laminas. O protocolo utilizado foi adaptado de Pinne and Haake (2009).
Leptospiras cultivadas a 28 °C com poucas passagens in vitro (<10) e em fase log de
crescimento foram coletadas por centrifugacdo a 2000 xg por 7 min em temperatura
ambiente e em seguida foram gentilmente ressuspendidas em PBS-5 mM MgClz, pH
7.2. O ensaio foi realizado sobre um ponto na lamina, onde as leptospiras foram
depositadas no centro de uma marcacao circular. As células ficaram aderindo as
ldminas durante 80 minutos e em seguida foram incubadas ou com metanol

previamente gelado (-20 °C) durante 20 minutos a -20 °C para permeabilizar a
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membrana, desnaturar parcialmente as proteinas e fixar as leptospiras ou com
paraformaldeido 2% (diluido em PBS-5 mM MgClz, pH 7.2) durante 40 minutos a 28
°C para manter a integridade da membrana. A solugdo de bloqueio de ligacdes
inespecificas utilizada foi BSA 1% (diluida em PBS) e a incubagéo realizada a 28 °C
por 90 minutos. Todos os volumes utilizados foram de 300 pl por ldmina, incluindo os
cultivos (5x108 células em 300 ul). O marcador de DNA utilizado para a detecgdo de
leptospiras independente da ligagdo dos anticorpos foi o DAPI, presente no meio de
montagem (Fluoroshield, Sigma-Aldrich). Os controles utilizados incluiram o extrato
bruto de leptospiras (controle positivo para superficie), as flagelinas FlaA1, FlaB1 e
FcpA (controle de sub-superficie) e o soro negativo, de animal que nao foi inoculado
(controle negativo para reagbes nao-especificas). Também foram avaliados mAbs
anti-LipL32 e anti-LigB. A diluicdo dos pAbs e mAbs variaram de 1:25 a 1:300,
enquanto que a diluicdo do anti-rato (ou anti-camundongo para os mAbs) conjugado
a FITC foi de 1:1000 e foram incubados por 1 hora e 45 minutos, respectivamente. A
analise das laminas foi realizada por visualizacdo das bactérias em microscépio de
imunofluorescéncia e todas as imagens foram obtidas utilizando a mesma exposigao

para cada filtro.

4.11 Imunofluorescéncia em microesferas de agarose

Os ensaios de IF em microesferas de agarose foram realizados com
adaptacdes a partir do protocolo de Cox et al. (1995). Uma solugéo de 2% de ABPF
tipo VIl foi preparada em PBS e mantida a 42 °C em banho maria. Uma cultura de
1x108 células em 0,5 ml de EMJH foi adicionada em um tubo de 50 ml e mantida
aquecida a 42 °C por 45-60 s, até que fosse adicionado 0,5 ml da ABPF também
aquecida a 42 °C. Em seguida o conteudo do tubo foi misturado por vortex leve (15-
20 s) e retornou ao banho maria a 42 °C (30 s). Cinco ml de 6leo mineral a 42 °C foi
adicionado ao tubo e foi homogeneizado por vortex (10-15 s), e os tubos foram
rapidamente transferidos para gelo, onde permaneceram por 5 minutos. Foi
adicionado 5 ml de PBS e as esferas foram coletadas por centrifugagéo a 500 xg por

15 minutos.
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Aproximadamente 50 pl de esferas (contendo as leptospiras) foram
transferidas para tubos de 1,5 ml e processadas em PBS para manter a membrana
integra; Triton X-100 (0,00001, 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1, 1, 5, 10 e 25%); Triton X-114
(0,00001, 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1, 1, 5, 10 e 25%); EDTA (10, 25, 50, 75 e 100 mM);
etanol (0,5, 1, 2,5, 5 e 10, 50, 70 e 80%); metanol (puro) ou EDTA + etanol (100 mM
e 50%, respectivamente) para permeabilizagdo da ME e lise celular. O tempo de cada
tratamento variou de 10 a 30 minutos em temperatura ambiente (20-25 °C). Os pAbs
ou mADbs, puros ou em diluigdes de até 1:1000, foram incubados em agitagdo junto as
esferas a 4 °C por 16 horas. Na etapa seguinte foi adicionado o anti-Ilg de rato (ou
anti-lg de camundongo) conjugado a FITC na diluicdo de 1:1000 e incubado em
agitacao por 1 hora em temperatura ambiente. Para marcagcdo do DNA da bactéria,
as amostras foram incubadas por 30 minutos com Hoechst ou montadas diretamente
com meio de montagem contendo DAPI (Fluoroshield, Sigma-Aldrich). Os controles
utilizados incluiram o extrato bruto de leptospiras (para controle positivo da reagao) e
0 soro negativo, de animal que nao foi inoculado (para controle negativo de reacdes
nao-especificas). A observacdo das leptospiras foi realizada por microscopia de
imunofluorescéncia. Todos os ensaios foram realizados comparando os mesmos

soros entre si em diferentes tratamentos (células integras e permeabilizadas).
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5 RESULTADOS

