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Resumo

AVALIACAO DE ANTIGENOS RECOMBINANTES CANDIDATOS PARA O

DESENVOLVIMENTO DE VACINA PARA LEPTOSPIROSE. ISADORA CRISTINA
DE SIQUEIRA.

A leptospirose, causada pela espiroqueta patogénica Leptospira interrogans, € a zoonose de
maior distribuicdo mundial (WHO 1999), atingindo principalmente paises tropicais, onde
representa um problema importante para saide publica. Abordagens preventivas, como
vacinas eficazes para seres humanos precisam ser desenvolvidas urgentemente. Estratégias
baseadas em antigenos recombinantes oferecem uma alternativa custo-efetiva e tém sido
usadas para desenvolver vacinas licenciadas para uso na prevengdo de outras doengas
bacterianas. Proteinas recombinantes de Leptospira interrogans tém sido caracterizadas e
induzem resposta protetora parcial em modelo experimental de imunizagio para leptospirose.
Com isso, surge a necessidade de avaliagio e identificagdo de antigenos recombinantes
candidatos para uma vacina segura e efetiva contra leptospirose. Com o recente
sequenciamento do genoma de Leptospira, novas proteinas serdo identificadas, tornando-se
necessario a avaliagdo destas proteinas para sele¢io daquelas que possam representar
potenciais alvos para uso em vacina e métodos diagnosticos. Nesta dissertagdo, padronizamos
e validamos ensaios de antigenicidade, imunogenicidade e localizagdo, para caracterizagio de
proteinas de Leptospira. Além disso, caracterizamos uma nova proteina, LigB, que possui
homologia com outras proteinas como intimina € invasina, fatores de viruléncia de E. coli
enteropatogénica e Yersinia pseudotuberculosis, respectivamente. A expressdo de LigB esta
presente em cepa virulenta de L. interrogans e ndo é detectada em cepa atenuada,
demonstrando que sua expressdo esta cormrelacionada com a viruléncia. Além disso, a |
expressdo de LigB esta aumentada durante a infec¢do do hospedeiro e sua localizagdo parece |
ser na superficie da membrana externa de bactéria. A caracterizagio de LigB aponta esta
proteina como uma candidata promissora para uso no desenvolvimento de uma vacina eficaz
contra leptosptrose.

Palavras-chaves: Leptospirose, Vacina, Antigenos Recombinantes.
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Abstract

EVALUATION OF RECOMBINAT ANTIGENS AS POTENTIAL TARGETS FOR
DEVELOPMENT OF LEPTOSPIROSIS VACCINE. ISADORA CRISTINA DE
SIQUEIRA.

Leptospirosis, caused by the pathogenic spirochete Leprospira interrogans, 1s the zoonosis of
widespread distribution 1n the world, attaining principally tropical countries, where represents
an important public health problem. Preventive approaches, such as effective vaccines for
human beings need to be developed urgently. Strategies based on recombinant antigens offer a
cost-effective alternative and has been used to develop approved vaccines to prevention of
other bacterial diseases. Recombinant proteins from [leptospira interrogans has been
characterized and shown partial protective response in an experimental model of leptospirosis
immunization. Because this, its necessary evaluate e identify recombinant antigens candidates
for a safe and effective vaccine against leptospirosis. With the recent Leptospira genome
sequencing, new leptospiral proteins will be identified, and its evaluation will be necessary, to
select those with potential target for vaccine and diagnostic tests. In this thesis, we
standardized and validated antigeniciy, localization and 1mmunogenicity assays to
characterize leptospiral proteins. In addition, we characterized a new protein, LigB, witch has
homology to proteins like intimin and invasin, virulence factors from enteropathogenic E. coli
and Yersinia pseudotuberculosis, respectively. The expression of LigB is present in virulent
strains of L. interrogans, but not in attenuated strain, showing a relationship with virulence.
Furthermore, the LigB expression is up regulated during host infection, and this protein is
probably located on surface of the outer membrane of bacteria. The characterization of LigB,
point out this protein as a promising candidate to development of an effective leptospirosis
vaccine.

Key Words: Leptospirosis, vaccine, Recombinant Antigen




1- Introducio

1.1-Aspectos Historicos

A leptospirose € uma zoonose de ampla distribui¢do mundial, causada por espécies
patogénicas de Leptospira. A primeira descrigdo clinica da doenga foi realizada em 1886 por Adolf
Weil na Alemanha, e a primeira descrigdo do organismo em 1907 por Stimson, que, através de
impregnac¢do com prata, pelo método de Levaditi, observou a presenga de espiroquetas em tubulos
renais de um paciente que supostamente havia morrido de febre amarela. Stimson nomeou o novo
agente de Spirochaeta interrogans devido sua morfologia ser semelhante a um ponto de
interrogacao (Faine ¢t al., 1999).

Apesar da confusdo clinica entre febre amarela e leptospirose, a etiologia da sindrome de
Weil foi definida em 1915 no Japdo, onde Inada e Ito detectaram espiroquetas e anticorpos
especificos em sangue de pacientes com leptospirose e simultaneamente na Alemanha, onde
Uhlenhuth e Fromme, e Huber e Reiter, detectaram espiroquetas em sangue de cobaios inoculados
com sangue de pacientes. Em 1916, Inada e colaboradores cultivaram leptospiras patogénicas pela
primeira vez, descreveram a distribui¢do das espiroquetas em varios tecidos de animais infectados
experimentalmente, o modo de infec¢do através de pele abrasada e mucosas e a excregdo do agente
na urina de animais e pacientes. A cepa isolada por Inada foi designada de Ictero N° I (ATCC
43782), e atualmente € a cepa padrdo do género Leptospira (Kobayashi, 2001).

O grupo japonés liderado por Inada descreveu ainda o papel dos ratos como reservatorios da
doenga. Esta observa¢do importante facilitou o entendimento dos principios epidemiologicos da

transmissdo da doenga através de vetores animais. Apos alguns anos, outros animais domeésticos e



silvestres foram identificados como carreadores da doenga, € o carater zoonoético amplo da

leptospirose foi entdo estabelecido (Faine et al.., 1999).

1.2 — Biologia

A familia Leptospiraceae, pertencente a ordem Spirochaetales, esta dividida em trés
geéneros: Leplospira, Leptonema e Turneria. Tradicionalmente, o género Leptospira tem sido
dividido em duas espécies, L. interrogans e L. biflexa, contendo as cepas patogénicas e saprofitas,
respectivamente (Faine ef al., 1999).

Leptospiras sdo bactérias aerdbicas, com crescimento adequado em temperaturas de 28°C a
30°C. Necessitam de meio para cultura enriquecido com vitaminas B, e By,, acidos graxos de
cadeias pesadas e sais de amonio. Rotineiramente, o meio de cultura mais utilizado para leptospiras
patogénicas € o Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH), conforme recomendag¢des da
Organizagdo Mundial de Saude (Faine, 1982).

As leptospiras, de acordo com suas caracteristicas fenotipicas, sdo divididas em mais de 200
sorovares. Esta classificagao € definida por aglutinagdo apds absor¢do cruzada com antigenos
homologos, sendo o lipopolissacaridio (LPS) o antigeno aglutinante. Sorovares antigenicamente
relactonados sdo agrupados em 24 sorogrupos distintos. Apesar de ndo possuir uma base
taxondmica, essa classificagido tem sido util para fins epidemioldgicos, uma vez que determinados
sorogrupos sdo mais encontrados em determinados reservatérios (Faine ez al., 1999).

Recentemente, uma classificagdo baseada nas semelhangas genéticas entre as leptospiras fot
proposta e as agrupa em 17 genomoespecies. Apesar de promissora, tal modalidade taxonomica

ainda n3o substitui a classificagdo fenotipica, pois ainda tem pouca utilidade clinica e

o



epidemiologica, além de poder ser realizada apenas em laboratorios de pesquisa (Faine et al., 1999;
Plank & Dean, 2000; Levett, 2001; Vinetz, 2001).

Até o momento, ndo sio conhecidos mecanismos de transferéncia horizontal de material
genético em leptospiras patogénicas, impossibilitando sua manipulagdo genética e dificultando o
estudo dos seus mecanismos patogénicos e a identificagdo de fatores de viruléncia (Zuerner ef al..
2000; Levett, 2001). Por isso, tem sido utilizado métodos indiretos, como clonagem de DNA e
expressio de genes de leptospira em sistemas com hospedeiros heterologos (Zuerner et al., 2000,
Levett. 2001).

O genoma da leptospira tem aproximadamente 5000 kb, possuindo um cromossomo de 4400
kb e um cromossomo menor com 350 kb. Até recentemente, as informagdes baseadas na seqii€ncia
do genoma n3o estavam disponiveis. Entretanto, um grande avango foi o recente sequenciamento de
L. interrogans sorovar Lai (Ren ef al., 2003).

As leptospiras sdao espiroquetas helicoidais, medindo aproximadamente 0,1 um de diametro
e de 6 ym a 20 um de comprimento, com extremidades em forma de gancho (Figura 1). Dois

filamentos axiais estdo localizados no espago periplasmatico (Faine e/ al., 1999; Levett, 2001).

8]
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Figura 1. Micrografia eletronica de varredura de L. interrogans sorovar icterohaemorrhagiae cepa

RGA (fonte: CDC, Atlanta, EUA).

