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Resumo

BETTIN, Everton B. Construcdo e avaliagcdo de vacinas contra a leptospirose a
partir de abordagem de vacinologia reversa e estrutural. 2018. 95f. Dissertacao
(Mestrado). Programa de Pés-Graduagdo em Biotecnologia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

A leptospirose € uma das principais zoonoses em termos de morbidade e mortalidade
no mundo, estimando-se atualmente mais de um milh&o de casos de leptospirose por
ano, levando a aproximadamente 60.000 mortes. Ja foram descritas 15 Leptospira
spp. causadoras da doenca, classificadas sorologicamente em mais de 300 diferentes
sorovares. As formulacfes vacinais atualmente disponiveis sdo bacterinas. Estas
bacterinas promovem uma resposta imune de curta duragdo e protegem apenas
contra os sorovares que compdem a preparacao. Uma nova e efetiva vacina universal
contra a leptospirose deve possuir epitopos expostos e altamente conservados entre
as espécies patogénicas. Este trabalho teve por objetivo identificar epitopos expostos,
através de uma abordagem reversa e estrutural, permitindo a constru¢cdo de moléculas
guiméricas a partir da unido destes segmentos de interesse, assim como, avaliar o
potencial destas moléculas como antigenos vacinais. Foram selecionadas 17
proteinas Barril-B transmembrana (Bb-OMPSs), previamente identificadas, para
comporem este trabalho. As estruturas tridimensionais (3D) das proteinas
selecionadas foram preditas pela ferramenta |I-TASSER. As proteinas foram
analisadas utilizando NetMHCII 2.2 para a predicdo de epitopos imunogénicos de
células T. A existéncia de epitopos lineares de células B foi verificada através do
programa BepiPred 1.0. Os epitopos identificados foram manualmente mapeados nas
estruturas 3D de cada proteina, afim de identificar os epitopos expostos na superficie
bacteriana. Essas regifes foram submetidas a um alinhamento multiplo, afim de
avaliar sua conservacao em outras espécies patogénicas. A partir das regibes de
interesse identificadas, foram construidas 5 quimeras recombinantes. Cada quimera
foi construida utilizando segmentos de 3 a 4 Bb-OMPs, e contendo de 6 a 11 regides
imunogénicas e expostas. As sequéncias codificadoras para cada proteina quimérica
foram sintetizadas com otimizacdo de coédons para Escherichia coli e clonadas em
vetor de expressao pAE. As proteinas recombinantes foram expressas, purificadas e
caracterizadas através de Western blot. Quatro das cinco construcbes foram
reconhecidas por soro humano convalescente. A capacidade imunoprotetora destes
antigenos, adsorvidos em hidréxido de aluminio, foi avaliada através de desafio letal
em modelo animal hamster. Uma protecdo parcial, porém nao estatisticamente
significante, foi observada, com as quimeras 1 e 3 promovendo 44% e 33% de
protecdo apos desafio homdlogo. Este trabalho utilizou de forma inédita a abordagem
estrutural para o desenvolvimento de vacinas contra leptospirose.

Palavras-chave: Leptospira, vacinologia estrutural, barril-beta transmembrana,
guimera, epitopos.



Abstract

BETTIN, Everton B. Construction and evaluation of vaccines against
leptospirosis using a reverse and structural vaccinology approach. 2018. 95f.
Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pdés-Graduagcdo em Biotecnologia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Leptospirosis is among the leading zoonotic causes of morbidity worldwide, with a
global incidence over one million cases every year, resulting in ~60.000 deaths. There
are 15 Leptospira spp. that cause leptospirosis, serologically classified in more than
300 serovars. The current leptospiral vaccines are bacterins. Bacterins confer a short-
term immune response that only protects against the serovars included in the vaccine
and cause adverse reactions. A new, effective universal vaccine against leptospirosis
will likely include surface-exposed epitopes that are conserved among the pathogenic
leptospires and able of generating neutralizing immune responses. This study aims to
identify exposed and conserved epitopes using a reverse and structural vaccinology
approach, constructing synthetic molecules composed by those segments, and to
evaluate the vaccine potential of these proteins. Seventeen beta-barrel
transmembrane proteins were selected to compose this study. The three-dimensional
(3D) structures of the 17 Bb-OMPs were predicted by I-TASSER and quality assessed.
The amino-acid sequences from these proteins were analyzed using NetMHCII 2.2 to
predict immunogenic T cell epitopes. The presence of linear B cell epitopes was
identified by BepiPred 1.0. The epitopes were manually mapped onto the 3D models
of each Bb-OMP in order to found which were exposed in bacterial surface. These
regions were analyzed by multiple sequence alignment to confirm their presence in the
orthologues in the remaining pathogenic Leptospira spp. Five chimeric proteins were
constructed using those epitopes. Each chimera was designed to contain surface-
related epitopes from 3-4 Bb-OMPs, comprising six to eleven different surface-related
immunogenic regions. The DNA coding sequences for each of the chimeras were
codon optimized for Escherichia coli expression, synthetized and cloned into the
expression vector pAE. Human convalescent sera recognized four of the five
recombinant proteins. The protective capacity of these antigens, adsorbed in
aluminium hydroxide adjuvant, was evaluated by lethal challenge in hamster model. A
partial, but not-significant, protection was observed after immunizations. Chimera 1
and Chimera 3 induced a 44% and 33% protection following homologous challenge.
This study is the first report using structural approaches towards the development of a
leptospirosis vaccine.

Keywords: Leptospira, structural vaccinology, beta-barrel transmembrane protein,
chimera, epitope-based vaccine.
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1 INTRODUCAO GERAL

A leptospirose € uma das principais zoonoses em termos de morbidade e
mortalidade no mundo. Estima-se atualmente a ocorréncia de mais de um milh&o de
casos da doenca por ano e aproximadamente 60.000 mortes (Costa et al., 2015). No
Brasil, a leptospirose € uma doenca endémica, tornando-se epidémica em periodos
chuvosos, principalmente nas capitais e areas metropolitanas, devido as enchentes
associadas a aglomeracédo populacional de baixa renda, as condi¢cbes inadequadas

de saneamento e a alta infestacao de roedores infectados (Ministério da Saude, 2017).

A vacinacdo atual contra a leptospirose é realizada através de preparacées
da bactéria inativada, denominadas bacterinas. A resposta imune promovida por estas
formulacbes é basicamente anti-LPS, o que confere a elas uma capacidade protetora
de curta duragéo e apenas contra 0s sorovares que compdem a vacina (Adler, 2015c).
A existéncia de um alto numero de sorovares de leptospiras patogénicas e a
variabilidade dos sorovares, de acordo com a localidade, dificultam a existéncia de
uma vacina de utilizacdo mundial (Grassmann et al., 2017b). Apesar destas
formulacbes serem amplamente utilizadas na area veterinaria, em humanos as
vacinas contra a leptospirose séo licenciadas para uso em poucos paises, devido

principalmente aos efeitos adversos apresentados (Koizumi and Watanabe, 2005)

Considerando essas limitacbes, diversos estudos tém focado no
desenvolvimento de vacinas recombinantes contra a doenca (Dellagostin et al., 2011,
Adler, 2015c). Apesar dos avanc¢os nos Ultimos anos, nenhum antigeno investigado
até o momento foi capaz de conferir protecdo confidvel de amplo espectro,
demonstrando a necessidade da utilizacdo de novas abordagens para a identificacao
e construcao de antigenos vacinais. A vacinologia reversa € um método caracterizado
por possuir uma abordagem computacional, com o intuito de identificar possiveis
antigenos vacinais na sequéncia gendmica de organismos patogénicos. Esta
abordagem promove a reducéo in silico do numero de alvos vacinais permitindo
avaliacdes in vitro e in vivo de cada um destes alvos, aumentando assim, as chances
de se identificar um antigeno protetor (Heinson et al., 2015). Outra recente abordagem
para o desenvolvimento de vacinas € a chamada vacinologia estrutural. Esta

abordagem leva em conta a estrutura tridimensional das proteinas, permitindo a
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identificacdo de epitopos e a construcdo de moléculas com maior potencial vacinal,

buscando a inducdo de uma resposta imune mais eficiente (Cozzi et al., 2013).

Entende-se que um novo e efetivo antigeno contra a leptospirose deva conter
epitopos conservados e expostos na superficie da bactéria, permitindo o
reconhecimento por componentes do sistema imune e a geracdo de uma resposta
neutralizante (Grassmann et al., 2017b). Dentre as moléculas presentes na superficie
bacteriana, as proteinas integrais de membrana externa destacam-se ao assumir
conformacdo de barril-B transmembrana, estrutura exclusiva desta localizacéo,
possuindo ainda diversas funcdes essenciais para o patébgeno, e sendo assim,
interessantes alvos vacinais. Além disto, proteinas integrais de membrana séo
conservadas, 0 que permite a realizacdo de analises estruturais por ferramentas de

bioinformética a partir de suas sequéncias proteicas (Almeida et al., 2017).

Os experimentos descritos aqui visaram o0 desenvolvimento de vacinas
recombinantes contra a leptospirose através da utilizacdo de uma abordagem reversa
e estrutural, que permitiu a identificagcdo de fragmentos expostos, conservados e
contendo epitopos potencialmente imunogénicos, presentes na superficie de
Leptospira spp. A identificacdo destas sequéncias permitiu a construcdo de moléculas

guiméricas e a avaliacdo das suas propriedades imunogénicas em modelo animal.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leptospiraspp.

2.1.1 Taxonomia

As leptospiras sao bactérias pertencentes a Ordem Spirochaetales,
juntamente com outras espiroquetas Gram-negativas de importancia na saude
publica, como Borrelia spp., agente etiolégico da doenca de Lyme, e Treponema
pallidum, causador da sifilis (Levett, 2015). Com a identificacdo da espécie patogénica
L. mayotensis, feita por Bourhy et al. (2014), 22 espécies do género Leptospira ja

foram descritas (Tabela 1).

Tabela 1. Leptospira spp. e sua distribuicdo de acordo com a patogenicidade.

Grupo Taxonémico

Espécie

Referéncia

Patogénicas

L alexanderi

. alstonii

. borgpetersenii
. interrogans

. kirschneri

kmetyi

. mayottensis
. noguchii

. santarosai

. weilii

Brenner et al. (1999)
Smythe et al. (2013)
Yasuda et al. (1987)
Faine e Stallman (1982)
Ramadass et al. (1992)
Slack et al. (2009)
Bourhy et al. (2014)
Yasuda et al. (1987)
Yasuda et al. (1987)
Yasuda et al. (1987)

Intermediarias

. broomii
. fainei

inadai

. licerasieae
. wolffii

Levett et al. (2006)
Perolat et al. (1998)
Yasuda et al. (1987)
Matthias et al. (2008)

Slack et al. (2008)

Sapréfitas

Apesar da classificagdo inicial dividi-las apenas em patogénicas e saprofitas,
analises filogenéticas do rRNA 16S, e mais recentemente analises moleculares,
dividiram o género em trés grupos (Picardeau, 2017). Assim, dez leptospiras sdo
atualmente classificadas como patogénicas;

intermediarias, sendo isoladas de humanos ou animais, mas sem promover

. biflexa

idonii
meyeri

. terpstrae

. vanthielii

. wolbachii

. yanagawae

Faine e Stallman (1982)
Saito et al. (2013)
Yasuda et al. (1987)
Smythe et al. (2013)
Smythe et al. (2013)
Yasuda et al. (1987)
Smythe et al. (2013)

cinco outras classificadas como
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manifestacdes graves da doenca; e ainda outras sete espécies sendo consideradas

saprdfitas, ndo possuindo a capacidade de estabelecer infeccéo.

As espécies sdo classificadas também em mais de 300 diferentes sorovares,
definidos de acordo com a variacdo do perfil antigénico do antigeno O de seus
lipopolissacarideos (LPS), presentes na membrana externa, acarretando em uma
grande variabilidade sorologica (Cameron, 2015). Sorovares que possuem relacéo
antigénica sédo ainda agrupados, formando assim 24 sorogrupos. Embora a
classificacdo sorologica existente até 0 momento baseie-se em testes de aglutinacao
cruzada (CAAT), novas abordagens para essa classificacdo, baseadas em técnicas
moleculares, vém sendo propostas (Cerqueira and Picardeau, 2009, Mende et al.,
2013, Jung et al., 2015).

2.1.2 Morfologia

Apesar da variabilidade de espécies e sorovares, assim como, de suas
caracteristicas de patogenicidade, as Leptospira spp. mantém entre si uma estrutura
comum em tamanho, forma e motilidade. Possuem forma helicoidal tipica da Ordem
a que pertencem, tendo como caracteristica diferencial de outras espiroquetas as suas
extremidades em forma de gancho. Medem de 6-20 um de comprimento, e 0,1 um de
diametro (Adler, 2015b). O aspecto delgado destas espiroquetas dificulta a sua
visualizacdo em microscépios Opticos, sendo utilizado rotineiramente para sua
visualizacdo a microscopia de campo escuro (Cameron, 2015). Bactérias recém
isoladas do hospedeiro possuem forma mais curta e maior motilidade quando
comparadas com as células apos alta passagem em meios de cultivo, ou ainda

mesmo, as saprofitas (Ellis et al., 1983, Cameron, 2015).

A estrutura da parede celular das leptospiras se assemelham as Gram-
negativas, apresentando uma dupla membrana, na qual a membrana citoplasmatica
e a parede de peptideoglicano estdo proximamente associadas, sendo sobrepostas,
apos o espaco periplasmatico, pela membrana externa (Adler and de la Pena
Moctezuma, 2010). A membrana externa é constituida de lipopolissacarideos (LPS),
lipoproteinas e proteinas integrais transmembrana. O LPS é o principal antigeno
leptospiral, sendo o principal alvo da resposta humoral do hospedeiro e possuindo

papel fundamental na viruléncia (Murray, 2015, Lessa-Aquino et al., 2017).
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2.1.3 Genbdmica

O conhecimento sobre 0 genoma das leptospiras iniciou-se em meados de
2003, com o sequenciamento de dois sorovares da espécie patogénica L. interrogans
(Ren et al.,, 2003, Nascimento et al., 2004). Recentemente, Fouts et al. (2016)
publicaram uma analise gendmica comparativa de 20 espécies do género (exceto L.
idonii e L. mayottensis), trazendo uma grande compreensdo das caracteristicas
gendmicas de Leptospira spp. Os resultados apresentados neste trabalho
descreveram o genoma de Leptospira spp. contendo aproximadamente 4,26 Mpb
(3,89 — 4,71 Mpb), sendo constituido de dois cromossomos, com 0 Cromossomo maior
possuindo mais de 3,6 Mpb e o menor contando com aproximadamente 300 Kpb.
Possuem contetado G+C médio de 40,7%, variando de 35,5% em L. noguchii a 45,6%
em L. wolfii. Os genomas demonstram codificar para uma média de 4.197 proteinas.
Aproximadamente 1.764 genes mostraram pertencer ao “core-genoma” da bactéria,
sendo compartilhado entre as espécies, enquanto que 17.477 genes compdem o “pan-
genoma”. Espécies patogénicas demonstram ainda possuir um ndmero maior de

genes especificos.

Quanto a regulacao génica em Leptospira spp., além da presenca de um fator
sigma de transcricdo “housekeeping” (RpoD), todas as espécies demonstram possuir
fatores alternativos envolvidos na regulacdo da expressédo, frente a diferentes
situacdes (Zhukova et al., 2017). Diversos estudos também ja destacaram o papel das
modificacdes pds-traducionais, como fosforilacdo, acetilacdo e metilagcdo, em
proteinas leptospirais, principalmente durante a infeccédo (Cao et al., 2010, Witchell et
al., 2014, Stewart et al., 2015, Nally et al., 2017).