5.1 Identificagao in silico de alvos vacinais contra leptospirose

A anadlise de VR realizada utilizando diversas ferramentas de bioinformatica
para minerar o genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130
em busca de proteinas que compdem a superficie de espécies patogénicas de
Leptospira esta descrita em detalhes em Grassmann et al. (2017a). Esta analise
resultou em uma lista inicial de 165 proteinas barril-B de membrana externa (bf3-
OMPs) e 54 lipoproteinas da ME. Dentre estas 219 proteinas, 18 bp3-OMPs e 9
lipoproteinas da ME foram selecionadas baseadas na predi¢gao de alta confianga
(utilizando o algoritmo CoVira). Estas proteinas foram analisadas quanto a presenca
de ortdlogos em outras Leptospira spp.; uma lipoproteina de ME foi removida da lista
por ndo apresentar ortélogos na maioria das espécies patogénicas. As demais
proteinas selecionadas apresentam ort6logos em todas as espécies patogénicas.
Nenhuma das proteinas restantes apresentou similaridade com proteinas de
hospedeiros de Leptospira. A modelagem estrutural foi realizada com sucesso para
todas as proteinas selecionadas, gerando modelos com grau de qualidade satisfatorio.
A anotagao funcional das 18 b3-OMPs selecionadas esta descrita na tabela 1. Como
esperado, a maioria das bpR-OMPs apresentou dominios relacionados a esta
conformacao estrutural, por exemplo receptores dependentes de TonB (TBDR),
transportadores, bombas de efluxo (TolC), dentre outros. Todas estas proteinas
apresentaram epitopos imunogénicos preditos por bioinformatica com alto grau de
afinidade a diferentes receptores de MHCII humano. A alocacao estrutural destes
epitopos imunogénicos permitiu a identificagdo de porgdes imunogénicas das bf3-
OMPs expostas na superficie de L. interrogans — figura 2 em (Grassmann et al.,
2017a).

No alinhamento da sequéncia da b-OMP LIC10881 com as sequencias de
seus ortélogos em outras Leptospira spp. indicou que a proteina da cepa L1-130
apresentava a auséncia de uma porcdo C-terminal. Ao analisar o genoma, foi
constatado uma possivel falha no sequenciamento do gene correspondente, que

quando corrigido para o consenso entre as espécies, fusionava as sequencias de
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alinhamento da nova sequéncia

(LIC10881+LIC108882) com os ortélogos de LIC10881 indicou que a auséncia da

porcdo C-terminal ndo existia mais.

Tabela 1. Anotagéo funcional das 18 bp-OMPs preditas por bioinformatica. Proteinas preditas como

novos alvos vacinais e anotacao funcional das sequéncias correspondentes.

Gene Produto/Anotagéo original’ Analise no InterProScan
LIC10496  conserved hypothetical protein Outer membrane efflux protein
LIC10714 outer membrane receptor protein TonB-dependent receptor
LIC10881 outer membrane protein, TonB TonB-dependent receptor (plug and beta-

dependent barrel domains?)
LIC10896 TonB-dependent outer TonB-dependent receptor
membrane receptor
LIC10964 TonB-dependent outer TonB-dependent receptor
membrane hemin receptor
LIC11086  conserved hypothetical protein MetA-pathway of phenol degradation,
putative
LIC11211 hypothetical protein none predicted
LIC11268  conserved hypothetical protein Alginate export domain
LIC11458  outer membrane protein, porin none predicted
superfamily
LIC11506 outer membrane protein Predicted outer membrane protein,
Leptospiraceae
LIC11623 outer membrane protein Bacterial surface antigen (D15) / Surface
antigen variable number
LIC12254 outer membrane protein Bacterial surface antigen (D15)
LIC12374 outer membrane protein, TonB TonB-dependent receptor, beta barrel,
dependent plug domain
LIC12575  cytoplasmic membrane protein Outer membrane efflux protein
LIC13477  conserved hypothetical protein none predicted
LIC20019  conserved hypothetical protein Putative porin/Porin 6
LIC20087 outer membrane protein none predicted
LIC20151 TonB-dependent outer TonB-dependent receptor, beta barrel

membrane receptor

(IPR000531), plug domain (IPR012910)

Tal qual anotada no genoma de L. interrogans L1-130.

?Referente a sequéncia de LIC10881 e LIC10882 corrigidas.
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5.2 Clonagem e expressao de proteina recombinantes

Das 18 bp-OMPs, foram selecionadas nove proteinas para analise de
localizagdo celular (Tabela 1). Para isso, as sequéncias codificadoras foram
amplificadas por PCR, clonadas no vetor pAE e expressas em E. coli. Todas as
proteinas recombinantes foram expressas em corpos de inclusdo e necessitaram de
solubilizag&o utilizando tampao de solubilizagdo com desnaturante (contendo ureia).
As proteinas foram purificadas, dialisadas contra PBS e analisadas por SDS-PAGE
(Figura 5). Além destas, outras proteinas de interesse foram produzidas da mesma
forma: rFlaA1, rFlaB1, rFcpA, rLigBrep, rLcpA e rLenA. As primeiras trés séo proteinas
flagelares (Wunder et al., 2016a), enquanto as ultimas sao lipoproteinas descritas
como proteinas expostas na superficie de L. interrogans (Barbosa et al., 2010, Verma
et al., 2010, Matsunaga et al., 2013). Devido ao alto PM de algumas destas proteinas,
como LIC11458 (113 kDa), LIC10964 (86 kDa) e LigB (200 kDa), apenas porgdes dos
genes que as codificam foram clonados para expressao de respectivas porgdes

recombinantes.