As leptospiras possuem uma dupla membrana, como as outras espiroquetas, com
caracteristicas tanto de bactérias Gram-positivas, como de Gram-negativas. A membrana
citoplasmatica esta em contato com a parede celular composta de peptidioglicano, assim como nas
bactérias Gram-positivas, € uma membrana externa funciona como uma barreira de prote¢do para
antigenos como os do endoflagelo (Figura 2). A superficie externa esta coberta predominantemente
por LPS, que possui composi¢do similar ao de bactérias Gram-negativas sendo, no entanto, 10

vezes menos toxico para animais e células (Zuerner et al., 2000; Levett, 2001).
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Figura 2. Modelo da arquitetura da dupla membrana das leptospiras. OM=membrana externa,

IM=membrana interna, CW=parede celular, EF=endoflagelo, 41=LipL41, 36=LipL36,

SP=peptidase sinal (Zuerner ef al., 2000).

1.3- Membrana externa

Atualmente, um dos maiores focos de pesquisa com relacdo as leptospiras tem sido a
identificagdo de proteinas de membrana externa (OMPs), que podem representar fatores de
viruléncia e potenciais candidatos para uso em vacina e métodos diagnosticos (Zuerner et al., 2000).

A primeira OMP descrita em leptospira patogénica, denominada OmpL 1, foi isolada a partir
de estudos de imunoprecipitagio e caracterizada como uma porina (Haake ef al., 1993; Shang ef al.,
1995). Algumas lipoproteinas ja foram identificadas e caracterizadas, como a LipL41, LipL32 e
LipL36. Com relagdo a localizagdo destas lipoproteinas, LipL41 e LipL32 estdo expostas na
superficie da membrana externa (Shang er al, 1996), LipL36 esta localizada no espago

periplasmatico (Haake ef al., 1998), e LipL31 na membrana interna (Haake & Matsunaga, 2002)

(Figura 2).



As OMPs expostas na superficie da bactéria devem ser mais importantes na patogénese da
doenga. LipL.32 é a OMP mais imunodominante (Guerreiro et al., 2001) e esta presente em tecidos
de mamiferos infectados (Haake ef al., 2000). Por outro lado, LipL.36, que estd presente em
leptospiras cultivadas, ndo pode ser detectada em tecidos de animais infectados (Haake et al., 1998,
Barnett ef al., 1999). As OMPs expressas durante a infec¢do podem estar relacionados com resposta

imune protetora.

1.4. Patologia

Estudos anatomo-patoldgicos em seres humanos (Arean, 1962; Brito et al., 1967; De Brito
et al., 1967) e estudos em patologia experimental (De Brito ef al., 1966, Brito, 1968) ajudaram no
entendimento da doenga. Os principais efeitos patologicos parecem ser causados pela resposta
imune do hospedeiro. Vasculite, lesdo endotelial e infiltrado inflamatério predominantemente
mononuclear sdo achados encontrados em diversos orgéos (De Brito et al., 1979).

Os orgdos mais comprometidos sio rim e figado, porém pulmio, coragdo, meninges,
musculo esquelético, bago e pancreas também sdo acometidos. No rim os achados caracteristicos
sdo necrose de tubulos, principalmente proximais e infiltrado intersticial (Davila De Arriaga et al.,
1982). No figado a lesdo preponderante € a destrabeculagdo de hepatocitos, pouco encontrada em
outras patologias e a deposi¢do de pigmentos biliares, além da hipertrofia de células de Kupfter.
Necrose hepatica extensa ndo ocorre, podendo no entanto, ser observado a apoptose (De Brito ef al.,
1967). Miocardite intersticial, necrose de musculo esquelético em panturrilhas e hemorragias em
diversos orgdos, como hemorragia alveolar, também sdo comuns na sindrome de Weil (De Brito ef

al., 1987).



1.5- Patogénese

A patogénese da leptospirose ainda € pouco conhecida. A rapida disseminagdo da
espiroqueta no hospedeiro infectado € o unico fato definido e provavelmente favorece a evasdo do
patogeno em relacdo a resposta imune inata do hospedeiro. Em modelos experimentais, as
leptospiras podem ser localizadas em todos os tecidos, incluindo SNC e meninges, logo apds a
infec¢do experimental (Levett, 2001).

A aderéncia a célula do hospedeiro, invasdo ou fagocitose com indugdo de citotoxicidade,
sdo interagdes que as bactérias comumente usam no processo de patogénese. Para as leptospiras
patogénicas, a identifica¢do destas interagdes in vitro e em modelos animais de viruléncia tem sido
retardada pelos obstaculos no isolamento € manutengio das leptospiras, uma vez que sua viruléncia
¢ rapidamente perdida apés multiplas passagens in vitro, requerendo passagens intermitentes em
animais susceptiveis (Faine et al., 1999).

Tem sido demonstrado que as leptospiras aderem a varias linhagens celulares em
experimentos ## vitro, incluindo células Vero (Merien ef al., 1997), MDCK (Madin-Darby Canine
Kidney) e células endoteliais de cordao umbilical humano. Este fenotipo in vitro parece estar
associado com a viruléncia, uma vez que cepas atenuadas ou leptospiras ndo patogénicas saprofitas,
ndo possuem esta capacidade de adesdo (Merien ef al., 1997).

Em estudo recente, foi demonstrado que leptospiras in vitro rapidamente translocam-se
através de monocamada de células epiteliais polarizadas (Barocchi et al., 2002). Entretanto, fatores
de viruléncia de leptospira, incluindo os que possam mediar a aderéncia em células do hospedeiro e

invasdo, ainda ndo foram identificados.



1.6-Epidemiologia

A leptospirose € considerada a zoonose de maior distribui¢do mundial, devido a habilidade
das espiroquetas estabelecerem um estado de portador crénico renal em uma variedade de animais
domésticos e silvestres. As leptospiras patogénicas colonizam o epitélio tubular renal dos
reservatorios e sdo excretadas na urina, contaminando o ambiente externo, onde podem sobreviver
por longos periodos, favorecendo assim a contaminagdo humana acidental (Levett, 2001).

Considerada tradicionalmente uma doenga esporadica e associada a exposi¢oes
ocupacionais, no Brasil a leptospirose expandiu-se de sua base rural tipica para tornar-se a causa de
epidemias urbanas com alta letalidade (10-15%) (Correa, 1975; Caldas et al., 1978; Ko et al., 1999,
Lomar et al., 2000). Atualmente, até 10.000 casos sdo notificados a cada ano a Fundagdo Nacional
de Saude (FUNASA/MS). Em Salvador, o padrio epidemiologico responsavel por mais de 1500
casos de leptospirose grave, identificados durante cinco anos de vigildncia ativa com base
populacional (Ko ef al., 1999), foi o de epidemias urbanas anuais associadas a altas intensidades

pluviométricas.

1.7-Manifestacoes Clinicas

Classicamente, a leptospirose pode ocorrer em duas formas clinicas bem caracterizadas. A
forma mais comum, que corresponde a 85%-90% dos casos, ¢ a forma anictérica, enquanto 10-15%
dos casos se apresentam na forma grave e ictérica da doenga, conhecida como sindrome de Weil.

A leptospirose anictérica € uma doenga febril sistémica benigna e autolimitada. Seu periodo
de incubagio varia de 7-14 dias e a doenga € caracterizada por febre, cefaléia e mialgias. Anorexia,

nauseas, vomitos e dor abdominal podem ocorrer. Os achados fisicos mais comuns sdo sufusdo



conjuntival e dor a palpac¢ao de panturrithas. Meningite linfomonocitaria pode ocorrer assim como
uveite, caracterizando uma fase imune da doenga. No entanto, a maioria dos casos apresenta-se de
forma sub-clinica (Farr, 1995).

A forma grave da doenga, conhecida como sindrome de Weil, € caracterizada por disfungdo
hepatica, renal e fenémenos hemorragicos, com taxas de mortalidade variando de 5% a 40%.
podendo ultrapassar 50% nos casos com envolvimento pulmonar (Marotto et al., 1999). O periodo
de incubagio pode variar de 1 a 24 dias, sendo usualmente de 7 a 14 dias. A doenga tem inicio
subito caracterizado por febre, cefaléia e dores musculares. A primeira semana da doenca
corresponde a fase leptospirémica, com disseminagdo de leptospiras para 6rgdos como figado, rins,
musculatura esquelética e cardiaca, sendo descrito o isolamento de leptospiras em sangue e liquor.
Na segunda fase da doencga, a fase imune, com duragdo de 4 a 30 dias, aparecem anticorpos da
classe IgM e a sintomatologia € semelhante a da fase septicémica (Farr, 1995; Levett, 2001).

Na sindrome de Weill, o envolvimento hepatico é caracterizado por elevagdo de bilirrubinas
e presenca de ictericia rubinica ao exame fisico. Ha aumento discreto a moderado das
transaminases, sem sinais de insuficiéncia hepatica. O comprometimento renal € caracterizado por
insuficiéncia renal aguda (IRA), com niveis elevados de uréia e creatinina, muitas vezes
responsavel pela admissdo do paciente em unidade de tratamento intensivo e realizagdo de didlise,
sendo uma das causas de obito da sindrome. Diferente do habitual, a IRA da leptospirose cursa com
hipocalemia, devido ao aumento da excreg¢do urinaria de potassio (Abdulkader et al, 1996,
Abdulkader, 1997). Os niveis de creatino-fosfoquinase (CPK) podem estar aumentados, devido a
presencga de rabdomiolise, favorecendo o diagnéstico diferencial de outras doengas ictéricas febris
(Johnson et al., 1975).