2.1.4 Metabolismo e Crescimento

Leptospiras sdo bactérias aerdbias de crescimento lento, possuindo tempo de
geracgdo in vitro em torno de 16 h, quando recém isoladas. O crescimento ideal ocorre
a temperatura de 28-30 °C, e em pH 6timo de 7,2-7,6. Para o crescimento in vitro, é
utilizado rotineiramente o meio Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH),
geralmente suplementado com soro de coelho. A suplementacdo do meio com
albumina sérica bovina também € necessaria para a redugcdo da toxicidade do

detergente Tween 80, fonte dos acidos graxos (Cameron, 2015). A necessidade
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primaria de nutrientes para seu crescimento sdo fontes de carbono, provenientes de
acidos graxos de cadeia longa; nitrogénio, proveniente exclusivamente de ions
amonia; além da presenca de nutrientes especificos, como fosfatos, calcio, magnésio

e ferro (Herman et al., 2016).

Apesar das leptospiras ndo possuirem a capacidade de sintese de acidos
graxos de cadeia longa, necessitando da presenca no meio, possuem vias de
biossintese completas para diversos metabdlitos. Diferentemente de outras
espiroguetas, o genoma de Leptospira spp. codifica vias de sintese para diferentes
aminoéacidos, acidos nucleicos, e vitaminas, mas demonstram ser auxotroficas para
aspartato, histidina, aspargina, assim como para as vitaminas B1 e K2 (Ren et al.,
2003, Fouts et al., 2016).

2.1.5 Mecanismos de patogénese

A compreensao dos mecanismos de patogénese de leptospiras tem avancado
nos ultimos anos, com diversas proteinas tendo seu papel relacionado com a
capacidade de causar doenca, assim como, com a viruléncia de espécies
patogénicas. A criacdo de mutantes para diversas proteinas auxilia na compreenséao
do papel destas moléculas. Desta forma, varias proteinas tiveram sua relagcdo com a
viruléncia estabelecida, como por exemplo, as lipoproteinas Loa22 e LruA (Ristow et
al., 2007, Zhang et al., 2013); as chaperonas ClpB e HtpG (Lourdault et al., 2011, King
et al., 2014); genes relacionados a sintese do LPS (Murray et al., 2010, Marcsisin et
al., 2013), a proteina de adesao celular Mce (Zhang et al., 2012) e proteinas flagelares
(Liao et al., 2009, Lambert et al., 2012a, Wunder et al., 2016). Outras proteinas, apesar
de terem papel na viruléncia da bactéria ja descrita, demonstram nao ser essenciais
para isso, permitindo se observar a patogenicidade da bactéria apds a atenuacéo da
proteina, destacando a redundancia funcional existente entre proteinas leptospirais
(Adler, 2015b).

Essa redundancia pode ser perceptivel principalmente em moléculas que
possuem papel na adesdo da bactéria em tecidos do hospedeiro. A adesao de
leptospiras é considerada um pré-requisito para o sucesso da infec¢do, com diversas
proteinas demonstrando a capacidade de se aderirem em diferentes moléculas, como:

fibronectina, laminina, elastina, tropoelastina, colageno e outros (Choy et al., 2007,
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Stevenson et al., 2007, Longhi et al., 2009, Pinne et al., 2010, Adler, 2014). O trabalho
de Hoke et al. (2008) demonstrou que um mutante atenuado para a proteina LipL32
ndo é afetado quanto a sua capacidade de adesdo a matriz extracelular, apesar da
capacidade desta proteina de se ligar a diferentes componentes. O mesmo foi
demonstrado para a lipoproteina de superficie Leptospiral Immunoglobulin-Like (Lig)
B (Croda et al., 2008). Além destas citadas, diversas outras adesinas vém sendo
identificadas, dando origem, recentemente, a uma diversidade de Leptospiral surface
adhesins (Lsa), como a Lsa23, Lsa26, Lsa33, Lsa45 e Lsa36, todas estas, presentes
em espécies patogénicas e sendo ausentes em espécies saprofitas (Siqueira et al.,
2013, Fernandes et al., 2014, Fernandes et al., 2016, Figueredo et al., 2017).

Outro importante mecanismo de patogénese é a capacidade de sobrevivéncia
e multiplicagdo das espécies infecciosas no organismo do hospedeiro, em contraste a
rapida eliminacdo de leptospiras saprofitas. Parte desta capacidade esta relacionada
com a habilidade das leptospiras em evadir o sistema imune. Leptospiras patogénicas
possuem a capacidade de entrar e sobrevier em macrofagos (Zhang et al., 2012,
Toma et al., 2014). Além disto, a presenca de um gene codificante para catalase
nestas leptospiras confere resisténcia as espécies reativas ao oxigénio produzidas por
células do sistema imune inato (Eshghi et al., 2012). Por fim, a evasao do sistema
complemento € crucial para a patogénese da bactéria, visto que espécies saprofitas
resistem por poucos minutos no sangue, sendo rapidamente eliminadas (Fraga et al.,
2011). Dentre os mecanismos relacionados com esta capacidade, esta a captacao de
fatores de regulacéo do sistema, como o fator H (fH) e C4b-binding protein (C4BP), e
a secrecdo de proteases capazes de clivar moléculas do sistema (Fraga et al., 2014,

Castiblanco-Valencia et al., 2016, Amamura et al., 2017).

Através de estudos de mutagénese também foi demonstrada a importancia da
motilidade para a patogénese de Leptospira spp. A inativacdo de genes referentes a
componentes do flagelo leptospiral, FliY, FlaA e FcpA, levam a atenuacédo da
viruléncia em modelo animal (Liao et al., 2009, Lambert et al., 2012a, Wunder et al.,
2016). Apesar dos genes codificantes para o flagelo serem altamente conservados
entre todas as espécies de leptospiras, independente de sua patogenicidade, ha
diferentes padrdes de quimiotaxia entre patogénicas e sapréfitas, conferindo
habilidades especificas para a infeccdo do hospedeiro (Lambert et al., 2012b, Fouts
et al., 2016).
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Apesar das necessidades nutricionais de leptospiras serem simples, a
aquisicdo de nutrientes do hospedeiro possui papel direto na patogénese. Acidos
graxos, necessdarios para a obtencdo de carboidratos, podem ser obtidos pela
degradacdo de membranas celulares do hospedeiro através da acado de fosfolipases
e esfingomielases presentes na bactéria, acarretando em dano tecidual e hemolise de
tecidos (Lee et al., 2000, Narayanavari et al., 2015, Picardeau, 2017). A aquisicdo de
compostos férricos atraveés da lise de eritrocitos também é observada durante a
infeccdo, sendo responsavel por mudangas em parametros hematoldgicos dos
hospedeiros (Asuthkar et al., 2007, Murray et al., 2008, De Silva et al., 2014).

Através de andlises comparativas entre espécies patogénicas e saprofitas
também se destacam outros elementos que parecem influenciar na capacidade de
patogenicidade da bactéria. A existéncia de uma via de biossintese para acido sialico,
encontrada apenas em bactérias patogénicas, pode ser fundamental na modificacdo
pos-traducional de proteinas envolvidas na interagcdo patdgeno-hospedeiro. A
producédo autotrofica de vitamina B12 parece também ser Gtil para a sobrevivéncia in
vivo durante a infecgéo (Fouts et al., 2016).

2.2 Leptospirose
2.2.1 Epidemiologia e Transmisséao

Todos os fatores descritos anteriormente contribuem para a entrada e
disseminacdo da bactéria no hospedeiro, permitindo o desenvolvimento da
leptospirose. A leptospirose € uma zoonose de ampla distribuicdo na natureza. Sendo
humanos os hospedeiros acidentais, a doenca acomete diversos animais selvagens e
domésticos, com leptospiras patogénicas sendo isoladas de centenas de diferentes
espécies de mamiferos (Adler, 2015a). Pequenos mamiferos sdo 0s reservatorios
mais importantes no ciclo da doenca, com roedores, como o rato e o camundongo,
sendo hospedeiros ndo suscetiveis, possuindo assim papel fundamental na

disseminacéo do patogeno (Haake and Levett, 2015).

O ciclo de vida da bactéria envolve a sua liberacédo na urina de hospedeiros
infectados, a capacidade de persistir no meio ambiente, a aquisicdo de um novo
hospedeiro e a capacidade de se disseminar no sangue e atingir os tubulos renais. A

infeccdo pode ocorrer através do contato direto com a urina de animais portadores,
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ou ainda de forma indireta, no contato com agua, solo ou outros meios contaminados
com as espiroquetas. O contato indireto é a forma mais comum de infeccéo, e esta
diretamente associado a atividades ocupacionais e recreacionais em paises
desenvolvidos, assim como, a falta de saneamento basico e a ocorréncia de

enchentes em paises em desenvolvimento (Adler e de la Pena Moctezuma, 2010).

Em humanos, estima-se a ocorréncia de 1 milhdo de novos casos da doenca
a cada ano, acarretando em cerca de 60.000 mortes, o que torna a doenga a principal
zoonose em termos de morbidade e mortalidade no mundo. Apesar da distribuicdo
global, uma maior incidéncia da leptospirose ocorre em regides tropicais e em paises
pobres, sendo homens adultos o principal grupo de risco da doenca (Costa et al.,
2015).

No Brasil, a leptospirose é uma doenca endémica, tornando-se epidémica em
periodos chuvosos principalmente em areas com grandes densidades populacionais
e baixa renda. No ano de 2017 foram notificados 2.788 casos de leptospirose humana
no Brasil. O estado do Rio Grande do Sul apresentou neste periodo uma alta
incidéncia da doenca, contribuindo com 16,57 % dos casos (Ministério da Saude,
2018). E valido ressaltar que o numero real de casos provavelmente seja

desconhecido, devido a negligencia da doenca e a dificuldade do diagndstico correto.

2.2.2 Manifestacdes clinicas

Os sintomas clinicos de pacientes com leptospirose sdo bastante variaveis,
com a maioria dos pacientes apresentando uma infec¢cao assintomatica ou sintomas
brandos semelhantes aos sintomas da gripe. No entanto, a doenca pode progredir
para formas mais graves, acarretando em disfuncdes de diversos 6rgdos e morte
(Haake e Levett, 2015)

A leptospirose é uma doenca bifasica. A fase inicial aguda € caracterizada por
sintomas nao especificos, incluindo febre e dores no corpo, 0 que permite o
diagnéstico equivocado de outras doencas. Esta primeira fase é denominada
leptospirémica, caracterizada pela presenca e disseminacdo da bactéria no sangue.
Com o surgimento de anticorpos IgM e a concomitante eliminagao das leptospiras do
sangue, da-se inicio a fase imune ou leptospiurica. Nesta segunda fase, o curso da

doenca pode ser finalizado, com apenas uma pequena fragcdo dos casos (5-15%)
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evoluindo para as formas mais graves da doenca (Haake e Levett, 2015, Costa et al.,
2015). Nestes casos as leptospiras se disseminam para diferentes tecidos e érgéos,
podendo infectar rins, figado, pulméo e cérebro, e sendo excretadas na urina. A
colonizagdo de érgaos pelas leptospiras promove uma vasta gama de manifestacdes
clinicas. A doenca de Weil € a manifestacdo grave mais descrita da doenca, sendo
historicamente usada como sinbnimo para tal. Esta manifestacdo é caracterizada por
ictericia, hemorragia e insuficiéncia renal aguda (Adler, 2015a). Insuficiéncias renais
e pulmonares sao descritas em 36 e 17% dos casos de pacientes hospitalizados,
respectivamente (WHO, 2011).

Os rins séo o principal érgéo alvo das leptospiras ap6s 0 aumento dos niveis
de imunoglobulina no sangue. O envolvimento renal varia de leve proteinuria até a
grave faléncia renal. A nefrite tubulointersticial € a principal alteracéo renal decorrente
da doenca, em parte devido, principalmente, ao reconhecimento de proteinas
leptospirais por Toll-like receptors (TLRS) expresso por células renais, promovendo
uma inflamacéo (Yang et al., 2006). A insuficiéncia renal aguda (IRA) em leptospirose
ocorre geralmente na forma nado oligdrica, com 0s poucos casos oliguricos

apresentando altas taxas de letalidade (Seguro e Andrade, 2013).

O envolvimento pulmonar também é uma importante causa de morte na
leptospirose. Os sintomas variam de dores no peito, dispneia e hemoptise a sindrome
respiratéria aguda, com hemorragias (petéquias) interalveolares sendo encontradas
na maioria dos casos (Dolhnikoff et al., 2007). Os danos respiratorios ocorrem
principalmente devido ao aumento da permeabilidade dos tecidos pulmonares por
meio de alteracdes nao inflamatorias, interferindo na passagem do fluido alveolar e

implicando em falhas respiratérias e morte (De Brito et al., 2013).

A leptospirose pode acometer ainda outros érgdos como o cérebro, sendo a
meningite asséptica a principal manifestagdo. Pacientes com meningite proveniente
da doenca comumente apresentam dores de cabeca e uma pleocitose no fluido
cérebro-espinhal (Panicker et al., 2001). Encefalites, cerebelites e ataxia sdo outras
formas comuns de manifestacdo da chamada neuroleptospirose (Panicker et al., 2001,
Puca et al., 2017). Miocardites, arritmias e falhas cardiacas com potencias desfechos

letais sdo também relatados em diferentes estudos (Shah et al., 2010).

Pacientes com a doenca apresentam ainda alteragbes em diversos

parametros hematoldgicos. Queda nos niveis de hemoglobinas, devido a captura de
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ferro pelas leptospiras, e trombocitopenia sdo frequentemente observadas (De Silva
et al., 2014). Elevacao nos niveis de bilirrubina sérica sédo encontradas em pacientes
com leptospirose ictérica, acarretado por um dano fisico as junc¢des intercelulares dos
hepatécitos causado pela bactéria, com consequente destruicdo dos canaliculos
biliares (Miyahara et al., 2014). A desregulacéo dos transportadores de sédio nos rins

pode promover ainda uma perceptivel caliurése e hipocalemia (Andrade et al., 2007).

2.2.3 Imunidade e vacinacao

Os macrofagos sao importantes componentes na resposta imune contra a
leptospirose. Leptospira spp. estimulam a producao de citocinas pro-inflamatorias por
macréfagos, incluindo IL-1b, IL-6, IL-8 e TNF-a (Xue et al., 2013). No entanto, como
ja comentado, as leptospiras patogénicas possuem a capacidade de sobreviver nos
macrofagos. Leptospiras sdo suscetiveis também a acdo de neutréfilos e suas
armadilhas extracelulares (NETs). Apesar de possuirem mecanismos para sobreviver
a acao destas células imunes, trabalhos demonstram que camundongos deficientes
de neutrdéfilos apresentam maior concentracdo da bactéria nos rins (Scharrig et al.,
2015).

Devido a composicédo atipica do seu lipideo A,o LPS leptospiral € incapaz de
ativar o TLR4 em hospedeiros suscetiveis, ativando apenas o TLR2. A ativacao do
TLR4 se mostra necessaria para uma rapida producdo de imunoglobulinas e a
remocao das leptospiras do sangue (Chassin et al., 2009). Um estudo demonstrou
gue camundongos com TLR4 nocauteados sdo suscetiveis a doenca, apresentando

elevados niveis de leptospiras nos 6rgaos (Viriyakosol et al., 2006).