A analise em SDS-PAGE das proteinas bB-OMPs purificadas (Figura 5)
confirmam o PM aparente esperado (Tabela 2) para cada proteina recombinante.
Varias destas proteinas apresentam bandas adicionais de menor PM. Estas bandas

foram reconhecidas pelo anticorpo anti-6xHis no WB (Figura 6).
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Figura 5: SDS-PAGE: Expressao de proteinas recombinantes. Eletroforese em gel de poliacrilamida
12% apresentando as proteinas barril-B transmembrana de ME expressas em E. coli e purificadas por
cromatografia de afinidade. As proteinas foram dialisadas contra PBS antes da realizagdo do SDS-
PAGE. O asterisco representa o tamanho de banda correspondente a proteina recombinante. A coluna
da esquerda corresponde ao marcador de peso molecular PageRuler Prestained (ThermoFisher

Scientific).
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Figura 6: Western blotting: reconhecimento das proteinas recombinantes pelo anticorpo anti-histidina.
WB apds separagcdo por eletroforese das proteinas barril-B transmembrana de ME para o
reconhecimento destas com anticorpo anti-histidina conjugado a HRP. O asterisco representa o
tamanho de banda correspondente a proteina recombinante. A coluna da esquerda corresponde ao

marcador de peso molecular PageRuler Prestained (ThermoFisher Scientific).

5.3 Obtencao e caracterizagao dos anticorpos policlonais

Ap0ds as inoculacdes de ratos, foram obtidos pAbs capazes de reconhecer as
proteinas recombinantes utilizadas na inoculagdo. A tabela 2 apresenta a quantidade
minima detectada de cada proteina recombinante no WB utilizando o soro especifico
para cada proteina. As quantidades detectadas variaram de 1,5 ng para os soros anti-
rLIC11086, anti-rFlaA1 e anti-rFcpA até 200 ng para o soro anti-rLIC11458. A figura 7
apresenta as reacgdes obtidas com cada pAb em relagéo a proteina recombinante
correspondente. Nesta figura, sdo mostradas as reacdes contra 200 ng de cada

proteina.
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Figura 7: Western blotting: reconhecimento das proteinas recombinantes pelos seus respectivos pAbs.
Foi adicionado 200 ng de cada proteina recombinante por pogo. O asterisco representa o tamanho de
banda correspondente a proteina recombinante. A coluna da esquerda corresponde ao marcador de

peso molecular PageRuler Prestained (ThermoFisher Scientific).

Os pAbs gerados também foram avaliados quanto a capacidade de
reconhecimento da proteina nativa por WB. Para isso, foram separados por SDS-
PAGE extratos brutos de L. interrogans crescida in vitro e cultivadas em DMCs (Figura
8). Os extratos foram eletrotransferidos para membrana de nitrocelulose e reagidos
com os pAbs contra cada proteina de interesse. A maioria dos anticorpos (13/16)
reconheceu a proteina alvo no extrato de L. interrogans obtida de pelo menos uma
das condigdes de cultivo (Figura 9). Em alguns casos (LIC11086, LIC12374,
LIC20019), ndo foi possivel detectar bandas no WB ou a reacdo observada era de
baixa intensidade, impossibilitando conclusbes ou documentagdao apropriada da
reagao. Nestes casos, os resultados foram considerados inconclusivos. O pAb anti-
rLIC10496 reconheceu uma proteina de cerca de 120 kDa, sendo que uma cadeia
polipeptidica desta proteina deveria ter PM de aproximadamente 57,7 kDa. Esta
proteina foi predita como um TolC, o componente da ME de uma bomba de efluxo
(Tabela 1), normalmente assumindo a estrutura quaternaria de trimero, portanto,
aparentemente a banda observada sugere que sdo dimeros da proteina (configuragao
intermediaria). Também foi avaliado um anticorpo monoclonal anti-LipL32, que

reconheceu especificamente a LipL32 nativa.
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Figura 8: SDS-PAGE: Extrato bruto de L. inferrogans L1-130. Foram analisados extratos cultivados in
vitro (28 °C) ou em DMCs. O gel foi corado por impregnagédo por prata. A coluna da esquerda

corresponde ao marcador de peso molecular Unstained Protein Ladder (New England BioLabs).
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Figura 9: Western blotting: reconhecimento das proteinas nativas pelos seus respectivos pAbs. Para o
preparo do extrato bruto foram utilizados 2x108 leptospiras/coluna de L. interrogans L1-130 cultivadas
in vitro a 28°C. O asterisco representa o tamanho de banda correspondente a proteina nativa. A coluna
da esquerda corresponde ao marcador de peso molecular PageRuler Prestained (ThermoFischer

Scientific).
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Tabela 2. Analise geral das proteinas e anticorpos. Resumo das analises aplicadas as proteinas selecionadas e aos anticorpos policlonais correspondentes.