Hemorragias como epistaxis, gengivorragia, hemorragia digestiva alta e hemoptise podem

contribuir para a letalidade da doenga. A principal causa destes fendmenos hemorragicos sio



vasculites e plaquetopenia. A plaquetopenia, em graus variados, € comum, e ndo esta associada a
coagula¢do intra-vascular disseminada (Edwards et al., 1986; Nicodemo ef al., 1990).

O comprometimento pulmonar pode ocorrer, levando a insuficiéncia respiratoria secundaria
a pneumonite ou hemorragia alveolar e atualmente representa uma causa importante de obito,
chegando a 50% nos casos com sindrome da angustia respiratoria (SARA) e hemorragia alveolar
maci¢a (Km ef al., 1991; Marotto et al., 1999; Bethlem & Carvalho, 2000; Yersin ef al., 2000).
Comprometimento cardio-vascular, devido a miocardite e arritmias, pode ocorrer, levando muitas

vezes a hipotensdo, choque e parada cardiaca (Farr, 1995; Levett, 2001).

1.8-Diagnéstico Laberatorial

O diagnostico definitivo € feito por meio do isolamento da leptospira do sangue, liquor ou
urina em meio de cultura apropriado, como os meios de Fletcher, Stuart, EMJH ou por sorologia
positiva em paciente com quadro clinico compativel. Para confirmagio sorologica € preciso um
aumento de quatro vezes nos titulos de anticorpos entre a fase de doenga aguda e a fase de
convalescen¢a (apos duas semanas) quando utilizada a reagdo de microaglutinagdo microscopica
(MAT). No Brasil, tem-se empregado a reagdo de soroaglutinagdo macroscopica como teste de
triagem e a soroaglutinagdo microscopica para confirmagdo e determinagdo do sorogrupo
envolvido, de acordo com as recomendagdes do Ministério da Saude (Ms, 1989).

O MAT ¢ considerado o teste sorologico “padrio-ouro”, porém esta reagio € de positividade
tardia, sendo de maior utilidade para vigilancia epidemiologica do que para o diagnostico clinico
inicial. Além disso, o MAT necessita de amostras pareadas e, devido a dificuldades inerentes ao

teste, soO é realizado em laboratorios de referéncia.
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Novos testes como o ELISA IgM, baseado em antigeno bruto (Terpstra et al., 1985) ou
antigenos recombinantes (Terpstra et al., 1985; Flannery ef al., 2001), sdo mais sensiveis do que o

MAT, mas ainda em nivel insuficiente para ajudar nas decisdes clinicas.

1.9-Tratamento

A terapia especifica no inicio da doenga tem eficacia comprovada, evitando a evolugdo para
as formas graves da doenga (Mcclain ef al., 1984). Para casos leves, o tratamento pode ser feito com
100 mg de doxiciclina de 12/12 horas ou 500 mg de amoxicilina de 8/8 horas, via oral, por cinco a
sete dias. Nos casos moderados ou graves, o antibidtico recomendado € a penicilina G, 1 a 2
milhdes de unidades, de 4/4 horas, por via endovenosa, por 7 a 10 dias e a terapia de suporte €
fundamental. Hidratag@o, transfusido de sangue e/ou plaquetas, internamento em unidade de terapia

intensiva, dialise e ventilagdo mecanica podem ser necessarios (Levett, 2001).

1.10-Vacinas

A imunidade na leptospirose € principalmente humoral (Adler & Faine, 1977) e sorovar
especifica, assim as imunizagdes protegem contra doenga causada apenas por sorovar homologo.
Com isso, vacinas baseadas em antigeno bruto de leptospira precisam conter os sorovares
representativos de cada regiao (Levett, 2001).

Atualmente, vacinas licenciadas para leptospirose, baseadas em antigeno bruto, sO estdo
disponiveis para uso em seres humanos, em grupos de risco especificos, como veterinarios, devido

aos efeitos adversos, como reag¢des locais, necessidade de refor¢os em curtos periodos de tempo ¢
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dificuldade para controle de qualidade das culturas de leptospiras utilizadas para produgio de
antigeno bruto (Levett, 2001).

Cuba desenvolveu recentemente uma vacina contendo os trés sorovares mais prevalentes do
pais, Canicola, Pomona e Icterohaemorrhagiae (Martinez Sanchez et al., 2000). China também
utiliza uma vacina polivalente para imunizagdo de trabalhadores das plantagdes de arroz (Levett,
2001). No entanto, estas vacinas ndo foram testadas em ensaios clinicos controlados de eficacia e ha
consideragdes sérias com respeito a reagdes adversas e medidas de controle de qualidade.

Esforcos para diminuigdo das reagdes adversas causadas por vacinas baseadas em antigeno
bruto tém sido direcionados para eliminagdo de proteinas dos meios de culturas (Bey & Johnson,
1978; Christopher et al., 1982) e utilizagdo de fragdes subcelulares. Estudos demonstram que a
membrana externa isolada possui a maioria ou todos os antigenos protetores encontrados em
vacinas preparadas com antigeno bruto, fortalecendo, assim, o interesse na superficie das
leptospiras (Auran et al., 1972; Glosser et al., 1974).

Imunizagdes com preparagdes utilizando antigenos brutos tém induzido protegdo contra
infec¢do com leptospira em modelos experimentais (Adler & Faine, 1978). Acredita-se que esta
protecdo ¢ dada pela resposta imune humoral induzida contra o lipopolissacaridio (Midwinter et al.,
1990) da leptospira, tendo como mecanismos efetores a fagocitose e ativagdo de complemento.
Porém, uma vez que o LPS ¢ o principal determinante antigénico dos diferentes sorovares, a
protecdo conferida normalmente € sorovar especifica, ndo conferindo protegdo cruzada contra os
diversos sorovares. Um estudo recente de imunoprote¢do, em modelo experimental de leptospirose,
avaliou diferentes extratos de leptospira (Sonrier ef al., 2000) e embora a fragdo contendo LPS ndo
tenha produzido protecdo para desafios com cepas heterdlogas, quando testada a fragdo protéica, a

mesma conferiu protegdo parcial para sorovares heterdlogos. .
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Estratégias baseadas em antigenos recombinantes oferecem uma alternativa custo-efetiva e
tém sido usadas para desenvolver vacinas para uso na prevengdo de outras doengas bacterianas,
como doenga de Lyme (Sigal er al, 1998; Sigal, 1999; Thanassi & Schoen, 2000) e doenga
meningococica (grupo B)(Pizza et al., 2000). Em modelos experimentais, imuniza¢gdes com
determinantes protéicos, principalmente os associados com a membrana externa, tém induzido
respostas protetoras contra infecgdes por outras espiroquetas, como sifilis e doenga de Lyme. Uma
vacina com proteina recombinante, baseada na proteina de superficie de Borrelia, Osp A, € efetiva
contra doenga de Lyme e licenciada para uso em seres humanos e animais (Thanassi & Schoen.
2000),

Proteinas recombinantes de L. interrogans tém sido caracterizadas nos ultimos anos, como
as lipoproteinas LipL32 (Haake ef al., 2000), LipL41 (Shang et al., 1996), LipL36 (Haake ef al..
1998) e¢ a porina OmpL1 (Haake er al, 1993; Shang et al, 1995). Em experimentos de
imunoprote¢do em modelo experimental utilizando hamsters, ndo foi observado proteg¢do induzida
por LipL41 ou OmpLIl, entretanto quando em associagdo, os dois antigenos recombinantes
conferiram 71% de prote¢do sinérgica, comparada com 25% para os controles (p<0.001)(Haake ef
al., 1999), sugerindo que o estudo das proteinas de membrana externa pode ser promissor para

identificag¢do de candidatos para uso em vacina de sub-unidade.

1.11 Identificaciio de proteinas Ligs

Em projeto anterior, realizado no Laboratorio de Patologia e Biologia Molecular do Centro
de Pesquisas Gongalo Moniz (LPBM-CPqGM), foi realizado triagem de biblioteca genémica de /..
interrogans utilizando pool de soros de pacientes com leptospirose, com intuito de identificar clones

expressos durante a infec¢do. Foram identificados 24 clones, sendo que alguns possuiam genes para



proteinas conhecidas como GroEL e DnaK, duas proteinas de choque térmico (Ballard et al., 1993;
Ballard et al., 1998), e LipL31, uma lipoproteina de membrana interna (Haake 2002 ). Entretanto,
cinco clones contendo insertos ndo conhecidos foram seqiienciados e identificados como contendo
regides repetidas de aproximadamente 90 aminoacidos. Através de programas de bioinformatica,
foram identificados trés genes pertencentes a familia de Bigs (Bacterial Immunoglobulin - Like) e
denominados Lig A, Lig B e Lig C (Matsunaga, 2003).

Por homologia, as proteinas Ligs (Leptospiral Ig-like) apresentam dominios repetitivos
semelhantes a fatores de viruléncia de outras bactérias previamente descritos, como a intimina de £.
coli enteropatogénica (Frankel e al, 1996; Luo et al, 2000), a invasina de Yersinia
pseudotuberculosis (Isberg et al., 1987, Hamburger et al, 1999) e BipA de Bordetella sp
(Stockbauer et al., 2001) (figura 3), sugerindo que as proteinas Ligs possam representar fatores de

viruléncia de leptospiras.