BN

A resposta imune do hospedeiro frente a infeccdo estd diretamente
relacionada aos desfechos severos da doenga. Pacientes hospitalizados geralmente
apresentam sintomas de uma descrita “tempestade de citocinas” (cytokine storm)
(Haake e Levett, 2015). Altos niveis de TNF- a parecem ser preditor de um progndéstico
ruim, sendo associado com hemorragia pulmonar e morte (Kyriakidis et al., 2011). A
atividade anti-inflamatoria da IL-10 também demonstra ser importante no controle da
progressdo da doenga. A correlagdo entre os niveis de IL-10 e TNF- a tem sido
constantemente avaliada e relacionada com o curso da leptospirose (Mikulski et al.,
2015).
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A resposta humoral contra a infeccao tem papel fundamental na protecao e
sobrevivéncia do hospedeiro, com pacientes produzindo altos niveis de anticorpos. Ja
se demonstrou que camundongos com células B depletadas sé@o suscetiveis a doenca
(Adler e Faine, 1976). Anticorpos anti-LPS correspondem a maioria dos anticorpos
estimulados, sendo produzidos via células T-independentes (Lessa-Aquino et al.,
2017). Esta caracteristica da resposta frente a infeccdo pode ser observada no fato
de camundongos deficientes em células T serem capazes de gerarem uma resposta

imune humoral protetora (Adler e Faine, 1977, Chassin et al., 2009).

Embora esta rapida resposta humoral seja importante na protecéo contra a
infeccdo, ela também é responsavel por parte dos problemas enfrentados pela atual
estratégia vacinal. A estimulacdo da resposta imune promovida pela bactéria inativada
mantém o padrdo da infecgcdo, sendo direcionada majoritariamente contra o LPS
leptospiral. Assim, € promovida uma resposta sorovar-especifica, visto a diversidade
antigénica do LPS, e de curta-duracao, visto a auséncia de uma memdéria imunoldgica.
Uma bactéria mutante para o LPS foi desenvolvida e demonstrou ter a capacidade de
conferir uma imunidade cruzada contra outros sorovares frente a desafio letal em
hamsters, induzido uma resposta imune direcionada contra proteinas da membrana

externa (Srikram et al., 2011).

Além destes problemas citados, estas formulagdes promovem alguns efeitos
adversos, locais e sistémicos, causados provavelmente por contaminantes proteicos
no meio de cultura (Koizumi e Watanabe, 2005). Frente a isto, apesar da ampla
utilizacao para fins veterinarios, poucos paises aprovaram o uso de bacterinas contra
a leptospirose humana, sendo estes: China, Cuba, Japéo, Franca e Russia (Ikoev et
al., 1999, Rodriguez-Gonzalez et al., 2004, Yanagihara et al., 2007, Laurichesse et al.,
2007, Adler, 2015c). Visto os problemas descritos, € evidente a necessidade de
pesquisas buscando desenvolver novas abordagens para o desenvolvimento de

vacinas contra esta doenca.

2.3 Novas abordagens em vacinologia
2.3.1 Vacinas recombinantes contra a leptospirose

Visando o desenvolvimento de uma vacina segura e de amplo espectro,

diversos estudos tém avaliado antigenos recombinantes contra a leptospirose. Nas
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tltimas duas décadas, diversas proteinas de membrana externa da bactéria com
potencial imunoprotetor foram avaliadas em diferentes abordagens vacinais, seja
como vacinas de subunidade, de DNA, ou ainda vetorizadas (Dellagostin et al., 2011,
Adler, 2015c).

O primeiro relato demonstrando sucesso no uso de uma vacina recombinante
contra a doenca data de 1999, com a avaliagdo das proteinas OmpLl e LipL41
expressas em membranas de E. coli. Hamsters imunizados com estas formulagdes
induziram uma resposta imune protetora e sinérgica contra as proteinas em um terco
dos experimentos, alcancando 71% de sobrevivéncia neste (Haake et al., 1999). Com
estas evidéncias iniciais da capacidade de antigenos recombinantes induzirem uma
resposta protetora, diversas outras proteinas vieram a ser testadas, com destaque
para a proteina LipL32 e as proteinas Leptospiral Immunoglobulin-likes (Lig).

A proteina LipL32 € a proteina imunodominante na membrana externa de
leptospiras patogénicas, sendo altamente conservada e expressa durante a infeccéo,
e, portanto, considerada um bom candidato vacinal (Haake et al., 2000). Estas
caracteristicas promoveram a sua avaliacdo em diferentes formula¢gfes, como vacina
de DNA (Branger et al., 2005), de subunidade (Lucas et al., 2011, Habarta et al., 2011,
Grassmann et al., 2012), e em vetores virais e de BCG recombinante (Branger et al.,
2001, Seixas et al., 2007). Apesar de diversos estudos demonstrarem protecéo frente
a desafio em modelo animal utilizando formula¢des contendo este antigeno, quando
aplicado controles adequados, como dose de desafio, nimero de animais e
reprodutibilidade dos testes, assim como, analises estatisticas apropriadas, coloca-se

em duvida a real capacidade de protecdo da LipL32 (Adler, 2015c).

As proteinas LigA e LigB, pertencentes a familia de proteinas das Leptospiral
immunoglobulin-like (Lig), possuem também diversas caracteristicas de antigenos
vacinais com potencial imunoprotetor. A expressao destas proteinas demonstrou ser
aumentada in vivo, destacando o papel destas para a infeccdo, com funcdes na
adeséao e evasao do sistema imune ja descritas (Matsunaga et al., 2005, Choy et al.,
2007, Castiblanco-Valencia et al., 2012, Hsieh et al., 2016). Assim como a LipL32, a
viruléncia do patébgeno ndo é afetada em mutantes para estas proteinas,
demonstrando a redundancia funcional da bactéria. Porém, a proteina LigB quando
expressa na espécie saprofita L. biflexa, demonstra conferir uma maior capacidade de

sobrevivéncia ao soro humano (Castiblanco-Valencia et al., 2016). Ambas proteinas
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possuem um alto grau de conservacao entre espécies. Enquanto a proteina LigB esta
presente em todas as espécies patogénicas, LigA estd presente apenas em trés
espécies (L. interrogans, L. kirschneri e L. alstonii) (Fouts et al., 2016). Ambas
proteinas ja demonstraram conferir protecdo frente a desafio homologo, alcancando
100% de protecdo em diferentes estudos (Silva et al., 2007, Yan et al., 2009, Coutinho
et al., 2011, Hartwig et al., 2014, Conrad et al., 2017), o que as coloca como 0s
antigenos mais promissores para uma vacina recombinante comercial, até o
momento. Apesar disto, a capacidade da geragdo de uma resposta imune esterilizante
ainda é um desafio. Recentemente foi descrita a capacidade esterilizante de uma
formulacdo contendo um fragmento da proteina LigB frente a desafio letal em
hamsters (Conrad et al., 2017).

Utilizando abordagens classicas de identificacdo de antigenos, cerca de 30
outras proteinas ja foram avaliadas como antigenos vacinais, sendo reportado niveis
de protecéo significativos para dez destas (Adler, 2015c, Grassmann et al., 2017b).
Porém, até o momento, nenhuma vacina recombinante conseguiu obter resultados
confidveis de protecdo cruzada e na geracdo de uma imunidade esterilizante.
Buscando identificar antigenos com as caracteristicas ideais para a sua utilizacdo em
vacinas, e consequentemente para alcancar estes objetivos, outras abordagens vém

sendo empregadas (Grassmann et al., 2017b).

2.3.2 Vacinologiareversa e estrutural empregada a leptospirose

Com o aumento no namero de ferramentas de bioinformatica e na quantidade
de genomas de patdgenos sequenciados, novas estratégias para a identificacdo de
antigenos com potencial vacinal tornaram-se possiveis. A combinacdo destas
tecnologias in silico com os avanc¢os nos conhecimentos de imunologia e patogénese
levaram ao surgimento da chamada vacinologia reversa. A abordagem de vacinologia
reversa baseia-se na possibilidade de se identificar alvos em potencial a partir de
analises in silico do genoma do patdgeno, permitindo reduzir o numero de candidatos
vacinais a serem testados, reduzindo esfor¢os e custos, e aumentando as chances de

se identificar um antigeno protetor (Heinson et al., 2015).

A vacinologia reversa tem sido aplicada com sucesso para diversas outras

doencas infecciosas. Apesar disto, sdo poucos os relatos do uso desta abordagem
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em vacinas contra a leptospirose. Até o momento existem 10 trabalhos descrevendo
a identificacdo de antigenos vacinais a partir do genoma leptospiral (Dellagostin et al.,
2017). Destes, destaca-se o trabalho que permitiu a identificacdo, como candidato
vacinal em potencial, da proteina LemA. Quando usada em uma estratégia prime-
boost, a proteina promoveu protecédo de 88% dos animais imunizados (p < 0,05, Teste
exato de Fisher) (Hartwig et al., 2013). O maior estudo utilizando a vacinologia reversa
em leptospiras foi realizado por Murray et al. (2013). Neste estudo os autores
identificaram e avaliaram 238 proteinas preditas como proteinas secretadas,
localizadas na membrana externa, ou sendo lipoproteinas. As proteinas expressas
foram avaliadas em pools, sendo a colonizacdo renal por leptospiras o desfecho
avaliado. Nenhuma das 48 formulagdes avaliadas foi capaz de gerar uma imunidade

esterilizante.

A redundancia funcional de proteinas de membrana externa das leptospiras
dificulta encontrar uma relacdo entre as caracteristicas de um antigeno e sua
capacidade protetora, tornando mais complicada a aplicacdo desta abordagem para
a doenca. Porém, os avancos constantes em bioinformética e dos conhecimentos
acerca do patégeno tornam esta abordagem promissora e extremamente necessaria

para futuras avaliacdes de antigenos vacinais.

A vacinologia estrutural, por sua vez, esta no extremo da aplicacdo do
conhecimento na identificacdo e avaliagdo de antigenos vacinais. Esta nova
abordagem baseia-se na utilizacdo das informagfes estruturais proteicas para a
selecdo de antigenos e suas por¢des, ou ainda, para a modificagdo ou combinacéo
destes (Cozzi et al., 2013). Mesmo com a maioria dos trabalhos que utilizam esta
abordagem fazerem uso de informacgdes experimentais, como difracao de raio-X, as
ferramentas in silico permitem realizar com maior praticidade a predicéo de estruturas
proteicas, obtendo-se resultados satisfatérios quando comparados a cristalografia
(Yang et al., 2015). Deste modo, a bioinformatica tem contribuido fortemente para os

avancos nesta area.

A identificacdo de antigenos de Leptospira spp. com potencial vacinal
utilizando a abordagem estrutural foi recentemente empregada por nosso grupo
utilizando abordagens in silico. A estratégia empregada permitiu identificar 18
proteinas transmembrana barril-B e 8 lipoproteinas de membrana externa com

potencial vacinal (Grassmann et al., 2017a). Porém, até o momento, nenhum trabalho
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descreveu a avaliacdo de antigenos identificados utilizando esta abordagem em
vacinas contra a leptospirose. Entende-se que uma nova vacina protetora contra a
doenca deva conter epitopos expostos na superficie da bactéria, sendo assim
capazes de gerar uma resposta imune que neutralize a infecgcdo. Uma grande
vantagem do uso desta abordagem seria ndo so a identificacao de epitopos expostos,

mas a combinacao de multiplos epitopos para a criacdo de novos antigenos vacinais.

2.3.3 Vacinas multi-epitopos

A possibilidade de se gerar uma reposta imune direcionada contra epitopos
especificos de um patdgeno, buscando uma resposta imune neutralizante, pode ser
considerada uma abordagem revolucionaria (Oscherwitz, 2016). Diversas
formulagbes vacinais, utilizando antigenos formados pela combinacdo de mdltiplos
epitopos de células B e T, encontram-se em ensaios clinicos, demonstrando o

potencial desta abordagem (Oyarzun e Kobe, 2016).

Poucos trabalhos foram publicados descrevendo a combinacéo de epitopos
na construgao de vacinas contra a leptospirose. Fernandes et al. (2017) construiu uma
molécula quimérica a partir da combinacdo de epitopos de células B das proteinas
LigA, Mce, Lsa45, OmpLl e LipL4l. A construcdo gerou protecdo em 50% dos
animais, ndo demonstrando ser estatisticamente significante (p > 0,05). Lin et al.
(2016), por sua vez, descreveu a construcdo de uma molécula contendo quatro
repeticdes de 6 epitopos de células B e T combinados, provenientes das proteinas
OmpL1, LipL32 e LipL21, alcancando uma protecdao significativa (4/5) quando avaliado
em cobaias. Ambos estudos séo recentes, demonstrando o foco na utilizacdo desta
abordagem para o desenvolvimento de vacinas contra a leptospirose. Além disto,
diversas ferramentas de bioinforméatica vém sendo desenvolvidas, permitindo o
mapeamento, cada vez mais preciso, de epitopos de interesse para o

desenvolvimento de vacinas.

2.4 Predicao de epitopos imunogénicos

Para a inducdo de uma resposta imune humoral, um imundgeno deve conter
determinantes antigénicos capazes de serem reconhecidos por receptores de

linfécitos B. Para sua ativacdo, de forma timo-dependente, os linfocitos B ainda
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dependem da acéo de seus linfocitos T auxiliares cognatos. Estas células T auxiliares
devem ser capazes de reconhecer o0 mesmo antigeno reconhecido pelo linfocito B,
promovendo assim o processo denominado de “reconhecimento ligado” (Murphy,
2014). A identificac@o de epitopos alvos capazes de gerar uma imunidade protetora é
fundamental para o desenvolvimento de vacinas. Embora existam diversos métodos
experimentais para a identificacdo destes epitopos, a bioinformatica tem contribuido
fortemente nos dltimos anos, permitindo analises in silico cada vez mais precisas, a

partir das sequéncias de aminoacidos.

2.4.1 Epitopos decélulas T

Diferentemente dos linfcitos B, o reconhecimento do antigeno por linfécitos
T ndo ocorre de forma direta, sendo necesséario a apresentacdo dos peptideos por
células apresentadoras de antigenos (APC). As células dendriticas possuem o papel
principal na captacdo do antigeno e apresentacdo destas moléculas em complexos
de histocompatibilidade principal (MHC), permitindo o reconhecimento por receptores
de células T. Linfocitos T auxiliares expressam em sua superficie a glicoproteina CD4
(Grupamento de diferenciacéo 4), a qual possui a habilidade de reconhecer complexos
MHC de classe Il, gerando uma resposta imune especifica e direcionada a antigenos

exdgenos.

Uma diferenca fundamental entre as classes de MHC € o fato de que ao
contrario do complexo MHC |, o tamanho dos peptideos apresentados por moléculas
do MHC de classe Il ndo é restritivo. A maioria dos ligantes de MHCII possuem cerca
de 14-18 aminoacidos, mas alguns podem possuir mais de 30 residuos (Lin et al.,
2008). A maioria dos preditores destes epitopos focam na identificacdo dos
fragmentos centrais de ancoramento (core) formados por 9 aminoacidos (9-mer),
porém, a inclusdo de residuos flanqueadores demonstra promover uma melhor

acuracia da predigéo (Nielsen e Lund, 2009, Dhanda et al., 2017).

Outro ponto importante é a ampla variabilidade genética existente quanto as
moléculas de MHC. Em humanos, o MHC é denominado também antigeno
leucocitario humano (HLA). Os genes codificantes para HLAS sao os mais polimérficos
do genoma humano, com mais de 4.000 alelos descritos, com cada individuo

possuindo a capacidade de expressar até seis moléculas de HLA-I e doze moléculas
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de HLA-II (Buhler e Sanchez-Mazas, 2011). Essa diversidade génica aumenta as
chances do reconhecimento de um antigeno estranho, mas dificulta a promocéao de
uma resposta imune contra um antigeno especifico por todos os individuos vacinados.
Ferramentas de bioinformatica disponiveis permitem a avaliacdo do reconhecimento
de populacdes por até 95% das variantes de MHC de classe Il (Oyarzun et al., 2013).
Neste sentido, diversos estudos tém focado na identificacdo de “epitopos promiscuos”
de MHC, ou seja, aqueles que possuem a capacidade de se ligar a diferentes alelos
de MHC. Além disto, analisando o conjunto de peptideos apresentados, € possivel
agrupar os alelos em supertipos. Os supertipos de HLA referem-se aos grupos de
moléculas capazes de apresentar 0 mesmo epitopo (Soria-Guerra et al., 2015). A
aplicacdo destes conceitos € fundamental para o desenvolvimento de antigenos
vacinais, sendo importante garantir a presenca no antigeno, de epitopos reconhecidos

por diferentes alelos MHC, buscando assim uma maior cobertura vacinal.