Proteinas (kDa)

Deteccdo da proteina em WB

Imunofluorescéncia

, Fixada por IF de superficie IF em esferas de
Alvo do PAb Proteina Prot.elna Proteina nativa, . metanol agarose
recombinante’ natlya,z observado® bMc Ve LD (ng)
predito . .
Intacta Lisada | Intacta Lisada
LIC10496 55,9 57,6 ~120%* P P 12,5 P S S NA NA
LIC10881 61,9 63,2 ~65 P P 12,5 P P P NA NA
LIC10964 55,0 86,6 ~85 P P 100 P S P NA NA
LIC11086 36,7 37,4 ~607? IC IC 1,5 S S S NA NA
LIC11268 35,2 68,8 ~70 IC P 12,5 P S P NA NA
LIC11458 65,4 113,6 ~115 IC P 200 P S P NA NA
LIC12374 34,8 80,2 x IC IC 25 S S P NA NA
LIC20019 39,5 43,4 X IC IC 12,5 P S P NA NA
LIC20151 63,8 80,9 ~80 P P 12,5 P S S NA NA
LigB/LigA 54,0 200,8/128,1 ~200 e ~130 P P 3,12 P S P P P
LcpA (LIC11947) 20,0 22,6 ~22 P P 3,12 P S P P
LenA (LIC10009) 24,0 27,7 ~34 P P 6,25 P S P S
FlaAl 33,0 34,9 ~35 P P 1,5 P S S NA NA
FlaB1 32,0 31,3 ~30 P P 25 P S P S S
FcpA (LIC13166) 35,7 36,2 ~35 P P 1,5 P P P S P
LipL32 28,5 29,6 ~30 P P NA P NA NA P P

"Predito pelo Vector NTI 11. 2Predito pelo Uniprot. 3Conforme observado na figura 9. “Quantidade minima de proteina recombinante detectada por WB

utilizando pAb especifico. IC = inconclusivo. LD = Limite de Detecgdo. NA = n&o avaliado. P = detec¢do positiva. S = sem detec¢cdo. DMC = camara de

membrana de dialise. IVC = cultura in vitro. IF = imunofluorescéncia.
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5.4 Imunofluorescéncia de L. interrogans fixada com metanol

Todos os pAbs foram avaliados quanto a capacidade de reconhecimento da
bactéria fixada por metanol em laminas de microscopia. Além dos pAbs produzidos,
foram avaliados trés anticorpos monoclonais, dois produzidos contra LipL32 e um
contra LigB, gentilmente doados por colaboradores. Com excegédo dos pAbs anti-
rLIC11086 e anti-rLIC12374, todos os demais reconheceram a bactéria fixada por
metanol, onde a membrana encontra-se permeabilizada e as proteinas desnaturadas
(Figura 10 e Tabela 2). As diluicdes encontradas para cada anticorpo variaram entre
de 1:1000 a 1:25. A figura 11 € uma demonstracédo da visualizagdo pelo campo de
visdo do microscopio. Nesta imagem sao representados um ensaio com resultado

positivo (LIC11458) e um sem deteccao de fluorescéncia (LIC12374).

5.5 Avaliagao da localizagao de proteinas de membrana externa por IF de

superficie

O controle positivo, anti-extrato bruto reconheceu a bactéria tanto
permeabilizada (fixada por metanol) quanto fixada por paraformaldeido (Figura 12 e
Tabela 2). Todos os soros testados por esta técnica, com excegao do soro de rato néo
inoculado (controle negativo) reconheceram a bactéria permeabilizada. A bactéria
fixada por paraformaldeido, em teoria intacta, foi reconhecida pelos pAbs anti-rLigBrep
e anti-rFcpA, enquanto os demais soros ndo reconheceram a bactéria neste estado.
Alguns pAbs nao reconheceram a L. interrogans em nenhuma situagao (Tabela 2). O
controle para proteinas abaixo da superficie da célula, o anti-rFlaB1 nao reconheceu
a proteina nativa quando a bactéria estava integra, mas apresentou ligacao ao flagelo

quando a bactéria foi permeabilizada.
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Figura 10: Imunofluorescéncia de leptospiras fixadas por metanol. Foram utilizadas leptospiras

10 ym

cultivadas in vitro a 28 °C e fixadas por metanol para reconhecimento da proteina nativa na bactéria.
As imagens foram tratadas e montadas utilizando o software ImagedJ. Os anticorpos secundarios da IF

foram marcados com FITC (verde) e o DNA foi marcado com DAPI (azul).
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Figura 11: Imunofluorescéncia leptospiras fixadas por metanol — visdo do campo. Imagem
representativa da visualizagdo de leptospiras fixadas por campo. Linha LIC11458 representagéo de
fluorescéncia positiva; linha LIC12374 representagéo de auséncia de fluorescéncia. As imagens foram
tratadas e montadas utilizando o software ImagedJ. Os anticorpos secundarios da IF foram marcados

com FITC (verde) e o DNA foi marcado com DAPI (azul).