Intimin & o) O 5w
Invasin (Y. pseudotuberculosis ) _ 986aa
Gkl —— I
Ligh - krcmer ) R 725
LigC @ mcwer ) N 1556«
LigB @ trscwneri) [ 5.

Figura 3: Proteinas “Bacterial Ig-like” de Leptospira e outras espécies.

(verde: dominios repetitivos; vermelho: porg¢ao carboxi-terminal).
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Utilizando PCR, foi detectada a presenga dos genes Ligs em Leptospiras patogénicas, mas
ndo em Leptospiras saprofiticas. Lig C e Lig B possuem um dominio ndo repetitivo, carboxi-
terminal, Lig C parece ser um pseudogene e todos os trés genes codificam peptideos sinais e sitios
de clivagem para peptidase sinal, de acordo com o “lipobox” de espiroquetas previamente definidos
(Zuerner et al., 2000), sugerindo que as proteinas Ligs sdo lipoproteinas.

Duas porgdes do gene Lig B, uma contendo uma parte inicial de 1098 aminoacidos,
repetitiva, € outra carboxi-terminal com 793 aminoacidos (Figura 4 abaixo), foram clonadas em
vetor pRSETa (Invitrogen) e expressas como proteinas de fusdo, Hiss-LigB (porgdo repetitiva) e
Hiss-LigB (porgdo c-terminal). Apos purificagdo, as proteinas foram armazenadas no Laboratorio

de Patologia e Biologia Molecular do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, para uso no presente

projeto.
. Porgéo Repetitiva
P_eptlideo [l Porcéo C-terminal
sina
5

1aa 793aa

Figura 4. Mapa das regides de Lig B, proteina que possui aproximadamente 1891 aminoacidos,
dividida em uma parte inicial de 1098 aminoacidos, repetitiva, homoéloga aos dominios de

Imunoglobulinas e outra c-terminal de 793 aminoacidos.
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2-Objetivos

2.1- Geral:

Avaliar antigenos recombinantes de leptospira com uso potencial para vacina.

2.2- Especificos:

A. Padronizar e validar ensaios de antigenicidade, imunogenicidade e localizagdo, utilizando
antigenos recombinantes previamente caracterizados.

B. Avaliar a antigenicidade do recombinante Lig B.

C. Avaliar a imunogenicidade do recombinante Lig B.

D. Avaliar a expressdo, durante a infecgdo, de Lig B.

E. Avaliar a localizag¢do de Lig B através de ensaios de imunofluorescéncia.
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3-Racional e relevancia

A leptospirose € a zoonose de maior distribuigio mundial, atingindo principalmente paises
tropicais, onde representa um problema importante para saude publica, com elevada taxas de
letalidade (10%-50%) (Faine et al., 1999, Levett, 2001).

A maior parte da letalidade acontece nas primeiras 24 horas de internag¢fo hospitalar, por
1sso, medidas terapéuticas ainda causam pouco impacto. Assim, tornam-se necessarias a
implementagdo de medidas de saude publica focalizadas em prevengdo. As medidas preventivas
tradicionais, como controle de roedores, sdo dificeis de implementar e outras medidas preventivas
direcionadas aos problemas de infra-estrutura urbana, provavelmente ndo poderdo ser desenvolvidas
a curto ou médio prazo. Portanto, novas abordagens preventivas, como vacinas eficazes para seres
humanos precisam ser desenvolvidas urgentemente.

Atualmente, vacinas licenciadas para leptospirose, para uso em seres humanos, estio
disponiveis apenas para grupos de risco, devido a efeitos adversos comuns e a discordincia quanto a
eficacia destas vacinas. Além disso, em modelos experimentais, a protegdo conferida com
imunizag¢des utilizando antigeno bruto € sorovar especifica, ndo conferindo protegdo cruzada para
os diversos sorovares existentes (Adler & Faine, 1978).

Estratégias baseadas em antigenos recombinantes oferecem uma alternativa custo-efetiva e
tém sido usadas para desenvolver vacinas licenciadas para uso na prevengdo de outras doengas
bacterianas. Em modelos experimentais, imunizagdes com determinantes protéicos, principalmente
os associados com a membrana externa, tém mostrado respostas protetoras contra infec¢des com
outras espiroquetas, como sifilis € doenga de Lyme (Thanassi & Schoen, 2000). Em modelo

experimental de leptospirose, a imunizagdo com associagdo de antigenos recombinantes de
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leptospira, LipL41 e OmpL1, conferiu resposta protetora parcial (Haake ef al., 1999). Com isso,
surge a necessidade de avaliagdo e identificagdo de novos antigenos recombinantes, que possam
representar candidatos para uma vacina segura e efetiva contra leptospirose.

O desenvolvimento de vacinas ¢ um processo complexo que requer grande periodo de tempo
¢ abordagem multidisciplinar. Para se conseguir uma vacina eficaz e segura para uso humano,
varias etapas sdo necessarias durante seu desenvolvimento (Ellis, 2001).

Desde 1995, um grupo multidisciplinar do Laboratorio de Patologia e Biologia Molecular
(LPBM) do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Fiocruz-Bahia, vem realizando varios projetos de
pesquisa em leptospirose, tanto em epidemiologia (Ko et al., 1999; Sarkar et al., 2002), como em
relacdo aos mecanismos imunobiologicos da doenca (Flannery et al., 2001; Guerreiro et al., 2001,
Barocchi er al., 2002) criando assim as ferramentas necessarias para o desenvolvimento das etapas 1
e 2 do processo de desenvolvimento de uma vacina, conforme descrito na figura 5 abaixo.

Nesta dissertagdo de mestrado, sera desenvolvida a etapa de selegdo da tecnologia e dos
antigenos para o desenvolvimento da vacina (etapa 3), que faz parte de um projeto bem mais

extenso com as etapas seguintes programadas para o desenvolvimento subseqiiente.
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1-Doenga alvo

!

2-Estudos da epidemiologia e dos mecanismos imunobioldgicos
da doenga alvo

l

3-Selegd@o da tecnologia e dos antigenos para o desenvolvimento
da vacina

!

( 4-Avaliagdo pré-clinica: estudos in vitro 1-5 anos

‘ Ensaios de imunoprote¢do em modelos animais

l
5-Estudos clinicos: Fase 1, 11 e 111 4-10 anos
d
[ 6-Regulamentagdo e implementacao 1-7 anos

Figura 5: Estratégias e cronograma para desenvolvimento de vacina. Adaptado de Ellis, 2001.

Com o projeto genoma de Leptospira em andamento, ORFs (“open reading frame”) tem sido
identificadas, e proteinas de superficie, alvos para vacina, podem ser selecionadas. Outras
estratégias, como triagem de biblioteca gendmica, tém sido utilizadas para identificagdo destes
alvos. Em projeto anterior, no Laboratorio de Patologia e Biologia Molecular do Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz, foram utilizados soros de pacientes com leptospirose para triagem de
biblioteca gendmica de leptospira, com intuito de identificar apenas clones expressos durante a

infecgdo, sendo identificados genes que codificam proteinas Ligs (Leptospiral Ig-like).
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Com a possibilidade de identificacdo de um grande nimero de antigenos, surge a
necessidade da caracterizagdo dos mesmos para selegdo dos que possuem potencial para uso em
vacina. Abordagens tipo “High Throughput” tém obtido sucesso na selecdo de antigenos para
desenvolvimento de vacina de sub-unidade, como no caso da N.meningitidis sorogrupo B (Pizza et
al., 2000).

Preferencialmente, antigenos imunodominantes e expressos na superficie s3o os principais
candidatos. Em projeto anterior foi demonstrado que algumas proteinas, como LipL32 e GroEl, sdo
imunodominantes, quando avaliados soros de pacientes com leptospirose, utilizando Western Blot
contra antigeno bruto de Leptospira (Guerreiro ef al., 2001).

No presente projeto propomos realizar ensaios de antigenicidade e imunogenicidade em
algumas proteinas ja identificadas e caracterizadas, com as proteinas de superficie LipL.32 e LipL41
e proteinas de choque térmico como GroEL e DNA K, validando assim os ensaios necessarios para
a caracteriza¢do de novos alvos, como a proteina Lig B identificada recentemente. Antigenos
caracterizados através destes ensaios de antigenicidade e imunogenicidade serdo selecionados

posteriormente para testes de imunoprote¢do em modelo animal.
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4-Metodologia

4.1 Manutencio e padronizacio de culturas de leptospira

4.1.1. Cepas utilizadas
Foi utilizada a cepa Fiocruz L1-130HRB4 de L.interrogans sorovar Copenhageni, isolada
originalmente em hemocultura de paciente com leptospirose, do Hospital Couto Maia, em 1996. A

cultura original foi mantida com sucessivos repiques e com recuperagdes sucessivas de viruléncia.

4.1.2. Manutencio das culturas
A manutengdo das culturas de Leptospira interrogans foi realizada em meio liquido
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH), em estufa BOD, a 29°C, conforme

recomendagdes da Organiza¢do Mundial de Saude (Faine, 1982).