2.4.2 Epitopos de células B

Os linfécitos B sdo componentes principais na promocao da resposta humoral.
O reconhecimento do antigeno por receptores de células B ocorre através da ligacéo
direta na molécula. Dois tipos de epitopos podem ser reconhecidos por estes
receptores, os lineares e os conformacionais. Enquanto o antigeno linear é constituido
de uma sequéncia ininterrupta de aminoacidos, epitopos descontinuos ou
conformacionais, sdo constituidos de sequencias espacadas de aminoacidos, sendo
influenciados pela conformacéo proteica. Apesar de mais de 90% dos epitopos serem
conformacionais, a maioria destes (70%) sdo compostos de um a seis epitopos
lineares internos (Rubinstein et al., 2008, Jespersen et al., 2017). Epitopos de células
B possuem uma alta variabilidade em seu tamanho, podendo variar de 3 a 85
aminoacidos, dificultando a sua identificacdo in silico (Singh et al., 2013). Diversas
ferramentas estdo disponiveis para a predi¢do de epitopos de células B, contribuindo
para o desenvolvimento de vacinas e diagnosticos. Apesar dos epitopos
conformacionais serem maioria, sua predicdo é dificultada pela necessidade de
informacdes estruturais da molécula, assim, a maioria das ferramentas de predigédo
disponiveis visam a predicdo dos epitopos lineares, podendo alcancar para estes,

especificidades superiores a 90% (Larsen et al., 2006).
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2.5 Proteinas Barril-B Transmembrana

Em bactérias com estrutura de dupla membrana, proteina barril-B estéo
presentes exclusivamente na membrana externa, sendo formadas por 8 a 24 folhas
beta, constituindo sua estrutura em forma de barril. Estas proteinas possuem diversas
funcbdes esséncias para 0 metabolismo celular, sendo consideradas portanto,

interessantes antigenos vacinais (Ulrich e Rapaport, 2015).

Proteinas receptoras dependentes de TonB (TBDR) s&o proteinas
transmembrana formadas por 22 folhas beta acrescidas de um dominio globular
interno funcional. Possuem papel no transporte de substancias vitais para a célula,
como de compostos férricos, pelas proteinas TbhpA, FpVvA, FecA e phuR; de vitamina
B12 realizado pela proteina btuB; ou ainda de zinco pela proteina ZnuD. Devido a
esse importante papel no metabolismo de proteinas, diversas TBDR j& foram
avaliadas em formulacdes vacinais contra diferentes patdogenos (Stork et al., 2010, Hu
et al., 2012, Abdelhamed et al., 2017).

Outra classe de proteinas barril-B envolvidas no transporte de compostos € a
denominada TolC-like. Proteinas TolC-like formam um canal trimérico composto de
doze folhas beta (4 por monémero) associado a longas caudas formadas por alfa-
hélices que se fazem presentes no periplasma. Estdo envolvidas no efluxo de
moléculas do interior da célula, incluindo toxinas e antibacterianos (Koronakis et al.,
2004). Proteinas TolC de diferentes patégenos também ja foram descritas como
antigenos vacinais protetores (Spreng et al., 2003, Yang et al., 2012, Wang et al.,
2016).

Proteinas barril-p transmembrana também possuem funcdes na formacao
estrutural da bactéria. Proteinas BamA-like séo proteinas responsaveis pela alocacdo
de proteinas de membrana externa em bactérias Gram-negativas, consistindo de um
barril de folhas beta associado a cinco dominios de translocacdo estendidos ao
periplasma (Browning et al., 2013). As proteinas LptD-like, por sua vez, sdo moléculas
formadoras de complexos responsaveis pela importante fungcédo de montagem do LPS
bacteriano (Qiao et al., 2014).

Proteinas leptospirais foram recentemente relacionadas com as classes
proteicas citadas acima (Grassmann et al., 2017a). A localizagcdo exclusiva na

membrana externa destas proteinas, permitindo a acessibilidade da resposta imune,
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assim como, o papel essencial no metabolismo bacteriano, colocam as proteinas

barril-p transmembrana como interessantes alvos vacinais contra a leptospirose.
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipotese

A utilizac&o de formulagfes vacinais com antigenos multi-epitopos, contendo
segmentos expostos na membrana externa, de diferentes proteinas barril-
transmembrana de L. interrogans, € capaz de promover uma protecdo contra a

leptospirose frente ao desafio em modelo animal.

3.2 Objetivo Geral

Avaliar, como antigenos vacinais, proteinas quiméricas constituidas por
segmentos expostos de proteinas integrais de membrana externa de L. interrogans
contendo epitopos de células T e B, identificados através de uma abordagem reversa

e estrutural.

3.3 Objetivos Especificos

e Identificar e selecionar proteinas de Leptospira spp. preditas como proteinas
barril-p transmembrana;

e Avaliar as proteinas selecionadas quanto a presenca de epitopos de linfécitos T e
B, expostos a membrana externa do patdgeno, utilizando abordagens in silico;

e Construir quimeras recombinantes a partir da unido de diferentes segmentos de
interesse identificados;

e Analisar as moléculas construidas in silico quanto a sua conservacdo em outras
espécies patogénicas;

e Realizar a expressao heterdloga em E. coli das proteinas quiméricas construidas,
assim como, de proteinas transmembranas de interesse ao estudo;

e Caracterizar as proteinas construidas quanto ao reconhecimento por soro humano
convalescente;

e Determinar o potencial imunoprotetor de diferentes formula¢des vacinais contendo
as quimeras recombinantes expressas atraves de desafio homélogo em hamsters;

e Avaliar a resposta imune humoral gerada pelas formulagbes contendo as
quimeras recombinantes.
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4 CAPITULOS

4.1 Clonagem, expressao e avaliacdo de proteinas barril- transmembrana de
Leptospira spp.

INTRODUCAO

7

A abordagem mais eficiente para o controle da leptospirose € o uso de
vacinas. Uma vacina de amplo espectro contra leptospirose e de protecédo duradoura
€ uma necessidade evidente para o controle desta doenca (Adler, 2015c). Entende-
se que uma resposta imune direcionada contra proteinas expostas na superficie
contribua significativamente para o sucesso de uma estratégia vacinal, principalmente
por facilitar o reconhecimento do patdégeno pelos componentes do sistema imune
(Grassmann et al., 2017b).

Proteinas barril-B sdo encontradas exclusivamente nas membranas externas
de bactérias didérmicas e desempenham uma ampla variedade de func¢des, como
transportadores ativos e passivos, como receptores, enzimas, ou ainda como parte da
maquinaria de translocacéo celular (Wimley, 2003). Estas proteinas sdo altamente
conservadas e capazes de serem preditas estruturalmente por ferramentas de
bioinformética (Bigelow et al., 2004). A identificacdo de proteinas de membrana
externa expostas na superficie de leptospiras sao particularmente interessantes, uma
vez que desempenham funcgfes vitais, muitas vezes relacionadas a patogénese, e

permitem o reconhecimento do patégeno pelo sistema imune.

As atividades descritas aqui buscaram identificar in silico, proteinas barril-8
transmembrana de Leptospira spp. com caracteristicas interessantes para sua
utilizacdo em formulac¢des vacinais, realizando a clonagem e expressao heterologa,

assim como, a avaliacdo das caracteristicas antigénicas destas proteinas.
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MATERIAIS E METODOS
Clonagem das sequéncias codificadoras

Dezoito proteinas de Leptospira spp. preditas por Santos (2015) como sendo
proteinas integrais de membrana externa (OMP) e conservadas em todas as espécies

patogénicas do género foram selecionadas para compor o trabalho.

As sequéncias das proteinas foram obtidas do GenBank (NCBI) e a
identificacdo do peptideo sinal realizada pelas ferramentas SignalP, SignalCF e
Predisi. Ap6s a retirada da sequéncia correspondente ao peptideo sinal, as
sequencias foram submetidas a modelagem de sua estrutura tridimensional (3D) por
homologia utilizando a ferramenta |-TASSER. As estruturas foram visualizadas
através do software UCSF Chimera 1.11. Quando necessario, foram selecionadas
para expressao apenas as por¢des das proteinas que compreendem a regido externa

a membrana.

Para amplificacdo das sequencias codificadoras de interesse, foram
desenhados primers (Anexo 1), com o auxilio do software VectorNTI11 (Invitrogen),
com base nas sequéncias das proteinas de Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni cepa L1-130, depositadas no GenBank (NCBI), com a adi¢ao de sitios

para enzimas de restricao visando a clonagem dos genes no vetor pAE.

A amplificacdo das sequéncias de interesse foi realizada através de reacao
em cadeia da polimerase (PCR). A PCR foi realizada em um volume final de 25 ul,
contendo aproximadamente 20 ng de DNA molde, primers forward e reverse (0,4 uM
cada) e utilizando o tamp&o PCR Master Mix (Promega). A reacéo foi realizada em
termociclador Eppendorf (modelo Mastercycle Gradient) e padronizada nas seguintes
condi¢bes: desnaturacéo inicial (94 °C, 3 min) seguida de 35 ciclos de desnaturacao
a 94 °C por 30 s, anelamento com temperaturas especificas para cada gene, variando
de 50 °C a 56 °C por 30 s, e extensdo a 72 °C por 60 s. Ao término destes 35 ciclos,

a reacéo foi submetida a um ciclo de extensao final (72 °C, 5 min).

Os genes amplificados foram inseridos no vetor pAE. Para isso foram
realizadas etapas de digestdo dos fragmentos de PCR e do vetor com enzimas
especificas para os sitios existentes em cada oligonucleotideo. Foram realizados
processos de digestdo com incubacgédo a 37 °C por 1h. Apoés a digestéo, os fragmentos

foram ligados aos vetores utilizando a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) a 16 °C por
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16-18 h. Os plasmideos recombinantes gerados por esse processo foram confirmados

através de sequenciamento de DNA.

Expressédo heterdloga das proteinas recombinantes

Para expressao dos polipeptideos, os vetores recombinantes foram inseridos
na cepa de expressao E. coli BL21 Star (DE3) pelo processo de transformacao por
choque térmico. Foram utilizados 100 ul de CaClz, uma col6nia isolada de E. coli BL21
(DE3) Star e 2 ul de cada plasmideo (incubacao por 30 min a 0 °C, seguido de 30 seg
a42°Ce2min a0 °C), sendo logo apos, inoculado a cada reacdo 1 ml de meio SOC
(2% triptona, 0.5% extrato de levedura, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgClz, 10
mM MgSO4, e 20 mM glicose). Os cultivos foram agitados por 1 h a 37 °C e plaqueados
em meio agar LB (1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 0,5% NaCl e 1,5% agar-

agar) contendo 100 pug.mlt de ampicilina.

Posteriormente, para cada proteina de interesse, um clone recombinante foi
utilizado para inocular 25 ml de LB contendo 100 pg.ml* de ampicilina e cultivado sob
agitacéo de 200 rpm, por 12 — 18 h a 37 °C. Esta cultura foi utilizada para inocular 500
ml de LB com 100 pg.ml-1 de ampicilina, que foi incubado a 37 °C e agitacdo de 200
rpm até a fase exponencial de crescimento (DOsoo entre 0,6 e 0,8), quando entédo a
expressdo dos polipeptideos foi induzida com 1 mM de IPTG (Isopropil-B-D-
tiogalactopiranosidio), durante 3 h. Apés este periodo, a cultura foi fracionada em
tubos de 250 ml e centrifugada a 7.000 x g por 15 min a 4 °C. O pellet foi suspendido
em um tampéao de solubilizacédo (8 M de ureia, 0,1 M de Tris-base, 0,5 M de NaCl e
20 mM de imidazole, pH 8,0) e incubado em agitador orbital a 60 rpm por 18 h, a 4 °C.
As células foram entdo sonicadas (6 pulsos de 60 MHz por 30 s e centrifugadas
(11.000 x g por 30 min a 4 °C).

Os polipeptideos foram purificados através de cromatografia de afinidade
utilizando colunas Niquel-Sepharose, HisTrap (GE HealthCare). As fragbes contendo
a proteina purificada foram identificadas através de SDS-PAGE 12% e Western blot
utilizando anticorpo anti-6xHIS (Sigma-Aldrich) como previamente descrito (Silva et
al., 2007) As aliquotas foram dialisadas contra tampéao fosfato-salino (PBS) (pH 7,2)

overnight a 4 °C e armazenadas a — 20 °C.
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Avaliacdo do reconhecimento por soro humano convalescente das proteinas
rL1C10881 e rLIC11086

As proteinas rLIC10881 e rLIC11086 foram selecionadas para a identificacéo
da antigenicidade e da manutencéo de seus epitopos nativos. Para isto, foi realizado
um Western blot utilizando soro humano convalescente de pacientes com
leptospirose, previamente confirmado pelo teste de microaglutinacédo (MAT) com titulo
= 800 contra Leptospira interrogans sorovar Copenhageni. Os soros foram diluidos na
proporcdo de 1:100 e o anticorpo secundario, anti-lgG Humano conjugado com
peroxidase (Sigma-Aldrich), utilizado na diluicdo de 1:5000 em PBS-T. O anticorpo
primario foi incubado a 4°C overnight; todas as outras etapas foram realizadas por
uma hora a temperatura ambiente. Os resultados foram visualizados através da
técnica de quimioluminescéncia seguindo o protocolo do kit Amersham ECL Prime
Western Blotting detection kit (GE HealthCare).
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RESULTADOS

Dezessete das 18 proteinas avaliadas tiveram suas estruturas de barril-B
transmembranas confirmadas através da abordagem in silico utilizada, indicando sua
possivel localizacdo na membrana externa do patégeno (Figura 1). A metodologia
empregada permitiu a clonagem e expressao de nove das 17 proteinas. A confirmacao
da clonagem, realizada através de sequenciamento do DNA, identificou que todos os

vetores recombinantes possuiam as sequéncias previstas.

LIC104%96 LIC12575 Lic11268 LIC12254 Lici1211 LIC11506

LIC10714

Figura 1. Predigdo estrutural por homologia de 17 proteinas integrais de membrana externa de
Leptospira spp.

Foram corretamente expressas as proteinas: rLIC10496, rLIC10881,
rLiC10964, rLIC11086, rLIC11268, rLIC11458, rLIC12374, rLIC20019, rLIC20151,
como caracterizado através de Western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-
6xHIS (Figura 2). Todas as proteinas foram expressas na forma insollavel, visto a

caracteristica altamente hidrofébica destas, sendo solubilizadas em ureia.
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Figura 2. Western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-6xHIS demonstrando a expresséo
de proteinas integrais de membrana externa de Leptospira spp.