5.6 Padronizagao do encapsulamento de leptospiras em esferas de ABPF
para determinacgao da localizagao de proteinas expostas na superficie da

bactéria

O protocolo avaliado para encapsulamento de leptospiras em esferas de
ABPF foi realizado com sucesso. As leptospiras foram observadas em abundancia
dentro das esferas de agarose por microscopia de campo escuro (dados nao
mostrados). Ao incubar as esferas com anticorpos anti-extrato bruto de L. interrogans
e consequente IF, novamente, foi possivel observar leptospiras fluorescentes (Figura
13 e Tabela 2). Nenhum anticorpo gerado contra proteinas localizadas abaixo da
superficie da bactéria apresentou ligacdo quando a mesma era mantida intacta
(incubagcao com PBS). Porém, surpreendentemente, a incubagcdo com estes
anticorpos nao apresentava fluorescéncia quando incubados com leptospiras, mesmo
depois que estas sofreram tratamentos para a remocgao e permeabilizagcdo da ME com
detergentes, alcool ou EDTA. A unica excegao observada foi o tratamento com 50 mM
de EDTA por 30 minutos, que parece ter permeabilizado a célula, permitindo a ligagao
dos anticorpos anti-rFcpA. Da mesma forma, o tratamento com EDTA 50 mM permitiu
a ligacao dos anticorpos anti-LcpA (pAb), anti-LipL32 e anti-LigB (mAbs). Estes
anticorpos também reconheceram a superficie da bactéria intacta, sugerindo que as
proteinas LcpA, LipL32 e LigB estéo localizadas na superficie da bactéria. O soro de
rato ndo inoculado (controle negativo) ndo teve ligacdo a célula inteira ou

permeabilizada.
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Figura 12: Imunofluorescéncia de superficie. As IFs da direita correspondem a células de L. interrogans
L1-130 fixadas por metanol, enquanto as situadas na esquerda foram fixadas com 2% de
paraformaldeido. O anticorpo secundario anti-Igs de rato era conjugado com FITC (verde), enquanto o
DNA foi marcado com DAPI (azul). As imagens foram tratadas e montadas utilizando o software

Imaged.
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Figura 13: Imunofluorescéncia em esferas de ABPF. As IFs da direita correspondem a células de L.
interrogans L1-130 permeabilizadas por EDTA (50 mM), enquanto as da esquerda apresentam células
intactas, tratadas apenas com PBS. O anticorpo secundario anti-lgs de rato era conjugado com FITC
(verde), enquanto o DNA foi marcado com DAPI (azul). As imagens foram tratadas e montadas

utilizando o software Imaged.
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6 DISCUSSAO GERAL E PERSPECTIVAS

A VR é uma metodologia que visa identificar alvos vacinais a partir da analise
in silico do proteoma codificado no genoma do patégeno, com uso de ferramentas de
bioinformatica (Rappuoli, 2000). Esta abordagem foi originalmente empregada em
Neisseria meningitidis sorogrupo B, levando ao descobrimento dos antigenos vacinais
protetores que atualmente compdem a vacina recombinante Bexsero
(GlaxoSmithKline), em uso para prevenir a meningite causada por este patdégeno
(Pizza et al, 2000). A VR segue sendo empregada com frequéncia em diferentes
doencgas, incluindo leptospirose (Dellagostin et al., 2017). Todavia, os resultados de
VR em leptospirose sdo variados. Uma analise simplificada do genoma de L.
interrogans identificou nove lipoproteinas apontadas como alvos vacinais potenciais
(Hartwig et al., 2011) e dentre elas LemA se mostrou protetora (Hartwig et al., 2013).
Outro trabalho avaliou o genoma de L. borgpetersenii e identificou 262 proteinas de
ME e secretadas, das quais 238 foram testadas em modelo animal e nenhuma
demonstrou protegao contra leptospirose (Murray et al., 2013). A analise de VR
apresentada neste trabalho € a mais completa realizada até o momento em Leptospira
spp., ndo apenas pela diversidade de analises a nivel de estrutura primaria para
identificar os alvos vacinais, mas também por investigar caracteristicas estruturais das
proteinas avaliadas, caracterizando a primeira abordagem de Vacinologia Estrutural
(VE) para este patogeno. Além disso, todos os alvos identificados possuem proteinas
ortdlogas em todas as espécies patogénicas de Leptospira, com excegao de LIC10881
em L. kmetyi. Esta espécie, apesar de classificada taxonomicamente como uma
Leptospira patogénica, foi originalmente isolada de amostras ambientais e a viruléncia
da mesma nao ¢é esclarecida (Fouts 2016). A analise combinada de VR e VE permitiu
a identificagdo de novos alvos vacinais e sugere que estas proteinas possuem
por¢des imunogénicas expostas na superficie da bactéria. Atualmente, estdo sendo
avaliadas pelo nosso grupo pesquisa, proteinas quiméricas compostas pelas regides
preditas como expostas na superficie de L. interrogans, que além de altamente
conservadas entre as espécies infecciosas de Leptospira, também foram preditas
como contendo epitopos de células T e B. Finalmente, o fluxograma para analise de
VR e VE mostrado na figura 4 pode ser aplicado para outras bactérias didermes —
mais informagdes em Grassmann et al. (2017a).
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Das 18 proteinas barril- transmembrana preditas, 9 foram clonadas,
expressas em E. coli e purificadas com sucesso. Devido ao alto PM de algumas destas
proteinas, como LIC11458 (113 kDa) e LIC10964 (86 kDa), apenas porgdes dos genes
que as codificam foram clonados para expressdao de respectivas porgcoes
recombinantes. Na figura 5, podem ser visualizadas bandas adicionais com PM menor
do que o esperado para a proteina em questdo. A maior parte destas bandas foi
reconhecida pelo anticorpo anti-6xHis (Figura 6), sugerindo que n&o sejam
contaminagdes por proteinas de E. coli e sim degradagao da proteina recombinante
ou producao de proteina truncada durante a expressao. O inibidor de serina proteases
PMSF foi adicionado as amostras logo apds a lise celular e novamente apos
purificacédo, previamente ao armazenamento a 4°C, a fim de reduzir a degradagéo das
proteinas recombinantes expressas. As bandas adicionais ja eram observadas nos
testes de expressao e solubilidade quando avaliados por WB com anti-6xHis (dados
nao mostrados) logo apos a expressdo. Estas observagbes sustentam a ideia de
expressao das proteinas recombinantes truncadas por E. coli. Estas proteinas foram
utilizadas para a produgdo de pAbs pela inoculagdo das proteinas em ratos. O
protocolo foi o mesmo utilizado para obtencdo de pAbs contra proteinas barril-$3
transmembrana de Treponema spp. e Borrelia spp., extensivamente validado para
estas espiroquetas (Cox et al., 1995, Cox et al., 1996). Como esperado, os diferentes
pAbs apresentaram grande sensibilidade no WB ao reconhecer mesmo 1,5 ng de
proteina recombinante. Todavia, o reconhecimento da proteina nativa pelos diferentes
pAbs ndo foi tdo consistente quanto o reconhecimento da proteina recombinante
correspondente (Figura 9). O WB realizado com extrato de L. interrogans com alguns
pAbs, incluindo anti-LIC11086, anti-LIC12374 e anti-LIC20019, tiveram resultados
inconclusivos. Nestas analises, as bandas observadas foram muito sutis,
impossibilitando a visualizagdo e/ou documentacdo dos resultados. Ao analisar o
extrato de L. interrogans adaptada ao hospedeiro (cultivada em DMC) por WB
utilizando os diferentes pAbs, novamente alguns soros foram incapazes de detectar a
proteina nativa. Estes resultados podem ser reflexo de uma baixa expressao destas
proteinas na célula de L. interrogans ou ainda, a incapacidade do pAb em reconhecer
a proteina nativa. De fato, algumas destas proteinas bB-OMPs sdo expressas em
baixissima quantidade na célula de L. interrogans cultivada in vitro (<10 copias/célula)
(Malmstrom et al., 2009). Estas proteinas foram preparadas em PBS para as