4.1.3. Crescimento e contagem

As culturas foram analisadas quanto ao crescimento e a auséncia de contaminantes em
microscopia de campo escuro. A contagem de leptospiras foi realizada em cidmara de Petroft-
Housser, utilizando leptospiras vivas e contagem de campos padronizados da cdmara, com média de

trés contagens sucessivas para obteng¢do da concentragao de leptospiras.

4.1.4. Atenuacio
Para obtengdo de cepa atenuada, sucessivos repiques em meio EMJH, na dilui¢do de 1:10,

foram realizados a cada sete dias.
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4.1.5. Infec¢ao em modelo experimental e recuperacio de viruléncia

Para obtengao de cepa virulenta, foi realizado infec¢do de 06 hamsters (Golden Syrian), com
4 semanas de idade, com 1 ml de cultura de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni, em meio
liquido EMJH, na concentragio de 10° leptospiras/ml, por via intraperitonial. Os animais foram
mantidos no biotério, em gaiolas com microisoladores, segundo as normas de biosseguranca para
animais e observados diariamente para sinais de doenga. No quinto dia, quando os animais
apresentaram sinais de doenga, como tremores, taquipnéia, dificuldade para deambulagdo, edema de
palpebras e queda de pelos, os mesmos foram anestesiados com associagdo de ketamina (200
mg/kg) com xilazina (10 mg/kg) por via intraperitonial. Foi realizado reisolamento da leptospira
através de cultura de sangue (2 gotas de sangue em 5 ml de meio de cultura) e de tecido renal
(deixado o rim macerado em 5 ml de meio de cultura por 1 hora e utilizado 1 ml do sobrenadante
para semear em outro tubo contendo 5 ml de meio EMJH). Foi realizada também a retirada de
fragmentos de rim e figado, que foram fixados em formalina neutra a 10%, com posterior

processamento e obtengio de blocos de parafina.

4.1.6. Histopatologia

Foram realizados cortes com 5 um dos blocos de parafina e coloragdo com hematoxilina e
eosina para analises de alteragdes histologicas e coloragdo especifica de Warthin-Starry, para
visualizagdo das leptospiras nos tecidos, segundo protocolo da Organizagio Mundial de Saude

(Faine, 1982).

4.1.7.Teste de viruléncia em modelo experimental
Para teste de viruléncia das cepas, foi utilizado experimento de dose letal 50%, em modelo

animal utilizando hamsters. Grupos de 12 animais (6 f€émeas e 6 machos), infectados por via intra-
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. . 3 5 6 7 . . . . .
peritonial, com 10 10t 10°,10°,10" leptospiras, foram mantidos em gaiolas com microisoladores por
28 dias, para observagdo diaria. Os dados de mortalidade e sobrevivéncia foram analisados em

curva de sobrevida, pelo método de Kaplan-Mayer, no programa estatistico SPSS.

4.1.8. Congelamento
Foi realizado o congelamento, em EMJH com glicerol a 10%, de 200 aliquotas destas cepas

padronizadas, as quais foram congeladas e estocadas em nitrogénio liquido para uso futuro.

4.1.9. Producio de antigeno bruto para western blot

Para obtengdio de antigeno bruto, foram utilizados 1000 ml de cultura de L. interrogans
sorovar Copenhageni, cepa virulenta L.1.130HRB4, em meio EMJH. Foi realizada contagem das
letpospiras em camara de Petroff-Housser e apos trés centrifuga¢des a 25.000 g por 15 min, a 4°C, o
“pellet” formado foi ressuspenso em PBS diluido 1:1 em “tampdo da amostra”, em volume para
concentra¢do final de 10% leptospiras em 5Sul. A solugdo foi fervida por 10 min, com posterior
acréscimo de Fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) a 500 mM na diluigdo de 1:40 e as aliquotas

foram estocadas a -20°C.

4.1.10. Producio de antigeno bruto para imunizag¢des

Para obtengdo de antigeno bruto, foram utilizados 1000 ml de cultura de /. interrogans
sorovar copenhageni, cepa virulenta .1 130HRB4, em meio EMJH. Foi realizada contagem das
letpospiras em camara de Petroff-Housser e apos trés centrifugagdes a 25.000 g por 15 min, a 4°C, o
“pellet” formado foi ressuspenso em PBS em volume para concentragio final de 10” leptospiras/ml,

colocado em banho-maria a 52°C por 20min, e estocada as aliquotas a -20°C.
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4.2 Seleciao dos antigenos recombinantes

Para este projeto foram utilizados antigenos recombinantes previamente identificados,

clonados e purificados em projetos anteriores, no LPBM/Fiocruz-Bahia ou em outras instituigoes

através de projetos em colaboragio. Selecionamos algumas proteinas caracterizadas previamente,

tanto de superficie, como proteinas de choque térmico, para servirem de controles na validagdo dos

ensaios propostos, conforme descrito na tabela 1 abaixo.

Antigeno Origem Natureza N°do Extensio do | Peso
Genbank gene (pares molecular

de bases) (kd)

LipL 31 CPqGM Lipoproteina * 2130 29

LipL 32 UFPel Lipoproteina AF245281 819 30

LipL 41 CPqGM Lipoproteina L46794 1068 39.1

GroEl CPqGM Proteina de L14682 1681 60,1

choque térmico
DnaK 1. Butantan Proteina de AF007813 1476 54,1

choque térmico

B

Tabela 1. Proteinas selecionadas para este projeto. CPqGM: Centro de Pesquisas Gongalo Moniz;
UFPel: Universidade Federal de Pelotas; 1. Butantan: Instituto Butantan.
* ainda ndo depositado no genbank

Além disso, foram utilizados dois antigenos recombinantes de LigB: LigB-rep (por¢io

repetitiva icial) e LigB-ctd (por¢do c-terminal), com pesos moleculares de 57,2 kd e 22 kd,

respectivamente, ainda ndo caracterizados.

24



4.3 Purificacio das proteinas recombinantes

As proteinas recombinantes LipL32 e Dna K foram enviadas pela Universidade
Federal de Pelotas (UFPel) e pelo Instituto Butantan, respectivamente, ja purificadas, solubilizadas
em tampao fosfato (PBS) e armazenadas a -20°C. As proteinas LipL31, LipL41, GroEl, LigB-rep e
LigB-ctd foram purificadas anteriormente no LPBM-CPqGM, através de cromatografia de
afinidade, utilizando Ni*'-acido nitrilotriacetico-agarose (Pharmacia). Todas as amostras foram
mantidas em PBS, contendo glicerol a 10% (v/v) e azida sodica a 0,025% (v/v) e armazenadas a

-70°C.

4.3.1. Pureza e concentracio

As proteinas purificadas foram avaliadas quanto a pureza através de eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12% e colora¢do com Comassie blue.

A determinagdo de suas concentragdes foi realizada pelo método colorimétrico de Bradford,
onde em placa de ELISA foram colocados 10ul das amostras a serem testadas e 10 ul de albumina
sérica bovina (BSA) em concentra¢des conhecidas (1000 pg/ul, 500 pg/ul, 250 pg/ul, 125 pg/ul,
62,5 ug/ul e 31,2 pg/pl) e acrescentado 200 ul de Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) diluido 1:50
em PBS. Apds 15 min, foi realizada a leitura da placa em leitor de ELISA a 570nm e calculadas as
concentra¢des das amostras a partir da curva das densidades opticas. Além disso, também foram
determinadas as concentragdes protéicas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%,

comparando visualmente as amostras, com concentragdes sucessivas de BSA (1000 pg/pl, 500

ug/ul, 250 ug/ul, 125 pg/ul, 62,5 ug/ul e 31,2 ug/ul).
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4.4 Estudo de antigenicidade

Para caracterizagdo dos antigenos purificados, realizamos experimentos de antigenicidade,

através de imunoblots, onde o reconhecimento diferencial dos antigenos recombinantes por soro de

pacientes infectados e soro de animais imunizados com leptospira cultivada, pode identificar os

antigenos expressos exclusivamente durante a infecgdo, e portanto, de maior interesse.

4.4.1. Soros testados

Foi realizado Western blot para cada antigeno recombinante, através do qual foram testados os

seguintes soros:

A.

Pool de soros de 10 pacientes com diagnodstico confirmado para leptospirose (MAT >800 ou
aumento de 4 vezes nos titulos entre soro agudo e convalescente), diluido 1:100.

Soro de individuo americano saudavel (MAT negativo).diluido 1:100.

Pool de soros de 05 ratos ou camundongos imunizados com antigeno bruto de leptospira,
diluido 1:500.

Soro pré-imune de rato ou camundongo, diluido 1:100.

Pool de soros de 05 ratos capturados com cultura de urina positiva para leptospira e MAT
positiva.

Pool de soros de 05 ratos capturados com cultura de urina negativa para leptospira e MAT

negativa.
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4.4.2. Western blot

Foi realizada eletroforese, em gel unidimensional de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE).
onde as amostras, contendo 1ug de antigeno para cada pogo, foram solubilizadas em um “tamp@o da
amostra”, contendo 62.5 mM de Tris-acido cloridrico (pH6.8), glicerol a 10% (v/v), 2-
mercaptoetanol a 5% (v/v), e Dodecil sulfato de sodio (SDS) a 2% (p/v), fervidas por 10 minutos e
separadas em sistema descontinuo, com posterior transferéncia para membranas de nitrocelulose
com 0,45 um (Osmonics). Foram utilizados 7ul de uma solugdo com marcadores de peso molecular
(BenchMark Pre-Stained Protein Ladder- Invitrogen).