Testes de antigenicidade foram realizados com as proteinas rLIC10881 e
rLIC11086, as quais demonstraram manter os epitopos da proteina nativa, sendo
estes reconhecidos por anticorpos IgG de pacientes infectados com o patdégeno
(Figura 3).

o <4 61 9KDa

— < 36,7 kDa

Figura 3. Western blot demonstrando o reconhecimento por soro humano convalescente das
proteinas rLIC11086 (A) e rLIC10881 (B).
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4.2 Manuscrito - Construction and evaluation of recombinant chimeric proteins
using Leptospira spp. fragments identified by reverse and structural

vaccinology

Este manuscrito foi formatado de acordo com as normas do periédico Clinical and
Vaccine Immunology (CVI). Para uma melhor leitura, as figuras foram inseridas no

texto.
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ABSTRACT

Leptospirosis is among the leading zoonotic causes of morbidity and mortality
worldwide. A new and effective vaccine against leptospirosis will likely include surface-
exposed epitopes that are conserved among the pathogenic leptospires and can
generate a neutralizing immune response. Our group recently employed a
bioinformatics approach to identify seventeen leptospiral beta-barrel transmembrane
proteins (Bb-OMP) with vaccine potential, solving their three-dimensional (3D)
structure. This study aimed to identify and evaluate exposed and conserved fragments
in those Bb-OMPs using a reverse and structural vaccinology approach. T and B cell
epitopes were in silico predicted and mapped onto the 3D models for each Bb-OMP.
Five chimeric proteins were constructed with 43 segments containing immunogenic
and conserved epitopes presented on the bacterial surface. Each chimera comprised
6 to 11 different surface-related immunogenic regions. The DNA coding sequences for
each of the constructions were chemically synthesized and cloned into the E. coli
expression vector pAE. Human convalescent sera recognized four of the five
recombinant proteins. A partial, not-significant protection was observed after
immunizations, with Chimera 1 and Chimera 3 inducing a 44% and 33% protection
following homologous challenge. This study represents the first of its kind to report the

use of structural approaches to develop vaccines against leptospirosis.

Keywords: Leptospirosis, beta-barrel transmembrane protein, chimera, epitope-

based vaccine.



41

INTRODUCTION
Over the years, scientists have used different approaches to develop vaccines
that can induce an ideal immune response. The most commonly employed vaccination
strategy uses live or attenuated pathogens. This approach has achieved success
against many diseases, making vaccination the most effective medical intervention to
reduce the impact of infectious diseases (1). However, for other diseases, traditional
approaches have failed to induce long-term protection without presenting side effects.
Leptospirosis is among the main zoonosis in terms of morbidity and mortality
rates in the world. The global incidence is estimated to be over one million cases every
year, resulting in ~60.000 deaths (2). The current leptospiral vaccines are inactivated
whole-cell preparations (bacterins) that have widespread veterinary applications but
limited applicability in humans. Bacterins confer a short-term immune response that
can only protect against the serovars that are included in the vaccine preparation (3).
The natural response against leptospiral whole cell immunization is primarily
directed to lipopolysaccharide (LPS), conferring serovar-specific protection. However,
given the fact that there are more than 300 known leptospiral serovars, this approach
is inadequate. In addition, the T-cell-independent pattern of LPS immune stimulation
does not induce an immunological memory (3). Local and systemic side effects
following bacterin vaccination are also commonly reported, and it is likely that these
are caused by contaminating proteins being carried from the culture medium (4).
Several recombinant proteins have been evaluated as a means of developing
new, improved leptospiral vaccines; however, these have only been moderately
successful (3, 5). Despite the reported protection conferred by recombinant vaccines,
they have failed to achieve heterologous protection, highlighting the need to evaluate

highly conserved leptospiral proteins.
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In the last few decades, reverse vaccinology has contributed to the successful
development of new vaccines for several infectious diseases. The in silico approach
facilitates the reduction in the number of targets, allowing to evaluate, in vitro or in vivo,
each potential candidate and enhancing the chances of identifying a protective antigen
(6). However, only a few works have applied this approach to identify antigens that can
protect against leptospirosis (6-8). Another recent approach to developing next-
generation vaccines is the structural vaccinology. This strategy aims to use protein
structure information to identify and design epitopes with potential for vaccines
development, enhancing the immunogenicity and breadth of protection (9).

A new and effective universal vaccine against leptospirosis will likely include
surface-exposed epitopes that are conserved among the pathogenic leptospires and
able to generate a neutralizing immune response (10). Our group recently used
reverse and structural approaches to identify eighteen leptospiral transmembrane
beta-barrel outer membrane proteins (Bb-OMP) (11). These proteins are outer-
membrane exclusive and appear to play essential functions in bacterial metabolism,
therefore being potential vaccine candidates (11, 12).

The presence of antigenic determinants that are recognized by the immune
system is required to activate and generate a protective immune response (13). The
mapping of T cell and B cell linear epitopes to construct multi-epitope vaccines have
already demonstrated success, as previously reported (14). To develop a multi-epitope
vaccine that can elicit a humoral immune response against extracellular pathogens is
important to identify T CD4+ and B cell epitopes. The T cell epitopes that are selected
for this vaccine must have the capability to be presented by several class Il major
histocompatibility complexes (MHCII) to stimulate helper T cells. In addition, the

induction of a protective humoral response depends on the direct recognition of
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exposed epitopes by B cell receptors (13, 15). Despite the presence of on outer-
membrane, only a few portions of Bb-OMP are exposed and permit antibody
accessibility and, therefore, represent interesting immune targets.

In this work, we aimed to identify exposed and conserved sequences of
Leptospira spp. transmembrane Bb-OMP within T and B cell epitopes. Selected
fragments were combined on multi-epitopes chimeric proteins and evaluated for

immunogenicity.

RESULTS
Identification of T and B cell epitopes on leptospiral surface

Our group recently identified and predicted the structural model of 17 Bb-OMP
that are promising vaccine candidates (11). In the present study, we analyzed those
proteins by mapping predicted T CD4+ and B cell epitopes outside the bacterial
surface. All proteins seem to have external loops containing these epitopes. We found
43 of these fragments within all proteins (Figure 1). The numbers of fragments
identified on each protein were highly variable. Six fragments were found on LIC10896,

while a single fragment was selected for three other proteins (Table 1).

Conservation of selected fragments among Leptospira spp.

The selected peptides were analyzed by multiple sequence alignment to
determine the conservation on orthologues sequences. All sequences are conserved
in other pathogenic species. Thirty-one of 43 segments have = 80% identity with
proteins in at least eight pathogenic species. Fragment from LIC10496 shows a

complete identity in L. interrogans, L. kirschneri and L. noguchi, but the lowest identity
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(64.81-20.93%) with other Leptospira spp. Only three peptides exhibited less than 70%

identity with five or more species (Figure S1).

LIC11086 LIC11211 LIC11268

Lt
Ry ,’(’O ;‘Dt)

(g5

LIC13477 LIC20019 LIC20151

LIC12575

Figure 1. Selected fragments for chimeric proteins composition mapped in three-dimensional (3D)
proteins structures. 43 fragments (Yellow) containing B and T cell epitopes were found in all 17 analyzed
proteins and selected to compose the chimeras. Structural modelling was performed by I-Tasser and

sequences were individually mapped for exposed epitopes.
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Table 1. Aminoacids sequences of selected exposed fragments containing B and T cell epitopes. Proteins
aminoacids sequences were submitted to BepiPred and NetMHCII to B cell (bold) and T cell (underlined)
epitope predictions, respectively.

Protein

L1C10496
LIC10714

LIC10881

L1C10896

LIC10964

LIC11086
LIC11211

LIC11268

L1C11458

LIC11506

LIC11623

LIC12254

LIC12374

LIC12575

LIC13477

LIC20019

LIC20151

Sequence
NNNQFTHDSYGVNENLVMPLGSSVVQSNGNTGVQKDGNGIQTYPGFGNQTVGPGT
PPTPDYAIFGNGFNNPPTGVASSEYSLAKSGNV
RTILROQOTIDPVTNQPDPNSPSQEVDKGSK
RADARMNQYSIDTSKITADOQSLLDFVVTQKDKNGNYVPYVSKDT
RNYFNEVTENGLDMLVLDITKIGYPPSLYKRVOT
QIDLDPTYNFIHOOQLLNSSDVKSVLEGDSVRT
PYAMDPFSRNRDLMRESLDPNADLSLVRRSN

TPVVGSKSITSEQENSQLLPSAAPPPPSSSSNSSSSLESIYOPVYS
YNRSYNYREEANARFQASNPISIYLKDSNMLRPLNQNNLKIYGEEVLWGNNLNLAYEPK
IGOOQFFIKTLYSVOSDKIVREGDGANYIDNENEKSTNLNFI
WSQGGTDLANGYRRLGNNPDGTR
REIAQRNFTGSDRDVIYPIPGEVIYNPLAYANGNRKIYER
SWNGFENTSYGCKTNSEEERLLLVRANICDAT
DSKIYGLISTGQVDPLSTYAAYSPTTLNRPLQGQSD
DLLDNPNENPGATVSQKLLHEKSHEHSFFIFSAGNLELDESYOR
IQONEIYAASIAQIDLDSGLPKYEYKQGN
SKSQPSNLQDNDGIVYWLRNPSSSPPEETYLLKKT
FGQETEEQSKFYGPYLKVSTGFPSEDSOLEKKLNTYE
TPKRDYIGDSYTAEDRKTKINGLEYSTSEANELIANGRTLDVI
EDYSHNADEDKRTQDDRNYATQNSQ

TANNSVSIKNNTDLREGEVOLKNFADG

VDRGALYSADPNAPLRNIGPDVEPW
SYEYLRTSSNLREGIPLLEENTTYRKTEIYKPELQDPILGKTRQH
RWTPYDYTSYTERSILETTIKTDSIKONOKVLIP
EIELANPNTNVIESGTLGYETRKQYENPMLRS
TOGTREYKPOALALESITVSAGTAGAQGIY
NYIYSYESYYSFHOTDIRLQTSSLDPFISENSSAPILHMERSGNHDILQ
IYNVGAVSITENNNQQSIKEQAIYSR
IQKPYIOLODLOFLGGYESLRGWFYNDAKYPAEWRDGAA
LYEEVNRATGVRKDLFETYDORVREAQMKDPVGYYLANNYNLTALRKADYTEEELNNP
ANLVLSGNNVALDK

FAQKLKYTGVADHPETKFESDNAFQF

NGKTKVTEDAEAGKIGANGGNVKS
AFGLTEGDAPFFEYRNLWSTEGGITGLGGLRTLRGYKOQDR
DONFSYKNDHGTVVLNTLDDTIDRRKNAS

FPSEEPWYRRODPLSGDIK
ILPENQANFETGTKISDDTIKGGIEKVLOTTGTYFKIEAGSRRFDSNAFENPSTTPAGFSS
LGIPP

TIKSIDKTTNVRGAVIALDS
TGRPGFDKDGNRANLKGGGYKTLMPGYSISNIANDFTGGYALFSGKDSSG
FETGTKYPNLSGLKGG

FELGDPTVERGTKISTREFSYYDTPYTEIGSRNFADGKG

PGYRLVPNSQATTGN
DTRDLSSDRPLEGRALH
SSTNNLSAAGQDYIPSEVKLNENPPVIY
DNLLNQYELAYNPTRPRFYY
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Design and heterologous expression of recombinant chimeric proteins

All forty-three identified fragments were selected to compose chimeric proteins.
Five chimeric proteins were designed to contain surface-related epitopes from 3-4 Bb-
OMPs; each chimera comprised 6 to 11 different surface-related immunogenic regions

and molecular weights of 30-41 kDa (Figure 2).

HisTag
LIC10896 LIC10954 LIC12374
rc1
361 aa
41.kDa
His Tag
LIic10714 LIC10831 LIC 20151
{H | | | | | | | |
rc2
342 aa
38 kDa
Hrs Tag
LIC11458 LIC11506 LIC11086 LIC20019
T ) ) I I — —
rc3
317 aa
36 kDa
His Tag
LIC11623 LIC12254 LIC11268
{ H I
rca
292 aa
33 kDa
His Tag
LIC10496 LIC1 2575 LIC11211 LIC13477
rcs
283 aa
30 kDa

Figure 2. Graphic representation of the five chimeric proteins. Five molecules were constructed with
exposed fragments containing immunogenic epitopes. Blocks representing protein fragments; Colors

representing each protein.
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All five chimeric proteins were expressed by and purified from E. coli as shown
by Western blot (Figure 3). E. coli BL21 (DE3) Star failed to express Chimera 5, which
was successfully expressed using the PlysS strain. Chimeric proteins were expressed
in inclusion bodies and solubilized with 8M urea. No precipitation was observed for any
protein after dialysis against sodium-phosphate buffer. Four out of five chimeric
proteins were recognized by a pool of human convalescent sera, showing that the

recombinant proteins maintained some antigenicity of native proteins (Figure 4).

M NC C1 C2 C3 C4 G5

[—

38kDa—* °
31kDa —»

Figure 3. Western blot of recombinant chimeric proteins expression using Anti-6xHIS monoclonal
antibody (Sigma-Aldrich). M: Full-Range Rainbow Marker (GE HealthCare); NC: Negative control, E.
coli BL21 (DES3) Star; C1-C5: Chimera 1-5.

NC C1 C2 C3 C4 C5

Figure 4. Western blot of recombinant chimeras with convalescent human sera. NC: Negative control,
Bovine serum albumin (BSA); C1-C5: Chimera 1-5.
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Immunogenicity of chimeric protein formulations

The ability of chimeric proteins to induce a humoral immune response was
evaluated in rats and hamsters. The rats produced a high humoral immune response
induced against all five molecules, allowing the achievement of hyper-immune sera
against all constructions (data not shown). However, in hamsters immunized with
Chimeras adsorbed in Al(OH)s adjuvant, Chimera 2 and Chimera 4 failed to induce a
humoral immune response (Figure 5a). The group immunized with the combination of
all proteins (pool) maintained the pattern of the humoral immune response observed
in individual protein immunizations (Figure 5b). An ELISA using protein rLIC11086 as
the coating antigen was also performed. LIC11086 fragment presented in Chimera 3
was the shortest fragment (35 aa) used in chimeric proteins constructions. Chimera 3

formulation showed to correctly induce antibodies against rLIC11086 (Figure 5c).

Immunization and challenge experiments

The chimeric proteins were evaluated for their potential to induce a protective
immune response against lethal challenge. At 30 days post-challenge, a partial non-
significant survival was seen in some of the groups vaccinated with chimeric
formulations (Table 2). The groups vaccinated with Chimera 1 and Chimera 3 exhibited
44% and 33% of protection respectively, presenting a Log-Rank statistical significance.
In the conditions of this study, all the formulations failed to induce a protective immune
response (Fisher’s test p<0,05). Leptospires were found in the kidneys of the surviving
animals, indicating a lack of sterilizing immunity but demonstrating that the infection

occurred properly.
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Figure 5. Humoral immune response in hamster inoculated with vaccine formulations measured by
ELISA. Antibody levels in pre-immune (Day 0) and immune (Day 28) sera from: (A) animals receiving
respective proteins adsorded in AI(OH)s; (B) animals receiving a pool containing all 5 proteins adsorded
in Al(OH)3 tested against the respective chimeric proteins, and (C) Antibody levels against rLIC11086
induced by Chimera 3 formulation. Bars representing means with standard deviation. Significant

difference at P value < 0,01 in comparison between days.

Treatment AF su‘)r:/(i)\{g(r:fi/ctcr)]t)al O Fisher test p Log Rank p
Chimera 1 + Al (OH)s 4/9 (44) 0,08 0,0008
Chimera 2 + Al (OH)s 2/9 (22) 0,47 0,3173
Chimera 3 + Al (OH)z 3/9 (33) 0,2 0,0116
Chimera 4 + Al (OH)s 0/9 (0) 1 0,1701
Chimera 5 + Al (OH)3 1/9 (11) 1 0,7762

Pool + Al (OH)s 1/9 (11) 1 0,2320
PBS + Al (OH)s 0/9 (0) - )

Table 2. Efficacy of recombinant chimeric protein vaccines in hamsters. Statistical analyses carried out

with GraphPad Prism 7 software (GraphPad)
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DISCUSSION

Despite decades of identification and evaluation of leptospiral recombinant
proteins as vaccines, bacterins remain the commercial preparations licensed for use
in animals and humans. With these whole-cell preparations presenting problems in
efficacy and safety, long-term sterilizing immunity and cross-serovar protection are
requisites for a new recombinant formulation against the disease (10). Only a few
leptospiral antigens have been found to stimulate a protective response with reliable
and reproducible results (3, 6). The leptospiral immunoglobulin-like (Lig) proteins are
the most promising vaccine candidates to date, with high and reproducible protection
rates (16). Several studies have found that the non-identical portion of LigA protein
(LigAni) offer protection against leptospirosis within different delivery systems;
however, they did not achieve a sterilizing immune response (17-21). Our group
recently demonstrated that the conserved portion of LigB and LigA (LigBrep) could
confer a protective and sterilizing response against leptospirosis but additional

experiments are required to confirm the results (22).