inoculagbes e por serem extremamente hidrofébicas — s&o transmembrana -
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apresentaram precipitacdo e consequentemente ndo estavam corretamente
dobradas. Isto pode ter gerado uma grande quantidade de anticorpos que reconhecem
apenas a conformacao linear e/ou desnaturada da proteina recombinante e no geral
reconhecem a proteina nativa de forma menos eficiente. Existem alternativas para
solubilizacdo de bB-OMPs que favorecem o dobramento correto, tais como a
incorporagao em micelas ou lipossomas e uso de detergentes anfipaticos e agentes
desnaturantes. Enquanto lipossomas podem contribuir para a imunogenicidade dos
antigenos, alguns detergentes e agentes que facilitam a solubilizagdo destas
proteinas podem ser toxicos, impossibilitando a sua inoculagdo em animais. Estas

alternativas para o correto dobramento das bB-OMPs ainda precisam ser avaliadas.

Neste trabalho foi adaptado o protocolo descrito por Caimano et al. (2014) e
Grassmann et al. (2015) para obtencao de L. interrogans adaptada ao hospedeiro
através do cultivo em DMCs implantadas no periténio de ratos. Nestas condigdes, as
leptospiras regulam a expressdo de centenas de genes, contribuindo para a
adaptacao da célula aos sinais percebidos durante a infeccédo. Analise comparativa a
nivel de transcricdo (por sequenciamento de RNA total — RNASeq) de leptospiras
cultivadas em DMC em comparagdo com cultivo in vitro (Caimano et al., 2014)
demonstraram que 166 genes sao diferencialmente expressos (DE) nestas condi¢des.
Porém, dados ainda nao publicados indicam que nao existe uma correlacdo entre os
genes e as proteinas que sdao DE nas mesmas condigdes (comunicagao pessoal,
realizada por Expressao Diferencial em Eletroforese em Gel Bidimensional — 2D-
DIGE). Por outro lado, os dados de 2D-DIGE sugerem que L. interrogans regula uma
série de modificagbes proteicas pds-traducionais (MPT) em DMCs. Recentemente, foi
demonstrado que MPTs (trimetilagdo de lisinas) na lipoproteina LipL32 nativa séo
responsaveis pelo reconhecimento deficiente da proteina recombinante por anticorpos
gerados contra a proteina nativa, indicando uma possivel estratégia de evasao imune
baseada em MPTs. Essa poderia ser uma possivel causa da dificuldade de
reconhecimento de algumas proteinas nativas que eventualmente sofrem MPTs, por
anticorpos produzidos contra proteinas recombinantes que nao possuem estas
modificagdes. O modelo DMC de cultivo de Leptospira spp. no hospedeiro foi
reproduzido com sucesso na UFPel, podendo contribuir para o entendimento da
patogenicidade desta bactéria, consequentemente facilitando o desenvolvimento de