As membranas de nitrocelulose foram bloqueadas com leite desnatado a 5% em tampéao
TBS-T (0,05 M Tris pH 7.4 em associagdo com Tween 20 a 0,05% (v/v)) e incubadas por 1h em
temperatura ambiente, com soros diluidos em TBS com leite desnatado a 5% (p/v). Apoés trés
lavagens com TBS-T, as membranas foram incubadas com anticorpos secundarios, diluidos a
1:1000 em TBS com leite a 5%, por 1 h, em temperatura ambiente. Utilizamos anti-IgG de rato,
anti-lgG de camundongo e anti- IgG humano, conjugados com fosfatase alcalina (Sigma). Apos
duas lavagens com TBS-T e uma com TBS, a reag¢do foi revelada utilizando NBT (Nitroblue
Tetrazolium em dimetilformamida associado a cloreto de magnésio) e BCIP (5-Bromo 4-cloro 3-
Idolil fosfato em dimetilformamida) (Bio-Rad) diluidos 1:300 em tampdo de revelagdo (AP

Development Buffer —Bio-Rad).
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4.5 Estudo de imunogenicidade dos antigenos recombinantes

Para avaliar a capacidade de indugdo de produgdo de anticorpos e para produgdo de
anticorpos policlonais que serdo utilizados em outros experimentos, realizamos ensaio de

imunogenicidade.

4.5.1 Imunizac¢ao de ratos e camundongos

Para cada antigeno recombinante foram imunizados 05 camundongos Swiss e 02 ratos
Wistars, de idade adulta. Foram utilizados 40 ug e 20 pg da proteina purificada, para ratos e
camundongos respectivamente. Independente da concentragdo enviada de cada proteina, os volumes
correspondentes a 40 ug e 20 ug foram homogeneizados com igual volume de adjuvante de Freund
(Sigma), sendo utilizado o adjuvante completo na primeira imunizagio e o adjuvante incompleto
nas doses subsequentes. As imunizagGes foram realizadas nos dias 0, 15 e 30, com coleta de sangue

pré-imune no dia O e imune no dia 40.

4.5.2 Coleta de soros pré-imunes e poés-imunes

Foram coletados soros pré-imunes e pds-imunes de todos os animais imunizados. Para coleta
de soros pré-imunes dos camundongos, foi utilizada pungao do plexo ocular, sob anestesia com éter,
e coleta de aproximadamente 300 ul de sangue e para os ratos, pun¢do da veia dorsal da calda, com
coleta de aproximadamente 500 ul de sangue. Para coleta de sangue pos-imune, foi realizado
anestesia dos animais com associagdo de ketamina (25 mg/kg para rato e 50 mg/kg para

camundongos) com xilazina (10 mg/kg para ratos e 50 mg/kg para camundongos) por via intra-
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peritonial e posterior coleta do sangue total por pun¢do cardiaca. O sangue coletado fot centrifugado

a 56 g por 15 min a 4° C, para separagdo do soro, que foi aliquotado e estocado a -20°C.

4.5.3 Western blot para testar imunogenicidade

Para testar a imunogenicidade das proteinas recombinantes, testamos 0s soros pré e pos-
imunes, em diferentes dilui¢des, em imunoblots utilizando membranas de nitrocelulose com os
respectivos antigenos recombinantes € com antigeno bruto de leptospira.

Foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%(SDS-PAGE), onde as amostras
foram solubilizadas e fervidas por 10 min em “tampdo da amostra”, separadas em sistema
descontinuo, com transferéncia para membranas de nitrocelulose com 0,45 pm (Osmonics). Para os
géis com antigeno bruto foram utilizados volumes correspondentes a 10° leptospiras para cada pogo.
e para os géis com antigeno recombinante, 1 pg de antigeno para cada po¢o. Foram utilizados 7 ul
de uma solugdo com marcadores de peso molecular (BenchMark Pré-stained protein Ladder-
Invitrogen).

As membranas de nitrocelulose foram bloqueadas com leite desnatado a 5% em tampdo
TBS-T e incubadas por 1h em temperatura ambiente, com soros diluidos em TBS acrescido de leite
a 5%. Os soros pré-imunes foram diluidos 1:50 e 1:100 e para os soros imunes foram realizadas
diluigdes seriadas de 1:50 até 1:5000. Apos trés lavagens com TBS-T, as membranas foram
incubadas com anticorpos secundarios, diluidos 1:1000 em TBS associado a 5% de leite desnatado,
por 1 h em temperatura ambiente. Foram utilizados os anticorpos anti-IgG de rato e anti-lgG de
camundongo conjugados com fosfatase alcalina (Sigma). Apos duas lavagens com TBS-T e uma
com TBS, a reacdo foi revelada utilizando NBT (Nitroblue Tetrazoliun em dimetilformamida com
cloreto de magnésio) e BCIP (5-Bromo 4-cloro 3-ldolil fosfato em dimetilformamida) (Bio-Rad)

diluidos a 1:300 em tampéo de revelacdo (AP Development Buffer —Bio-Rad).
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4.6. Avaliacido da expressio de antigenos durante a infeccio

Estudos prévios de Haake e colaboradores demonstraram que lipoproteinas de membrana
externa de Leptospira kirschineri podem ser expressas durante a infecgdo em mamifero, como a
LipL32 (Haake ef al., 2000) ou expressas apenas em cultura, com regulagdo negativa durante a
infecgdo, como a Lipl.36 (Haake e al., 1998).

Para avahacdo da expressdo durante a infec¢do dos antigenos em avaliagdo, foi realizado
ensaio de imunohistoquimica em tecidos de animais infectados, utilizando anticorpos policlonais

produzidos conforme descrito no item 4.5 1.

4.6.1. Imunohistoquimica

Foram realizados os cortes seriais de 5 um dos blocos em parafina e colocados em laminas
com Poli-I-lysina (Sigma). A desparafinizagdo e a hidratagido dos cortes foram realizadas segundo
os procedimentos recomendados. Os tecidos foram tratados com perdxido de hidrogénio a 5% em
alcool metilico, por 20 minutos, para remogdo da peroxidase endogena, seguido pelo tratamento
para recuperagdo antigénica, utilizando tampdo citrato por 30 minutos, a 90°C. Ligagdes ndo
especificas foram bloqueadas com soro de cabra a 10% (v/v) em PBS, em temperatura ambiente por
30 minutos. A incubagdo com anticorpo primario durou 1 hora, em temperatura ambiente e foi
utilizado soro imune de camundongos imunizados com os diversos antigenos recombinantes, em
diluigdes em soro cabra a 10%(v/v) em PBS (soro pré-imune 1:100, soro anti- leptospira 1:1000,
soro anti-GroEl 1:100, soro anti-LipL41 1:100, soro anti-LipL.32 1:100, soro anti- LipL 31 1:100 e
soro anti —LigB-Rep 1:50). Apos trés lavagens com PBS, realizou-se uma incubagido com anti- 1gG

de camundongo biotinilado (Vector) por 30 min em temperatura ambiente, seguida de 3 lavagens
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com PBS e incubagdo com conjugado streptavidina-peroxidase (Zymed) por 30 min em temperatura
ambiente. Apos trés lavagens com PBS e posterior revelagdo com 3.3 -diaminobenzidina
tetrahidrocloreto (DAB kit - Zymed) por 3 min, as laminas foram contracoradas com hematoxilina

de Haris por 30 segundos, desidratadas com alcool etilico € montadas.

4.7 Localizacio de antigenos na superficie da leptospira

Para demonstrar a localizagdo de antigenos na superficie da leptospira, utilizamos os soros
policlonais em dois experimentos de imunofluorescéncia. Em um experimento incubamos 0s soros
com leptospiras vivas em suspensdo, onde apenas os antisoros para proteinas de superficie serdo
positivos € no outro experimento, utilizamos leptospiras fixadas, onde qualquer antisoro pode ser

positivo, independente da localizacao da proteina.

4.7.1 Imunofluorescéncia com leptospiras fixadas

Foram utilizados 300 ul de cultura de /.. interrogans cepa L.1.130HRB4.6 em meio EMJH,
com 5-6 dias de crescimento. Apos centrifuga¢do a 1400 g, por 5 min, o sobrenadante foi
desprezado e o “pellet” foi ressuspenso com 1000 ul de soro fetal bovino (SFB) a 10% em PBS.
Foram colocados 20 pl em liminas cobertas com 5 ul de poly-L-lysina (Sigma) e deixados secar
por 2 hs em temperatura ambiente, com posterior fixagdo das laminas com metanol, por 10 min.
Apos secagem, as laminas foram bloqueadas com 50 pl de SFB a 10% por 30 min e adicionados 50
ul de soro de rato ou camundongo, policlonal para os antigenos recombinantes, diluidos a 1:50 em
SFB a 10% e deixados incubando por 1 h. Para controles negativos, foram utilizados soros preé-

imunes diluidos a 1:50 e para controle positivo soro de rato ou camundongo anti-leptospira, diluido
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a 1:100. Apos trés lavagens com PBS, as laminas foram incubadas, por 30 min, com anti-IgG de
rato ou camundongo, conjugado com FITC, na dilui¢do de 1:200 em PBS. Apos trés lavagens com
PBS, foi utilizado p-fenilenodiamina em PBS a 10% (p/v) em glicerol a 10% (v/v) para montagem €

conservagao das laminas.