New approaches that aim to construct and evaluate the use of multi-epitope
molecules to diagnosis and vaccinate against leptospirosis have already been
reported. While the identification of leptospiral protein epitopes is common (23-26),
only a few rational multi-epitope vaccines against the disease have been developed.
Lin et al. (27) evaluated a recombinant protein containing four repeats of six T and B
cell conserved epitopes from the leptospiral proteins OmpL1, LipL32, and LipL21. The
protein promoted significant protection (4/5) when evaluated in the guinea pig model
of leptospirosis. In addition, the chimeric construction induced a cross-reactive
antibody response against various L. interrogans serogroups, demonstrating the

advantages of a rationally multi-epitope design. Fernandes et al. (28) designed a
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chimeric protein based on sequences from LigA, Mce, Lsa45, OmpL1, and LipL41
proteins. This construction failed to promote significant protection in hamsters with a
50% mortality rate, despite the presence of a previously reported protective antigen,
LigA 11-13 (18). This highlighted how achieving protection against leptospirosis
depends on both the composition and construction of the chimera. While both studies
used linker sequences between each fragment, here, we opted to maintain only
leptospiral protein sequences in the construction. The fragments used to compose the
chimeras were B-barrel loops without complex domains to maintain. Methodology used
in this work showed to correctly promote antibodies against leptospiral protein
sequences. Sera from Chimera 3 immunized-group recognized rLIC11086, due to a
35 aa peptide, the shortest fragment used for chimeric proteins construction. The
absence of linkers between the fragments does not prevent the correct induction of

antibodies

In this study, we used exposed fragments from 17 previously identified Bb-OMP
(11). Chimera 1 and 2 are composed of epitopes from proteins predicted to be TonB-
dependent receptors. These proteins were predicted to transport essential molecules,
such as iron and vitamin B12, playing an important role in bacterial pathogenicity.
Protein LIC11458, with epitopes presented in Chimera 3 is a LptD-like export porin that
is responsible for assembling LPS in the outer membrane. LPS is an important
virulence factor in Leptospira spp. Bb-OMP also has function in proteins assembly on
bacterial membrane. LIC11623 and LIC12254, with fragments presented in Chimera
4, are components of the Bb assembly machinery. TolC-like efflux proteins, LIC10496
and LIC12575, which are involved in diverse molecules transport, were used to
compose Chimera 5. Rationally designed vaccines that aim to induce antibodies

against these proteins could impair their function in essential pathways.
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The cross-serovar reactivity could be enhanced using a multi-epitope strategy
through a humoral immune response that targets conserved sequences. We selected
fragments that were conserved in pathogenic Leptospira spp. towards heterologous
protection. The identification and use of conserved protein segments exhibited
successful cross-protection for other pathogens (14, 29, 30). A broadly protective
influenza vaccine composed of B and T cell epitopes, presented by multiple virus
strains, that has cross-protective properties, is expected to enter clinical trials in the

coming years (14, 29).

Besides the rational use of a multi-epitope approach, this study was a pioneer
in the use of protein structure information to construct molecules aiming leptospirosis
vaccine development. This approach facilitated the promotion of antibody production
specific to exposed fragments, aiming to achieve a humoral immune response and
bacterial neutralization. It does not eliminate the necessity to identify which exposed
epitopes have a protective potential; however, it helps to eliminate immunogenic

epitopes that cannot be useful for a correct humoral response.

The design of chimeric proteins composed exclusively of surface-exposed
peptides allows another important advantage in the protein achievement. Bb-OMP
transmembrane proteins have a high hydrophobic pattern with proteins aggregating in
polar, hydrophilic buffers. Precipitated proteins assume tertiary structures different
from the native protein, which could limit their use as vaccine antigens. Solubilization
of these proteins requires the use of detergents and denaturation agents that most
likely cannot be used in vaccine preparations (31). Laborious incorporation of b-OMP
in liposomes is another described strategy (31, 32). The chimeric proteins constructed

here, despite being expressed as inclusion bodies, assumed a soluble pattern in
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sodium-phosphate buffer after a simple dialysis protocol, representing in an

improvement in protein acquisition and allowing a safe immunization.

Four out of five recombinant chimeric proteins, maintained epitopes presented
on native proteins, as seen on the Western blot using human convalescent sera. The
construction of molecules that contained exposed and conserved segments also
seemed to represent an interesting approach to the diagnosis of leptospirosis. The

potential of these proteins as diagnostic antigens needs to be further evaluated.

Despite the advantages provided by the approaches assessed, the chimeric
proteins formulations failed to protect against homologous challenge. The proteins
were found to be immunogenic in rat's immunization; however, this result was not
replicated in hamster sera. The adjuvant was the major difference between the vaccine
formulations. Freund’s adjuvant is a potent oil-in-water emulsion that induces a robust
cellular and humoral response (33). Although the use of Freund’s adjuvant as vaccine
adjuvant has been found to be successful in previous works (16, 20, 34), it is well
known that the use of this adjuvant can lead to serious side effects that are not
accepted in human vaccine formulations and, as such, it is substituted with alternative
emulsion compounds (33). In leptospirosis challenge experiments, vaccine
formulations were prepared by adsorbing antigens in an aluminum hydroxide
suspension, a widely used vaccine adjuvant; however, it failed to induce a humoral
response for two out of five of the proteins, highlighting the need to evaluate chimeric
proteins in other safe adjuvants. A protective immune response against leptospirosis
is not completely understood, and immune modulation by adjuvants may be crucial to

achieving full protection (10).

The accessibility of the antibodies to Bb-OMP in Gram-negative bacteria has

been widely discussed, with authors reporting a shielding effect of the
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lipopolysaccharides (LPS) (35-37). Antibody accessibility to outer membrane proteins
used in this work needs to be evaluated. Another limitation of this study was the
prediction and use of human MHCII epitopes. Immunogenic T cell epitopes were
predicted to have a high affinity to 14 HLA-DR alleles of the human major
histocompatibility complex class Il (MHCII). This prediction method is trained on more
than 14,000 quantitative peptides binding values (38). There is no platform available
through which it is possible to predict hamsters MHCII epitopes; therefore, we could
not evaluate the existence of the T cell epitopes recognized during hamster

immunizations.

This work reports, for the first time, the use of structural approaches to rationally
design molecules towards leptospirosis vaccine development. As a proof-of-concept,
we used bioinformatics tools to construct chimeric proteins that were designed to
induce a targeted humoral immune response against exposed and conserved
leptospiral peptides. All the approaches used to construct the molecules were based
on in silico tools. Despite the advantages achieved in terms of cost and time consumed,
confirmation of protein localization and epitope prediction through experimental works
is required. The methodology used represents an advancement in the field and can
be applied to other proteins and pathogens to identify protective epitopes. New

chimeric proteins are already being designed using these approaches.

MATERIALS AND METHODS
Identification of T and B cells epitopes on the leptospiral surface

Seventeen Bb-OMP leptospiral proteins that have been previously identified and

structurally predicted by our group (11) were employed in this work. The sequences of
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T cell epitopes with high affinity to fourteen human major histocompatibility complex
class Il (MHCII) HLA-DBR alleles were predicted using NetMHCII 2.2. For linear B cell

epitope prediction, amino acid sequences were submitted to BepiPred 1.0.

T cell epitopes with strong binding affinity (IC50 < 50nM) and amino acid
residues with a score higher than 0.35 in B epitope analysis were selected. Epitopes
were manually mapped onto the 3D models of each Bb-OMP, and those presented on
the leptospiral surface were used for further analysis. The conservation of selected
fragments in other pathogenic leptospiras was analyzed by multiple alignments on

MUSCLE (EMBL-EBI) against pathogenic orthologous sequences identified by BlastP.

The construction and heterologous expression of recombinant chimeric

proteins

All the loops located outside the outer-membrane containing T and B cell
epitopes were selected to compose the chimeric proteins. Sequences were
constructed aiming to assemble different MHCII alleles recognized epitopes and
maintaining a proper molecular weight for heterologous expression. Proteins with
same function, as identified in our previous work (11), had their fragments composing
the same chimera. Codifying sequences for each chimeric construction were
chemically synthesized and cloned into the expression vector pAE using a codon
optimization for E. coli. Codifying sequence for rLIC11086 protein was also amplified
by PCR using the primers: LIC11086For (5-
CTAGATCTCACATCACACAGGTATGGG) and LIC11086Rev (5-
CGCAAGCTTTTACTTTGTCTCTTGAG), and cloned in vector pAE.

For protein expression, E. coli BL21 (DE3) Star and E. coli BL21 (DE3) PlysS

strains were used. Cells were grown in Luria-Bertani (LB) medium and proteins were
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expressed according to the approach previously described (20) and purified by nickel
affinity chromatography using the AKTA Start automated system (GE). Purified
proteins were dialyzed against phosphate saline buffer (PBS) to remove the urea and
imidazole. The expression and purification of proteins were determined by SDS-PAGE
and Western blot using anti-6xHIS monoclonal antibody as previously described (20)

(Sigma-Aldrich).

Immunoblotting assay

Purified recombinant proteins were transferred to a nitrocellulose membrane in
a Western blot assay and tested against a pool of convalescent human sera (diluted
1:100) collected from leptospirosis patients as previously confirmed by
microagglutination test (MAT) with title = 800. An anti-human IgG peroxidase conjugate
(diluted 1:5000) was used as a secondary antibody. The primary antibody dilution was
probed overnight at 4° C; all other steps were performed within an hour at room
temperature. The blot was revealed by chemoluminescence method following the

Amersham ECL Prime Western Blotting detection kit (GE HealthCare) protocol.

Animal immunization

Two in vivo experiments were conducted in this work. Four-week-old female
Wistar rats (Rattus norvegicus) were used to obtain polyclonal hyper-immune sera
against the chimeric constructions. Three 50-ug doses of each purified recombinant
protein were administrated. Proteins were emulsified in complete Freund adjuvant for
the first dose, and in incomplete Freund adjuvant for the remaining two doses. Doses

were administrated by intraperitoneal injection at days 0, 21, and 35. Two weeks after
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the third dose, animals were euthanized, and blood samples were collected by cardiac

puncture.

To determine the vaccine-induced protection, four to five-week-old Golden
Syrian hamsters (Mesocricetus auratus) were distributed into seven different treatment
groups. Each treatment was composed of nine animals. Animals were inoculated twice
by the intramuscular route at days 0 and 14 with 50 pg of each chimera adsorbed in
20% Alhydrogel adjuvant (Invivogen) (Groups 1 to 5), with a pool containing all
chimeras (50 pg of each) adsorbed in the same adjuvant (Group 6), or a PBS-
Alhydrogel formulation (Group 7). Pre-immune (Day 0) and immune (Day 28) sera
samples were collected. Animals were challenged with 102 cells of L. interrogans
serovar Copenhageni strain Fiocruz L1-130 (20x LD50). Survivors were euthanized at
30 days post-challenge, and their kidneys were collected for bacterial re-isolation.
Animals were treated in accordance with the Federal University of Pelotas Ethics
Committee in Animal Experimentation guidelines and all methodology was applied per

the pre-approved protocols.

Humoral immune response evaluation by ELISA

Rats and hamsters inoculated with chimera formulations had their sera tested
by ELISA to assess if the proteins prompted an IgG antibody response. A preliminary
checkerboard analysis was performed to determine antigen and primary antibody
concentrations. ELISA polystyrene plates were then coated with 50ng/well of chimeras
3 and 5; with 100ng/well of chimeras 1, 2, and 4; or with 200ng/well of rLIC11086,
diluted in carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6) at 4°C overnight. Animal sera were
used at a 1:100 dilution in triplicate within 1 hour at 37°C. Monoclonal anti-hamster and

anti-rat IgG peroxidase conjugate were used as secondary antibodies. Three washes



58

between each step were performed using phosphate-buffered saline (PBS) with 0.05%
Tween 20 (PBS-T). After the final five washes with PBS-T, the reactions were revealed
with O-phenylenediamine dihydrochloride (Sigma-Aldrich) and hydrogen peroxide
(Sigma-Aldrich). The reaction occurred for 15 minutes and was stopped following the

addition of 25 pl of 4N H2SOa4. Optical densities were measured at 492 nm.

Statistical analysis

Significant differences in animal mortality and survival rates among the experimental
groups were determined by Fisher exact test and log-rank test. ELISA results were
analyzed by one-way ANOVA and student t test. Statistical significance was assumed
when p-value <0.05. All analyses were carried out using GraphPad Prism 7 Software

(GraphPad Software).
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5 DISCUSSAO GERAL

A identificacdo e avaliagcdo de novos antigenos contra a leptospirose € uma
necessidade evidente. Diversos estudos vém empregando técnicas do DNA
recombinante para o desenvolvimento de vacinas de subunidade. Apesar disso,
poucos trabalhos demonstraram, de forma confiavel e reprodutivel, estimular uma
resposta imunoprotetora contra desafio letal em modelo animal, evidenciando a
necessidade da utilizacdo de novas abordagens (Adler, 2015c, Grassmann et al.,
2017b). As proteinas Leptospiral Immunoglobulin-like (Lig), LigA e LigB séo até o
momento 0s antigenos mais promissores, demonstrando capacidade de protecdo em
diferentes estudos (Silva et al., 2007, Coutinho et al., 2011, Lourdault et al., 2014,
Evangelista et al., 2017, Conrad et al., 2017). Porém, uma protecdo heterdloga,
necessaria para o controle desta zoonose, ainda nao foi descrita. A capacidade da
proteina LigBrep de conferir uma imunidade esterilizante foi recentemente reportada
(Conrad et al., 2017). Uma imunidade esterilizante de longa duragéo e uma protecao
cruzada contra diferentes sorovares sao requisitos necessario para uma formulacéao

recombinante contra a doenca.

Neste trabalho foram utilizadas proteinas barril-B transmembrana de
Leptospira spp. que demonstraram ser conservadas em diferentes espécies
patogénicas do género. Estas proteinas possuem caracteristicas interessantes para
sua utilizacdo em composicdes vacinais. Em bactérias didermes, proteinas que
assumem esta conformacdo se localizam exclusivamente na membrana externa, o
que permitiria a acessibilidade de uma resposta imune direcionada. A dificuldade em
determinar a localizacao celular de proteinas de espiroquetas, devido a fragilidade da
membrana externa destes organismos, torna ainda mais interessante a abordagem
utilizada, visto a predicao indireta de localizagcdo. As proteinas que compuseram este
trabalho possuem provaveis fungdes essenciais para o patégeno. Grassmann et al.
(2017) as descreve como receptoras TonB-dependentes, com papel na captacdo de
nutrientes como zinco, ferro e vitamina B12; como proteinas LptD-Like, com fun¢des
na alocagdo do LPS leptospiral; assim como proteinas de efluxo TolC-like e proteinas
BamA-like Estes possiveis papéis no metabolismo do patégeno séo interessantes

para a utilizacdo destes antigenos buscando-se uma resposta imune que neutralize
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estas funcgdes, tornando todas as proteinas identificadas potenciais candidatos

vacinais a serem futuramente avaliados.