vacinas contra a leptospirose.
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Em geral, os anticorpos gerados contra as proteinas recombinantes
analisadas foram capazes de reconhecer a proteina nativa desnaturada na IF com
leptospiras fixadas por metanol. As excegdes foram anti-rLIC20019 e anti-rLIC11086
que nao apresentaram fluorescéncia detectavel nas analises realizadas,
semelhantemente ao observado no WB com estes soros. Em seguida, os pAbs foram
utilizados para avaliar a exposicdo das proteinas investigadas na superficie de L.
interrogans pela técnica de IF de superficie, descrita por Pinne (2009). Nesta técnica,
as leptospiras foram incubadas vivas sobre lamina de vidro para aderirem e em
seguida fixadas por paraformaldeido para manter a integridade da membrana ou
metanol para permeabilizar a célula. Como esperado, somente houve ligagao do anti-
FlaB1 ao flagelo quando a célula foi permeabilizada por metanol. Esta abordagem
sugeriu que LIC10881 esta exposta na superficie de L. interrogans (Figura 11).
Todavia, assim como no trabalho original que descreve esta técnica, o pAb gerado
contra FcpA reconheceu a bactéria teoricamente intacta. Este foi o motivo que levou
Pinne e colaboradores (2009) a sugerir que esta proteina € uma proteina de ME,
nomeando-a OmpL36. Porém, foi demonstrado que ela € na verdade um componente
da bainha do flagelo periplasmatico em um completo e elegante experimento, que a
renomeou como FcpA. Naturalmente, ndo é esperado que uma proteina do flagelo
esteja exposta na superficie de Leptospira, colocando a confiabilidade desta técnica
em duvida. Uma possivel explicagdo para qual os pAbs gerados contra as bp-OMPs
nao reconhecerem a proteina na superficie da bactéria € a pouca exposicdo da
molécula fora da célula. Como pode ser observado na figura 2 em Grassmann et al.
(2017a), apenas uma pequena porgao do barril-p fica exposto fora da ME, e possiveis
regides imunodominantes da proteina podem estar localizadas na porgéo néo exposta
da proteina. Uma solugdo possivel € a obtengdo de genes sintéticos compostos
apenas pelas regides preditas como expostas na superficie, aumentando
consideravelmente as chances de gerar anticorpos capazes de reconhecer a porgao

exposta da proteina alvo.

LIC10881 foi predita por bioinformatica como um TBDR (Tabela 1). TBDRs
sao bB-OMPs caracterizados por possuirem 22 folhas-3 transmembrana e um dominio
plug globular que se dobra no interior do barril. A predicado da molécula que de fato é
transportada por um TBDR é dificil de ser realizada de forma confiavel por

bioinformatica. Ainda assim, a analise comparativa do modelo estrutural gerado para
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LIC10881 (Grassmann et al., 2017a) indicou semelhanga estrutural com TbpA, um
transportador de transferrina em Neisseria spp. A fungao desta proteina, bem como
sua participagdo no processo de patogénese ainda precisam ser demonstrados
experimentalmente. A analise de conservacao de LIC10881 em diferentes Leptospira
spp. indicou que, em relagao aos seus ortdlogos, esta proteina era consideravelmente
menor em relagdo ao tamanho das proteinas. Atualmente, experimentos estdo em
andamento a fim de avaliar a capacidade protetora de rLIC10881 contra a leptospirose

aguda no modelo hamster.

A correta demonstragao in vitro da localizacdo de proteinas de superficie é
essencial para confirmacao dos dados obtidos in silico por analises de VR e VE. Dessa
forma é possivel selecionar racionalmente alvos que serdo testados em seguida,
reduzindo o numero de animais utilizados e aumentando as chances de encontrar um
antigeno protetor (Rappuoli, 2000). As técnicas para determinagcdo da localizagao
subcelular de proteinas de Leptospira spp. atualmente em uso apresentam uma série
de limitagdes, conforme apresentado no ltem 2.10 da Revisdo Bibliografica. Estas
técnicas sdo amplamente utilizadas em outros microrganismos, porém, a relativa
fragilidade da estrutura celular de Leptospira spp., particularmente a ME, produz
resultados contraditorios e inesperados (como suposta localizagdo na superficie de
antigenos sabidamente citoplasmaticos). Mesmo a técnica de IF de superficie
apresenta limitagdées, como a localizagdo da FcpA/OmpL36 ja discutida. Além disso,
esta técnica inicialmente indicou LipL32 como proteina de superficie (Pinne and
Haake, 2009) e em seguida, os mesmos autores revisaram seus achados e sugeriram
que LipL32 n&o estaria localizada na superficie da bactéria (Pinne and Haake, 2013).
Dentre as alternativas para demonstragao in vitro da localizagdo de proteinas em
Leptospira, o encapsulamento da bactéria em esferas de ABPF se destaca pela
simplicidade, facilidade de obtengcdo e pouca manipulagdo das células, sem
necessidade de centrifugagéo, por exemplo. Esta técnica foi inicialmente descrita para
T. pallidum e em seguida adaptada para B. burgdorferi, espiroquetas ainda mais
frageis que Leptospira spp. Com o uso desta técnica, uma série de proteinas b-OMPs
foram caracterizadas quanto a localizacdo na superficie destas espiroquetas. Este

trabalho descreve pela primeira vez a adaptacao desta técnica para Leptospira.