4.7.2 Imunofluorescéncia com leptospiras vivas em suspensio

Foram utilizados 1000 ul de cultura de L. interrogans cepa L1.130HRB4.6, em meio EMJH,
com 5-6 dias de crescimento. Apods centrifugagdo a 1400 g, por 5 min, o sobrenadante foi
desprezado e o “pellet” foi ressuspenso com 100 ul de EMJH. Foram colocados 10 ul de cultura em
laminas com poli-L-lisina e sem deixar secar, incubados com 10 ul de soro policlonal de rato ou
camundongo para os antigenos recombinantes, diluidos a 1:50 em EMJH por 1 hora. Para controles
negativos, foram utilizados soros pré-imunes diluidos 1:50 e para controle positivo soro de rato ou
camundongo, anti-leptospira diluido a 1:100. As laminas foram lavadas levemente com meio
EMIJH, deixadas secar e fixadas com metanol, por 10 min. Foram Incubadas por 30 min com anti-
IgG de rato ou camundongo, conjugado com FITC, na diluigdo de 1:200 em PBS. Apos trés
lavagens com PBS, foi utilizada p-fenilenodiamina em PBS a 10%(p/v) em glicerol a 10% (v/v)

para montagem e conservagdo das laminas.

4.8 Expressio diferencial de antigenos em leptospiras virulentas

Para avaliagdo da expressdo diferencial dos antigenos em leptospiras virulentas e atenuadas,

toram utilizadas as duas metodologias descritas a seguir:



4.8.1 Imunofluorescéncia

Foi realizado experimento com leptospiras fixadas, conforme descrito no item 4.7.1. Foram
comparadas uma cultura virulenta, com 6 repiques, com uma cultura atenuada, com mais de 50
repiques. Foram testados soros policlonais de camundongos ou ratos e soros pré-imunes como

controles negativos.

4.8.2 Imunoblot com cultura virulenta e atenuada

Foram realizados imunoblots utilizando antigeno bruto da cultura virulenta e antigeno bruto
de cultura atenuada. As membranas de nitrocelulose foram testadas com 0s mesmos soros € 0s
respectivos soros pré-imunes como controles negativos. O anticorpo secundario e a revelagao da

reagao estao descritos no item 4.5.3 acima.



5- Resultados

5.1- Padronizacio das culturas

Para padronizagdo de culturas de /.. interrogans sorovar Copenhageni a serem utilizadas em
experimentos de imunofluorescéncia e para produgdo de antigeno bruto, foi realizada recuperagao
de viruléncia, com obtenc¢io de cepa virulenta e repiques semanais, para obten¢io da cepa atenuada.

Para a cepa virulenta, realizaram-se quatro passagens em hamster, sendo denominada
L1.130HRB4 3 e testado sua viruléncia, em experimento de dose letal 50% (DL50%). Neste
experimento, os animais foram a obito a partir do 4° dia de infec¢do, até o 18° dia e a DL 50% ficou

entre 10* ¢ 10°, conforme demonstrado na tabela 2 e nas figuras 6 e 7, a seguir.

Tabela 2 - Experimento de dose letal 50%

Concentragdo de | Sexo/N° |letalidade |Sexo/N° |letalidade

Leptospiras

107 F/6 100% M/6 100%
10° F/6 100% M/6 100%
10° F/6 100% M/6 100%
10t F/6 0% M/6 50%
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A cepa atenuada foi obtida apds 50 repiques, sendo denominada L1.130HRB4.50. Em
experimento de dose letal 50%. a infec¢do de hamsters com esta cepa ndo causou Obito, em animais

infectados com dose de 107 leptospira, apos 28 dias de observagio.



5.2 — Pureza e concentracio das proteinas recombinantes:

Com relagdo a pureza, todos antigenos testados foram visualizados em gel de
poliacrilamida corado com Comassie blue e continham apenas uma banda bem delimitada,

conforme demonstrado na figura 8.

1-Marcador de peso molecular 1 2 3 4 5 6 7 8
2-LipL 31 (29 Kd) ke
85Kd
3-LipL 32 (30 Kd) 60kd
S0Kda
4-LipL 41 (39,1 Kd) 40Kd
5-LigB-Rep (57,2 Kd) ok -
6-LigB-ctd (22 Kd) okd

7-DnaK (71 Kd)

8-GroEl (60.1 Kd)

Figura 8 SDS-PAGE mostrando eletroforese das proteinas recombinantes purificadas, coradas com
Comassie blue para avaliagdo da pureza.
A quantificag¢do das concentragdes das proteinas recombinantes purificadas esta

demonstrada na tabela 2.
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Tabela 2: — Avaliagdo de pureza e concentragao de antigenos recombinantes de Leptospira.

Ag. Local da Lote Dosagem Dosagem Peso Peso

Recomb. | purificagdo Protéica por Protéica por | molecular | melecular
Bradford SDS-PAGE estimado |observado

LipL 3} LPBM i 200 pg/ml 200 pg/ml 29 30

LPBM 1 200 pg/ml 200 pg/ml 39.1 58

LipL 41 LPBM 2 540ug/ml 500ug/ml 39.1 45

UFPel 1 900 pg/ml 1000pg /ml 30 38

LipL 32 LPBM 2 102 1ug/ml 1000ug/ml 30 40

UFPecl 3 996ug/ml 1000pg/ml 30 35

GroEL LPBM ] 200 pg/ml 250pug/mi 60.1 6l

DNA K 1. Butantan 1 335pg/mi 300ug/ml 71 92

LPBM 1 150 pg/mi 100 pg/ml 572 72

LigB- Rep LPBM 2 200 pg/ml 250pg/ml 57.2 58

LPBM 3 517.8pg/ml 500pg/ml 57.2 58

LPBM 2 121pg/ml 125pg/ml 22 25

LigB-ctd LPBM 3 59.33ug/ml 31pg/ml 22 25




5.3 — Experimentos de antigenicidade

Todos os antigenos recombinantes foram testados em ensaio de antigenicidade utilizando
Western blot, testando soros de pacientes com leptospirose para demonstragido de expressdo durante
a infecglo e soros de ratos imunizados com antigeno de leptospiras cultivadas para demonstrar a
expressao “in vilro”.

Conforme mostrado na figura 9 a seguir, o soro humano normal e soro de rato pré-imune
ndo reconheceram nenhum antigeno. Os antigenos recombinantes LipL.31, LipL32, LipL41, GroEl e
DnaK foram reconhecidos tanto pelos soros de ratos imunizados, como pelos soros de pacientes
com leptospirose. No entanto, LigB-rep so foi reconhecida por soros de pacientes, sugerindo que
esta proteina deve ser expressa diferencialmente durante a infec¢do natural. LigB-ctd ndo foi

reconhecida por nenhum soro.



1.Marcador
2.Antigeno bruto
3.LipL 41

4 LipL 32
5.LigB-rep
6.LigB-ctd

7.Dna K

1Marcador
2.Antigeno bruto
3.LipL 41

4 LipL 32
5.LigB-rep
6.LigB-ctd

7.DnaK

A- Soro humano normal

12 3 45 6 7

120Kd
85Kd

60Kd

50Kda

40Kd

25Kd

20Kd

C- Soro de rato pré-imune

1 2F a3 s 6T

120Kd P 3 z:
85Kd e ! g

60Kd
50Kda
40Kd

25Kd

20Kd

B- Soro de paciente com leptospirose

120Kd
85Kd

60Kd
50Kda
40Kd

25Kd

20Kd

e LigB-rep

D- Soro de rato imunizado com

leptospiras

120Kd
85Kd

60Kd

50Kda

40Kd

25Kd

20Kd

12 3 45 67

Figura 9: Western blot utilizando antigenos recombinantes e os seguintes soros: soro humano

normal (A), pool de soros de pacientes com leptospirose (B), soro de rato pré-imune e pool de soros

de ratos imunizados com antigeno bruto.

39



5.4- Histopatologia e imunohistoquimica

Na avaliagdo histopatologica dos tecidos de hamsters infectados foram observadas, através
da colorag@o de HE, as alteragdes patologicas classicamente descritas na leptospirose. No figado
os achados foram destrabeculagdo de hepatocitos (100%), congestdo centrolobular (30%),
degeneragdo hidropica focal (20%) e hemorragia (10%) (figura 10). No rim, observou-se
necrose tubular (100%), degeneragdo hidropica (60%), infiltrado intersticial mononuclear
(60%), cilindros hialinos (50%), hemorragia medular (40%) e regeneragdo (30%). Os tecidos de

hamster ndo infectado (controle negativo) ndo apresentaram nenhumas das alteragdes descritas

acima.

Figura 10: Figado de hamster infectado com L. interrogans. Coloragio de HE evidenciando

destrabeculagdo de hepatocitos e congestdo. Microscopia optica, 20x.
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Em laminas de figado coradas com Warthin-Starry foi observada a presenga de Leptospiras
em 100% dos casos (figura 11), assim como quando utilizado imunohistoquimica com soro

poloclonal anti-leptospira (antigeno bruto) (figura 12). Em tecido renal, a bactéria ndo foi detectada.

Figura 11: Figado de hamster infectado com L. interrogans, coloragio de Warthin-Starry,

evidenciando presenga de leptospiras. Microscopia de contraste de fase, 1250x.