Embora proteinas barril-B demonstrem ser interessantes alvos vacinais,
algumas dificuldades séo reconhecidas para a aquisicao e utilizacao destas proteinas
em sua forma recombinante como antigenos vacinais. A alta hidrofobicidade,
caracteristica de proteinas integrais de membrana promove a precipitacdo proteica
em tampdes polares. A solubilizacdo destas proteinas requer o uso de detergentes e
agentes desnaturantes que dificultam a sua utilizacdo em formulagbes vacinais. A
incorporacdo das proteinas barril-f em lipossomos € outra estratégia interessante,
porém laboriosa, descrita para a solubilizacdo destas proteinas (Otzen e Andersen,
2013, Schwendener, 2014). Neste estudo, todas as proteinas integrais de membrana
expressas formaram agregados proteicos apés dialise contra tampao fosfato-salino,
dificultando suas avaliacbes como antigenos vacinais. Proteinas precipitadas
assumem uma estrutura terciaria diferente da proteina nativa, a qual pode dificultar o

correto reconhecimento de seus epitopos (Wang et al., 2012).

Frente as dificuldades encontradas na obtencdo das proteinas integrais de
membrana, optou-se pela construcdo de uma metodologia para o desenvolvimento de
guimeras recombinantes. A modelagem estrutural in silico permitiu identificar a
orientacdo de insercdo destas proteinas na membrana, e consequentemente, as
porcBes expostas de cada proteina. Este estudo foi pioneiro no uso de informacdes
estruturais de proteinas de Leptospira spp. para o desenvolvimento de vacinas contra

a leptospirose.

A construcdo de quimeras utilizando apenas por¢cfes externas de cada
proteina visou a promocédo de uma resposta imune humoral e a possivel neutralizacédo
da bactéria. Esta abordagem n&o elimina a necessidade de se identificar quais
fragmentos expostos possuem capacidade protetora, mas permite descartar aqueles
que ndo permitem a promocdo de uma resposta humoral correta. Além disso, a
utilizacdo apenas de porcdes externas, menos hidrofobicas, das proteinas integrais,
permitiu a obtencéo de proteinas recombinantes solUveis em tampéao PBS apds o
processo de didlise, trazendo uma grande vantagem para o trabalho com proteinas
barril-B. Apés expressdo e solubilizacdo, quatro das 5 proteinas quiméricas
construidas demonstraram manter epitopos nativos presentes na proteina nativa,

sendo estes reconhecidos por soro humano convalescente. A avaliacdo destas
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moléculas como antigenos para diagnostico da doenca, demonstra também ser
interessante. Além das vantagens na solubilizacdo utilizando porcfes externas a
membrana, a identificacdo de fragmentos conservados entre diferentes espécies
patogénicas, e a promoc¢ao de uma resposta imune-humoral contra estes segmentos,
aumenta as chances de obtencdo de uma protecdo heterdloga. A identificacdo e
utilizacdo de fragmentos conservados combinados ja demonstrou sucesso na
protecdo cruzada para outros patégenos (Gottlieb e Ben-Yedidia, 2014, Sahay et al.,
2017).

Apesar destas vantagens as proteinas quiméricas construidas neste estudo
falharam em promover uma resposta imune-protetora, ndo sendo observada uma
sobrevivéncia significativa nos grupos avaliados. Para o0s experimentos de
sobrevivéncia, as formulacdes vacinais foram preparadas através da adsorcdo do
antigeno em suspensdes de hidroxido de aluminio, adjuvante amplamente aceito para
a utilizacdo em formulacbes humanas e veterinarias. Porém, 2 das 5 formulacdes
falharam em produzir uma resposta humoral, como avaliado por ELISA. A resposta
imune protetora contra a leptospirose parece ser dependente de anticorpos, e além
disso, a modulagcédo imune desempenhada pelos adjuvantes parece ser crucial para a
obtencdo de uma protecdo (Grassmann et al.,, 2017b). Assim, a avaliacdo destes
antigenos em novas formulacbes demonstra ser interessante. A acessibilidade de
anticorpos as proteinas fb-OMP em bactérias Gram-negativas € também amplamente
discutida, com autores reportando um bloqueio deste reconhecimento por
lipopolissacarideos (van der Ley et al., 1986, Michaelsen et al., 2001, Patel et al.,
2016). A acessibilidade dos anticorpos as proteinas utilizadas neste estudo necessita

ser ainda avaliada.

Para a unido das sequéncias referentes as alcas externas a membrana das
Bb-OMPs, optou-se pela ndo utilizagédo de linkers entre os segmentos, vista a auséncia
de dominios tridimensionais a serem mantidos. Esta estratégia, difere-se da utilizada
por outros autores. Lin et al. (2016) construiu e avaliou uma quimera formada por
epitopos de células T e B das proteinas OmpL1, LipL32 e LipL21, utilizando um linker
de quatro residuos de glicina para a separacdo de cada proteina, relatando uma
protecdo significativa em modelo animal cobaia de leptospirose. Fernandes et al.
(2017), por sua vez, construiu uma molécula quimérica baseada em sequencias das

proteinas LigA, Mce, Lsa45, OmpLl e LipL41l de Leptospira spp., unindo estes
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segmentos através de um linker flexivel. Esta quimera, porém, falhou em promover
uma protecdo significativa, apesar da utilizacdo de segmentos proteicos que ja
demonstraram capacidade protetora em outros estudos, como os dominios 11-13 da
proteina LigA (Coutinho et al., 2011). Estes estudos demonstram, portanto, que ndo
s6 a composicdo das moléculas, mas também a sua construcdo, € uma variavel

importante para a obtencao de protecéo.

Este trabalhou descreveu pela primeira vez o uso de abordagens estruturais
para a identificacdo e avaliagdo de antigenos vacinais contra a leptospirose. Através
da metodologia empregada foram desenvolvidas moléculas quiméricas buscando a
inducdo de uma resposta imune humoral apenas contra segmentos externos a
membrana e conservados de Leptospira spp. A utilizacdo destas abordagens
representa um avango para o desenvolvimento de vacinas contra a leptospirose, e
pode ser empregada a outras proteinas na busca de epitopos com capacidade
protetora. Novos antigenos estdo sendo construidos e avaliados utilizando estas

abordagens.
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CONCLUSAO GERAL

As proteinas previamente identificadas como barril-B transmembrana tiveram sua
estrutura confirmada por analises in silico e demonstram ser interessantes

candidatos vacinais a serem futuramente testados;

A abordagem estrutural utilizada de forma inédita, possibilita a identificacdo de
epitopos com caracteristicas imunogénicas, expostos na membrana externa,

ideais para a promoc¢ao de uma resposta imune humoral;

A metodologia utilizada permite a criacdo de moléculas sintéticas contendo regides
expostas e conservadas de diferentes proteinas de Leptospira spp., aumentando

as chances de obtencdo de uma vacina protetora de amplo espectro;

Quatro das cinco moléculas quiméricas construidas foram reconhecidas por soro
humano convalescente, demonstrando a manutencao de epitopos nativos e a

imunogenicidade destes durante a infecgéo;

As formulacdes vacinais contendo as proteinas quiméricas construidas falharam

em promover uma resposta imune protetora frente ao desafio em modelo animal.;
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ANEXOS

Anexo 1. Lista de primers utilizados para a amplificacdo por PCR e posterior clonagem em vetor pAE
das sequéncias codificadoras de diferentes proteinas de Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni L1-130.

Primer

LIC10714 Forward
LIC10714 Reverse
LIC10496 Forward
LIC10496 Reverse
LIC10881 Forward
LIC10881 Reverse
LIC10896 Forward
LIC10896 Reverse
LIC10964 Forward
LIC10964 Reverse
LIC11086 Forward
LIC11086 Reverse
LIC11268 Forward
LIC11268 Reverse
LIC11458 Forward
LIC11458 Reverse
LIC11506 Forward
LIC11506 Reverse
LIC11623 Forward
LIC11623 Reverse
LIC12254 Forward
LIC12254 Reverse
LIC12374 Forward
LIC12374 Reverse
LIC20019 Forward
LIC20019 Reverse
LIC20151 Forward
LIC20151 Reverse

*

Sequéncia 5.3"
ATCGGATCCCAATCAGAAGAAAC
ATCTGCAGTTATCTTGCCCAATTTC
ACAGGATCCACTACAAAACAACCTC
TTGGTACCCTATTTTTTGGGCTTAG
TAGGTACCATAAGGCTTCTCTTCGTC
ACTAAGCTTTCATTCTCTTGATTTATCG
AACTGCAGACAATCCACCGGTAAAC
CGTAAGCTTCTATTTTGGAGACCATTC
GCTGGATCCGGTAGACAATTAGACC
GCGAAGCTTTTATGGTAAACCAGAATC
CTAGATCTCACATCACACAGGTATGGG
CGCAAGCTTTTACTTTGTCTCTTGAG
ATCGGATCCCAAAATTCAAAAAAAG
ATCTGCAGTTATTGTTCCCATTTTCTATC
GGCGGATCCAATCATAAAAGGTATC
CATAAGCTTTCAGATATTTAGAGCCGTG
CGTAGATCTCCCAAGCTGAAGAGAAT
ATTAAGCTTTCAAAAACCCACGGAC
TATGGATCCTCAGGTCGTTTAGAATTCG
CGCAAGCTTCTAAAACCTATAGTCCCC
ATAGATCTGGCAACAAGAAGATTGTTC
GTGGTACCTCAGAAAATGTGATTAAAG
ACCTGCAGACAGAATCAAGTTCC
GTTAAGCTTTTAAGAAAATTCTGAAAGTG
TTAGGATCCACCAAACCTTTTTCTAC
ATCAAGCTTTTAATACAAAAATCCG
AAAGGATCCAAGATAGAAGCAAGTG
AATAAGCTTCTAGTAAATCACGGGAGG

Sitios para enzimas de restricdo sublinhados.
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Anexo 2. Figura S1 do Manuscrito: Construction and evaluation of recombinant chimeric proteins using

Leptospira spp. antigen fragments identified by reverse and structural vaccinology

Figure S1. Multiple alignment of selected fragments with pathogenic Leptospira spp. protein sequences.

All sequences were submitted to MUSCLE (EMBL-EBI) for alignment and identity score results.

LI1C10496

Fragment

L inte LIC10496

L kirs LEP1GSC049 3438
L nogu LEP1GSC059 0339
L alex LEP1GSC062 4247
L alst LEP1GSC193 3818
L weil LEP1GSCO086_2122
L borg LEP1GSC103_0021
L _sant_ LEP1GSC048_ 2963
L mayo LEP1GSC190 0013
L kmet LEP1GSC052 4103

LIC10714

Fragment

L inte LIC10714

L nogu LEP1GSC059 1295
L kirs LEP1GSC049 1462
L _alst LEP1GSC193_ 3584
L_borg LEP1GSC103_2095
L_alex LEP1GSC062_0065
L weil LEP1GSC086_1761
L kmet LEP1GSCO052 2955
L sant LEP1GSC048 3462
L mayo LEP1GSC190_2495

Fragment

L inte LIC10714

L nogu_ LEP1GSCO059 1295
L kirs LEP1GSC049 1462
L mayo_ LEP1GSC190_2495
L kmet LEP1GSC052 2955
L alst LEP1GSC193 3584
L _sant LEP1GSC048 3462
L alex LEP1GSC062 0065
L weil LEP1GSC086 1761
L borg LEP1GSC103_ 2095

Fragment

L _kirs_LEP1GSC049_ 1462
L inte LIC10714

L nogu LEP1GSCO059 1295
L _kmet LEP1GSC052_ 2955
L alst LEP1GSC193_ 3584
L alex LEP1GSC062 0065
L mayo LEP1GSC190 2495
L borg LEP1GSC103_2095
L weil LEP1GSC086_1761
L sant LEP1GSC048 3462

NNQFTHDSYGVNENLVMPLGSSVVQSNGNTGVQKDGNGIQTYPGFGNQTVGPGT

MRYNNQASSGFA
MRYNNQASSGFA
MRYNNQASSGFA
MRYNNQASSGFA
MRYNNQASSGFA
ISRNEDANRSLTS

PPTPDYAIFGNGENNPPTGVASSEYSLAKSGNV

100.0
97.73
97.73
90.91
90.91
90.91
88.64
86.36
84.09
81.82



L1C10881

Fragment RNYFNEVTENGLDMLVLDITKIGYPPSLYKRVQTIQN
L inte LIC10881

L kirs_ LEP1GSC049 0746
L_nogu_ LEP1GSC059_3004
L _alst LEP1GSC193 4079
L borg LEP1GSC103 1904
L_mayo LEP1GSC190_0385
L alex LEP1GSC062 4164
L weil LEP1GSC086 1012
L _sant LEP1GSC048 0398

Fragment

L inte LIC10881

L _borg LEP1GSC103_1904
L mayo LEP1GSC190_ 0385
L_kirs_LEP1GSC049 0746
L nogu LEP1GSC059 3004
L alst LEP1GSC193_ 4079
L _sant_ LEP1GSC048 0398
L _alex LEP1GSC062_4164
L weil LEP1GSC086_1012

Fragment

L inte LIC10881%*

L kirs LEP1GSC049 0746
L nogu_ LEP1GSCO059 3004
L mayo LEP1GSC190_ 0385
L borg LEP1GSC103 1904
L weil LEP1GSC086 1012
L alst LEP1GSC193_ 4079
L _sant_ LEP1GSC048 0398
L alex LEP1GSC062 4164

Fragment

L inte LIC10881%*

L kirs LEP1GSC049 0746
L alst LEP1GSC193 4079
L mayo LEP1GSC190 0385
L borg LEP1GSC103 1904
L alex LEP1GSC062 4164
L weil LEP1GSC086 1012

L sant LEP1GSC048 0398 LSGSNQTELQKSLAEVFTDVTI
LIC10896
Fragment YNRSYNYREEANARFQASNPISIYLKDSNMLRPLNQNNLKIYGEEVLWGNNLNLAYEP

KIGQQFFIKTLYSVQSDKIVREGDGANYIDNFNFKSTNLNET
L inte LIC10896

L _kirs LEP1GSC049 1657

L nogu_ LEP1GSCO059 2520

=1

L_alex LEP1GSC062 1843

H |

1_weil LEP1GSC086 0726

=1

L borg LEP1GSC103_0491

L alst LEP1GSC193 2923

=1

L sant LEP1GSC048 2781

H |

L mayo LEP1GSC190 4085




Fragment WSQGGTDLANGYRRLGNNPDGTR
L inte_ LIC10896

L _alst LEP1GSC193 2923
L nogu LEP1GSCO059 2520
L kirs LEP1GSC049 1657
L_mayo LEP1GSC190_4085
L _sant LEP1GSC048 2781
L borg LEP1GSC103 0491
L alex LEP1GSC062_ 1843
L weil LEP1GSC086_0726

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
95.65
95.65
95.65
95.65

Fragment REIAQRNFTGSDRDVIYPIPGEVIYNPLAYANGNRK

IL_inte LIC10896* 100.00
L kirs LEP1GSC049 1657 100.00
L nogu LEP1GSCO059 2520 100.00
L alst LEP1GSC193 2923 88.89
L alex LEP1GSC062_ 1843 86.11
L_mayo LEP1GSC190_4085 83.33
L borg LEP1GSC103_0491 83.33
L _sant LEP1GSC048_2781 80.56
L weil LEP1GSC086 0726 80.00

Fragment
L inte LIC10896%* 100.00
L kirs LEP1GSCO049 1657 100.00

L_nogu_LEP1GSC059_2520
L mayo LEP1GSC190 4085
L_sant_LEP1GSC048_2781
L alex LEP1GSC062_ 1843
L weil LEP1GSCO086_0726
L _borg LEP1GSC103_0491
L_alst LEP1GSC193_ 2923

Fragment

L inte LIC10896*

L nogu_ LEP1GSCO059 2520
L kirs LEP1GSC049 1657
L alst LEP1GSC193 2923
L sant LEP1GSC048 2781
L mayo LEP1GSC190_4085
L_alex LEP1GSC062_ 1843
L borg LEPIGSC103 0491