Durante o estabelecimento da técnica de aprisionamento de leptospiras em

esferas de ABPF, foi utilizado o anticorpo anti-extrato bruto de leptospiras, a fim de
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confirmar a funcionalidade da técnica. Em seguida, foi realizada a tentativa de
permeabilizagdo da ME utilizando 0,01% de Triton X-100, conforme realizado para as
outras espiroquetas, combinado com o uso de pAbs anti-flagelinas. De forma
inesperada, esta abordagem n&o resultou em sinal positivo na IF. A partir deste ponto,
uma série de tentativas com diferentes tratamentos foi realizado, até encontrar
marcagao para anti-FcpA no tratamento com 50 mM de EDTA por 30 minutos. Este
protocolo foi repetido, juntamente com a manutencdo de leptospiras intactas
(tratamento com PBS por 30 minutos), desta vez utilizando anticorpos contra as
lipoproteinas LigB, LipL32, LcpA e LenA. Foram utilizados apenas anticorpos
direcionados contra lipoproteinas previamente demonstradas como localizadas na
superficie da bactéria visando possibilidade de detecc¢ao de ligagdo a molécula inteira
da lipoproteina, uma vez que como mencionado, bR-OMPs contém a maior parte da
proteina no interior da ME. Enquanto nao foi possivel detectar fluorescéncia com a
marcagao de anti-LenA, o pAb anti-LcpA e os mAbs anti-LipL32 e anti-LigB ligaram a
proteina nativa tanto na bactéria permeabilizada (50 mM de EDTA) quanto intacta
(PBS). Estes dados confirmam relatos anteriores que apontam LipL32, LigB e LcpA

de fato expostas na superficie de L. interrogans.

Apesar de detectada a ligagao de anti-FcpA na célula lisada de L. interrogans
aprisionada nas esferas de ABPF, isso so foi observado numa concentragado de EDTA
e em nenhuma outra abordagem de permeabilizacéo celular. Essas observagdes
encorajam a avaliacdo de outros marcadores internos na célula em busca de maior
repetibilidade, tais como proteinas citoplasmaticas ou proteinas de Ml — como
transportadores ABC ou as proteinas do motor e ancora do flagelo. Outra
possibilidade é a utilizacdo de iodeto de propideo para diferenciar células inteiras de
células permeabilizadas, ja que esta molécula tem pouca capacidade de atravessar
membranas intactas. Nesta mesma linha, outra possibilidade para determinagao da
localizac&o de proteinas de superficie celular em Leptospira spp. pode ser a utilizacao
de técnicas como a LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability kit, em citometria de
fluxo para diferenciar células integras das permeabilizadas. Recentemente, um
trabalho descreveu uma técnica para enumeragao de leptospiras vivas por citometria
de fluxo, a partir da marcacédo diferencial de DNA por fluoréforos capazes de
atravessar ou ndo a membrana intacta (Fontana et al., 2017). Essa abordagem em

conjunto com a marcacao da proteina nativa com os pAbs gerados (mais a marcacao
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destes com anticorpo fluorescente), pode possibilitar a distingao entre células inteiras
e permeabilizadas e se ha marcacgao por pAb em células inteiras. A segunda situagao
seria um indicio de que a proteina alvo esta exposta na superficie da bactéria.

Atualmente, esta técnica esta em fase inicial de desenvolvimento.

Por fim, a técnica de encapsulamento das leptospiras em esferas de agarose
€ promissora e pode fornecer informagdes importantes sobre a localizacdo de
proteinas de ME, fator essencial na busca por antigenos vacinais contra a
leptospirose. Neste trabalho foi gerado dados complementares que ajudam a
confirmar que as lipoproteinas LigB, LipL32 e LcpA estéo localizadas na superficie de
L. interrogans. Além disso, ha indicios de que LIC10881 possa estar igualmente
exposta, tornando-a um alvo atrativo para avaliacao de novas vacinas recombinantes
contendo a LIC10881 inteira ou seus epitopos imunogénicos isolados. Apesar dos
avancgos obtidos, ainda sao necessarios mais experimentos avaliando a fundo estas
técnicas, incluindo novas abordagens e eventualmente considerando diferentes

abordagens em conjunto.
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7 CONCLUSAO GERAL

e A triagem in silico para a busca de novos alvos vacinais por VR e VE foi
eficiente e reduziu o numero proteinas a serem avaliadas in vitro;

e O soro produzido contra proteinas recombinantes selecionadas foi capaz
de reconhecer a sua respectiva proteina recombinante e nativa;

¢ As flagelinas funcionaram como controles de subsuperficie nas IFs;

e A técnica de imunofluorescéncia de superficie ndo foi capaz de
diferenciar, de forma precisa, os controles de superficie e subsuperficie;

e A técnica de encapsulamento de Leptospira sp. em agarose de baixo
ponto de fusdo se demonstrou promissora para a localizacdo de
proteinas de ME, mas ainda precisa ser aprimorada;

e Ha indicios de que LIC10881, LipL32, LigB e LcpA séo proteinas

expostas na superficie de L. interrogans.
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