100.00
97.22
97.14
86.11
83.33
80.56
80.56
80.56

L weil LEP1GSC086 0726 77.78
LIC10964
Fragment DLLDNPNENPGATVSQKLLHEKSHFHSFFIFSAGNLELDFSYQR

L inte LIC10964

L _kirs_LEP1GSC049 4224
L_alst LEP1GSC193_3780
L nogu_ LEP1GSCO059 2587
L kmet LEP1GSC052 2231
L sant LEP1GSC048 0454
L _alex LEP1GSC062_1651
L weil LEP1GSC086_3478
L borg LEP1GSC103 3191
L mayo LEP1GSC190 2194

Fragment

L inte LIC10964

L nogu LEP1GSCO059 2587
L kirs_ LEP1GSC049 4224
L alex LEP1GSC062_ 1651
L weil LEP1GSC086 3478
L alst LEP1GSC193 3780
L _kmet LEP1GSC052_ 2231
L borg LEP1GSC103_3191
L mayo LEP1GSC190 2194
L sant LEP1GSC048 0454




LIC11086

Fragment

L inte LIC11086

L kirs LEP1GSC049 4303
L weil LEP1GSC086_ 1478
L nogu LEP1GSC059 1496
L mayo LEP1GSC190 3404
L alex LEP1GSC062 1096
L borg LEP1GSC103_3999
L alst LEP1GSC193 0460
L _sant LEP1GSC048 0761
L _kmet LEP1GSC052 0701

LIC11211

Fragment

L inte LIC11211

L nogu LEP1GSC059 1611
L kirs LEP1GSC049 1709
L _alst LEP1GSC193_4480
L _borg LEP1GSC103_1191
L _kmet LEP1GSC052_ 2469
L weil LEP1GSCO086_4170
L _sant_ LEP1GSC048 3209
L _alex LEP1GSC062_3292
L mayo LEP1GSC190 3055

Fragment

L inte LIC11211

L kirs LEP1GSC049 1709
L nogu_ LEP1GSCO059 1611
L alex LEP1GSC062 3292
L alst LEP1GSC193 4480
L kmet LEP1GSCO052 2469
L sant LEP1GSC048 3209
L mayo LEP1GSC190_ 3055
L borg LEP1GSC103 1191
L weil LEP1GSC086 4170

LIC11268

Fragment

L inte LIC11268

L nogu_ LEP1GSCO059 1672
L kirs LEP1GSC049 1107
L alst LEP1GSC193 4423
L sant LEP1GSC048 3345
L borg LEP1GSC103_1279
L alex LEP1GSC062 3352
L mayo LEP1GSC190_3001
L weil LEP1GSC086 4105
L_kmet LEP1GSC052_ 1816

Fragment

L inte LIC11268

L kirs LEP1GSC049 1107
L nogu LEP1GSCO059 1672
L alst LEP1GSC193 4423
L_sant_ LEP1GSC048_3345
L borg LEP1GSC103_1279
L alex LEP1GSC062 3352
L mayo LEP1GSC190 3001
L weil LEP1GSC086_4105
L _kmet LEP1GSC052_ 1816

SKSQPSNLQODNDGIVYWLRNPSSSPPEETYLLKKT

100.0
97.14
97.14
94.29
94.29
94.29
91.43
88.57
85.71
77.14

FGQETEEQSKFYGPYLKVSTGFPSFDSQLEKKLNTYE

YSHNADFDKRTQDDRNYATQNSQ

L

TANNSVSIKNNTDLREGEFVQLKNEFADG

100.
100.
100.
100.

95.
95.
95.
95.
95.
95.

o O o

100
94.
91.
75.
75.
2.
67.
64.
64.
64.

100.0
100.0
97.56
85.37
85.37
78.05
78.05
75.61
75.61
73.17

89



L1C11458

Fragment

L inte LIC11458

L nogu LEP1GSCO059 3496
L_kirs_LEP1GSC049 0906
L alst LEP1GSC193 0379
L borg LEP1GSC103_ 3744
L mayo LEP1GSC190 0221
L weil LEP1GSC086 2774
L _kmet LEP1GSC052_ 0949
L alex LEP1GSC062_ 1270
L _sant LEP1GSC048 1482

Fragment

L inte LIC11458
L_kirs_LEP1GSC049 0906
L nogu LEP1GSCO059 3496
L _sant_ LEP1GSC048_1482
L borg LEP1GSC103_3744
L mayo LEP1GSC190 0221
L weil LEP1GSC086_2774
L _alst LEP1GSC193 0379
L _alex LEP1GSC062_ 1270
L_kmet LEP1GSC052_0949

LIC11506

Fragment

L inte LIC11506

L nogu_ LEP1GSCO059 3436
L kirs LEP1GSC049 0855
L kmet LEP1GSCO052 0587
L _sant LEP1GSC048 1139
L _alex LEP1GSC062_ 3772
L mayo LEP1GSC190 0024
L weil LEP1GSCO086 0146
L alst LEP1GSC193 2649
L borg LEP1GSC103_3352

Fragment

L inte LIC11506

L alex LEP1GSC062 3772
L weil LEP1GSCO086_ 0146
L alst LEP1GSC193 2649
L borg LEP1GSC103 3352
L mayo LEP1GSC190_ 0024
L kirs LEP1GSC049 0855
L _nogu_LEP1GSC059_3436
L kmet LEP1GSC052 0587
L sant LEP1GSC048 1139

Fragment

L inte LIC11506

L_alex LEP1GSC062_3772
L weil LEP1GSC086 0146
L _kmet LEP1GSC052 0587
L borg LEP1GSC103_3352
L kirs_LEP1GSC049 0855
L nogu LEP1GSCO059 3436
L sant LEP1GSC048 1139
L alst LEP1GSC193_ 2649
L mayo LEP1GSC190_0024

Fragment

L inte LIC11506

L nogu LEP1GSC059 3436
L kirs LEP1GSC049 0855
L alst LEP1GSC193 2649
L weil LEP1GSCO086 0146
L alex LEP1GSC062 3772
L borg LEP1GSC103 3352
L mayo LEP1GSC190 0024
L sant LEP1GSC048 1139

VDRGALYSADPNAPLRNIGPDVEPW

100.0
100.0
100.0
88.00
84.00
84.00
84.00
84.00
80.00
80.00

RWTPYDYTSYTERSILETTIKTDSIKQONQKVLIP

100.0
100.0

97.
91.
91.
91.
91.
91.
88.
86.

78
11
11
11
11
11
89
67

90



LIC11623

Fragment IYNVGAVSITENNNQOSIKEQAIYSR

L inte LIC11623 100.0

L kirs_LEP1GSC049_ 2475 100.0

L nogu LEP1GSCO059 0588 100.0

L_sant LEP1GSC048_3025 100.0

L borg LEP1GSC103_ 1744 100.0

L alex LEP1GSC062_2892 100.0

L weil LEP1GSC086_3808 100.0

IL_alst LEP1GSC193_1910 96.15

IL_mayo LEP1GSC190_2598 96.15

L _kmet LEP1GSC052 1064 S 96.15

Fragment IQKPYIQLODLQFLGGYESLRGWEFYNDAKYPAEWRDGAA

L inte LIC11623 100.0
L kirs_LEP1GSC049_ 2475 T 97.44
L nogu LEP1GSCO059 0588 T 97.44
IL_alst LEP1GSC193_1910 T 97.44
L kmet LEP1GSC052 1064 T 94.87
L _sant_ LEP1GSC048_3025 T 94.87
L mayo LEP1GSC190_2598 T 94.87
L borg LEP1GSC103 1744 T 94.87
L alex LEP1GSC062 2892 T 94.87
L weil LEP1GSC086_3808 T 94.87

Fragment LYEEVNRATGVRKDLFETYDQRVREAQMKDPVGYYLANN
YNLTALRKADYTFEELNNPANLVLSGNNVALDK

L inte LIC11623

L_nogu_LEP1GSC059_0588

L kirs_LEP1GSC049_ 2475

L_alst LEP1GSC193_1910

< |
=1

L _kmet LEP1GSC052 1064

< |
] |

L mayo LEP1GSC190 2598

< |
| H] |

1L _weil LEP1GSC086 3808

=
=1

1L_borg LEP1GSC103 1744

< |
=1

I alex LEP1GSC062 2892

=
=1

L _sant LEP1GSC048 3025

=1

Fragment FAQKLKYTGVADHPFTKFESDNAFQF

L inte LIC11623 100.0
L kirs LEP1GSC049 2475 100.0
L nogu LEP1GSCO059 0588 100.0
L alst LEP1GSC193 1910 100.0
L kmet LEP1GSC052 1064 92.31
L sant LEP1GSC048 3025 92.31
L mayo LEP1GSC190 2598 92.31
L borg LEP1GSC103 1744 92.31
L alex LEP1GSC062 2892 92.31
L weil LEP1GSC086 3808 92.31
LIC12254

Fragment NGKTKVTEDAEAGKIIGANGGNVKS

L inte LIC12254

L alex LEP1GSC062 3377
L _nogu_LEP1GSC059_ 1782
L kirs_LEP1GSC049 1839
L _sant LEP1GSC048 3800
L weil LEP1GSC086_4082
L mayo LEP1GSC190_2981
L_borg LEP1GSC103_1305
L alst LEP1GSC193 4396
L _kmet LEP1GSC052 1741




Fragment AFGLTEGDAPFFEYRNLWSTEGGITGLGGLRTLRGYKQDR

L inte LIC12254 100.0
L kirs_LEP1GSC049_1839 100.0
L nogu LEP1GSCO059 1782 100.0
1L_sant LEP1GSC048_3800 100.0
L mayo LEP1GSC190_ 2981 100.0
L alst LEP1GSC193_4396 100.0
L borg LEP1GSC103 1305 97.50
L alex LEP1GSC062_ 3377 97.50
L weil LEP1GSC086_ 4082 95.00
L_kmet LEP1GSC052_1741 95.00
LIC12374

Fragment DONFSYKNDHGTVVLNTLDDTIDRRKNAS

L inte LIC12374

L _nogu_LEP1GSCO059 2710
L kirs LEP1GSC049 1720
L_sant_LEP1GSC048_0703
L_kmet LEP1GSC052_ 2138
L alex LEP1GSC062 4342
L _weil LEP1GSC086_0503
L_borg LEP1GSC103_1969
L mayo LEP1GSC190 2376
L_alst LEP1GSC193_0115

Fragment FPSEEPWYRRQDPLSGDIK
L inte LIC12374

L mayo LEP1GSC190 2376
L alst LEP1GSC193 0115
L alex LEP1GSC062 4342
L _weil LEP1GSC086_0503
L _kirs_LEP1GSC049_ 1720
L _kmet LEP1GSCO052 2138
L _sant_ LEP1GSC048 0703
L nogu LEP1GSC059 2710

100.0
89.47
89.47
89.47
89.47
84.21
84.21
78.95
78.95

1L_borg LEP1GSC103 1969 73.68
LIC12575
I_inte LIC12575 ILPFNQANFFTGTKISDDTIKGGIEKVLQTTGTY

FKIEAGSRRFDSNAFENPSTTPAGFSSLGIPPL
L _nogu_LEP1GSC059_2939

L kirs LEP1GSC049 0132
L alst LEP1GSC193 3408

L _sant LEP1GSC048 0583

=l

L mayo LEP1GSC190_2420

L_weil LEP1GSC086_0552

=12 =
> T > [ > )

I _alex LEP1GSC062_ 0380

| H |

>
>

L borg LEP1GSC103 2007

=1

_H 333334343+

>
>

L kmet LEP1GSC052 1941

LLS

LIC13477

Fragment

L inte LIC13477

L alst LEP1GSC193_ 2428
L nogu LEP1GSCO059 3810
L alex LEP1GSC062 2390
L weil LEP1GSC086_2488
L mayo LEP1GSC190_1628
L _sant LEP1GSC048 2057
L borg LEP1GSC103_ 2481
L _kmet LEP1GSC052_ 3542
L kirs_ LEP1GSC049 2731




Fragment TGRPGFDKDGNRANLKGGGYKTLMPGYSISNIANDFTGGYALFSGKDSSG
L inte LIC13477

L _kirs LEP1GSC049 2731
L nogu LEP1GSCO059 3810
L alst LEP1GSC193 2428
1L_sant LEP1GSC048_2057
L _kmet LEP1GSC052 3542
L borg LEP1GSC103_ 2481
L_alex LEP1GSC062_2390
L mayo LEP1GSC190_ 1628
L weil LEP1GSC086_2488
L alex LEP1GSC062 2390

LIC20019

Fragment FETGTKYPNLSGLKGGS
L_inte LIC20019 100.0
L nogu LEP1GSC059 1024 100.0
1_kirs LEP1GSC049 3085 100.0
1_sant LEP1GSC048 1364 100.0
1_alst LEP1GSC193 1569 94.12
I _weil LEP1GSC086 1907 94.12
1_alex LEP1GSC062 4441 94.12
1 _borg LEP1GSC103 0776 94.12
1L _mayo LEP1GSC190 1280 94.12
1 _kmet LEP1GSC052 0460 N 82.35
Fragment FFLGDPTVERGTKISTREFSYYDTPYTFIGSRNFADGK

100.0
100.0
97.37
97.37
97.37
97.37
97.37
94.74

L inte LIC20019

L kirs LEP1GSC049 3085
L nogu LEP1GSC059 1024
L sant LEP1GSC048 1364
L weil LEP1GSC086_ 1907
L alex LEP1GSC062 4441
L borg LEP1GSC103 0776
L mayo LEP1GSC190_ 1280

L kmet LEP1GSC052 0460 94.74
L alst LEP1GSC193 1569 86.84
LIC20151

Fragment PGYRLVPNSQATTGN

L inte LIC20151 100.0

L nogu LEP1GSC059 1080 100.0

L kirs LEP1GSC049 3174 100.0

L sant LEP1GSC048 0186 100.0

L borg LEP1GSC103 0620 100.0

L weil LEP1GSC086 2084 100.0

L mayo LEP1GSC190 1091 100.0

L kmet LEP1GSC052 0212 93.33

L alex LEP1GSC062 3199 93.33

L alst LEP1GSC193 1731 86.67
Fragment DTRDLSSDRPLEGRALH

L inte LIC20151 100.0
L nogu LEP1GSC059 1080 100.0
L kirs LEP1GSC049 3174 94.12
L sant LEP1GSC048 0186 94.12
L alst LEP1GSC193 1731 88.24
L borg LEP1GSC103 0620 88.24
L alex LEP1GSC062 3199 88.24
L weil LEP1GSC086 2084 88.24
L mayo LEP1GSC190 1091 88.24
L kmet LEP1GSC052 0212 76.47




Fragment

L inte LIC20151

L nogu LEP1GSCO059 1080
L _kirs LEP1GSC049 3174
L _kmet LEP1GSC052 0212
L _sant LEP1GSC048_ 0186
L alex LEP1GSC062 3199
L _alst LEP1GSC193 1731
L mayo LEP1GSC190_ 1091
L borg LEP1GSC103_0620
L_weil LEP1GSC086_2084

Fragment

L inte LIC20151

L nogu LEP1GSCO059 1080
L _kirs LEP1GSC049 3174
L _alst LEP1GSC193_1731
L _kmet LEP1GSC052 0212
L sant LEP1GSC048 0186
L alex LEP1GSC062 3199
L weil LEP1GSCO086_2084
L mayo LEP1GSC190 1091
L_borg LEP1GSC103_0620

SSTNNLSAAGQDYIPSEVKLNENPPVIY

DNLLNQYELAYNPTRPRFEYY

100.0
100.0
100.0

95.
95.
95.

95.
95.
85.

00
00
00

00
00
00

94
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