Figura 12: Figado de hamster infectado com L. interrogans. Imunohistoquimica utilizando soro

policlonal anti-leptospira, 100x.
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Apos a detecgdo de leptospiras no tecido hepatico, foi realizado imunohistoquimica em
laminas de figado, utilizando anti-soros para os antigenos recombinantes, com intuito de detectar a

presenca das referidas proteinas durante a infecgdo animal.

Os antisoros para LipL32 e LipL41 foram positivos, no entanto anti-LigB-rep e anti-LigB-

ctd foram negativos neste experimento, conforme mostra a figura 13 abaixo.

A - soro pré-imune

C - soro anti-LipL32 D -soro anti-LigB-rep

Figura 13: Imunohistoquimica em figados de hamsters infectados. A-soro pré-imune, B- soro anti-

LipL41, C-soro anti-LipL32 e D- soro anti-LigB-rep. 100x
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5.5- Experimentos de imunogenicidade

Para avaliagdo de imunogenicidade dos antigenos recombinantes, os soros de ratos e
camundongos imunizados e pré-imunes foram testados em western blot. Todos os antigenos foram
imunogeénicos, com altos titulos de detecgdo de anticorpos, conforme demonstrado na tabela 3 e
figura 14 abaixo. Quando testados usando antigeno bruto de leptospira, também houve
reconhecimento da banda especifica de cada antigeno recombinante, com exceg¢io de LigB-ctd que

so foi positivo quanto testado o proprio antigeno recombinante.

Tabela 3- Ensaio de imunogenicidade dos antigenos recombinantes de L.interrogans.

( Antigeno. Recombinante Antigeno. Bruto de Leptospira
Ag. Recomb. Soro Soro Imune Peso Soro Soro Imune Peso
Pré-imune molecular | Pré-imune molecular
observado observado
LipL 31 - (1:100) | + (=1:6500) 38 - (1:100) | +(>1:6500) 37
LipL 41 - (1:100) | +(=1:6500) 45 - (1:100) | + (>1:6500) 45
LipL 32 - (1:100) | +(=1:2500) 28 - (1:100) | +(=1:2500) 36
GroEL - (1:100) | +(=1:9500) 67 - (1:100) | +(=1:9500) 68
LigB-rep -(1:100) | + (=1:2500) 65 - (1:100) | +(=1:2500) 63
LigB-ctd - (1:100) | + (=1:5000) 27 - (1:100) - (1:100) NSA
DnaK -(1:100) | +(=1:6500) 86 - (1:100) | + (=1:6500) 87

* As diluigdes utilizadas aparecem entre parénteses. NSA: ndo se aplica.
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120Kd
1- Marcador de peso molecular 85Kd
60Kd
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3- Soro de rato imune para LipL41 (1:2500) s "

4- Soro de rato imune para LipL41 (1:3500) sl

5- Soro de rato imune para LipL41 (1:4500)
6- Soro de rato imune para LipL41 (1:5500)

7- Soro de rato imune para LipL41 (1:6500)

Figura 14: Western Blot com antigeno recombinante LipL41, testando imunogenicidade com soros

anti- LipL41 em diluigdes crescentes.

5.6 — Caracterizacgio de LigB

Como observado no experimento de antigenicidade 5.3, o antigeno recombinante LigB-rep,
foi reconhecido apenas pelo soro de pacientes com leptospirose, sugerindo que esta proteina deve
estar sendo expressa diferencialmente durante a infec¢do. Para reforgar esta hipotese, realizamos

novos experimentos de western blot e ensaios de imunofluorescéncia.
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5.6.1 — Expressio de LigB durante a infec¢do

Para reforgar o experimento de antigenicidade do item 5.3, repetimos o Western Blot com o
recombinante LigB-rep e acrescentamos aos soros testados, pool de soros de ratos capturados ¢
infectados com leptospira (cultura de urina € MAT positivos). Conforme a figura 15 abaixo,
obtivemos reconhecimento de LigB-rep, apenas nos soros de pacientes e ratos infectados,

reforgando a idéia da expressdo aumentada desta proteina durante a infecg@o.

1-Pool de soro de pacientes com leptospirose. 1 2 3 4 5 6
2- Pool de soro de pacientes com leptospirose.
3-Soro de individuo sadio.

4-Pool de soros de ratos capturados com 60 KDa

cultura de urina positiva para L. interrogans.

5-Pool de soro de ratos imunizados com

antigeno bruto de L. interrogans.
6-Soro de rato pré-imune.
Figura 15. Western Blot com antigeno bruto (1) e LigB-rep (2-6), mostrando que LigB-rep s6 é

reconhecida pelo pool de soros de pacientes e ratos infectados.

5.6.2 — Expressio de LigB em cultura virulenta e atenuada

Para avaliagdo da expressdo de LigB em cultura virulenta e atenuada, foram realizados

experimentos comparativos, de Western blot e imunofluorescéncia.
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5.6.2.1 Western blot comparando antigeno de cultura virulenta com atenuada

Conforme a figura 16 abaixo, quando comparamos o experimento utilizando antigeno bruto
de leptospira virulenta com antigeno de leptospira atenuada, observamos a detec¢do de LigB-rep

apenas no western blot com a cepa virulenta.

A-Cultura virulenta B-Cultura atenuada
1 2 3 4 5 6 7 1 Ceantd 4 5 6 7
2 220 Kd
130 Kd
90Kd

70Kd
60Kd

& : 40Kd
30Kd

20Kd

1- Marcador de peso molecular

2-Soro de camundongo pré-imune para leptospira (1:800)
3-Soro de camundongo anti-leptospira (1:800)

4-Soro de camundongo pré-imune para LigB-rep (1:200)
5-Soro de camundongo anti-LigB-rep (1:200)

6-Soro de camundongo pré-imune para GroEl (1:500)

7-Soro de camundongo anti-GroEl (1:500)

Figura 16. Western blot com antigeno bruto de L.interrogans cepa virulenta (A) e cepa atenuada

(B), mostrando expressdo de LigB-rep apenas em antigeno de cultura virulenta.
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5.6.2.2 Imunofluorescéncia comparando cultura virulenta e cultura atenuada.

O mesmo resultado foi confirmado utilizando imunofluorescéncia (IF) com culturas de
L.interrogans cepa virulenta e cepa atenuada, fixadas com metanol, conforma demonstrado na tabela

4 abaixo e figura 17 a seguir.

Tabela 4: Imunofluorescéncia com /.interrogans fixadas com metanol.

Soros Cepa virulenta Cepa atenuada
Anti-leptospira Positivo Positivo
Pré-imune Negativo Negativo
Anti-LipL31 Positivo Positivo
Pré-imune p/ LipL31 Negativo Negativo
Anti-LipL32 Positivo Positivo
Pré-imune p/ LipL.32 Negativo Negativo
Anti-LipL41 Positivo Positivo
Pré-imune p/ LipL41 Negativo Negativo
Anti- GroEl Positivo Positivo
Pré-imune p/ GroEl Negativo Negativo
Anti-LigB-rep Positivo Negativo
Pré-imune p/ LigB-rep Negativo Negativo
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A - Cultura virulenta B - Cultura atenuada

Soro de rato anti-LipL41 Soro de rato anti-LipL41

C — Cultura Virulenta

Soro de rato anti-LigB-rep

Figura 17: Imunofluorescéncia de culturas de L. interrogans . A- Cepa virulenta, soro anti-LipL41.

B- Cepa atenuada, soro anti-LipL41. C- Cepa virulenta, soro anti-LigB-rep. 100x.
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5.6.3- Localizacio de LigB na superficie da Leptospira

Neste experimento, comparamos leptospiras fixadas, onde com exce¢do do controle
negativo, todos os antisoros testados foram positivos, com leptospiras em suspensdo, onde apenas
os antigenos de superficie sdo reagentes. Na imunofluorescéncia em suspensio, LipL 41 e LipL32,
sabidamente lipoproteinas localizadas na superficie da membrana externa, serviram como controles
positivos e GroEl, proteina de choque térmico e LipL 31, lipoproteina localizada na membrana
interna, como controles negativos. O anticorpo policlonal anti-LigB-rep foi positivo no experimento
utilizando leptospiras em suspensdo, inferindo a localizagdo desta proteina na superficie da

leptospira, conforme tabela 5 abaixo.

Tabela S- Imunofluorescéncia em leptospiras fixadas e em suspensio para localizagio de LigB

Leptospiras fixadas Leptospiras em suspensio
Soros Soro pré- Soro Soro pré- Soro imune

imune imune imune
Anti-LipL 31 Negativo Positivo Negativo Negativo
Anti-LipL 32 Negativo Positivo Negativo Positivo
Anti-LipL 41 Negativo Positivo Negativo Positivo
Anti-GroEl Negativo Positivo Negativo Negativo
Anti-LigB-rep Negativo Positivo Negativo Positivo
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6- Discussao

Como parte inicial de um projeto para desenvolvimento de uma vacina contra leptospirose,
realizamos o trabalho descrito nesta dissertagdo para identificar e caracterizar antigenos
recombinantes de leptospira candidatos a vacina.

Assim, nesta dissertagdo, padronizamos ensaios de antigenicidade, imunogenicidade e
localizagdo, utilizando algumas proteinas ja caracterizadas previamente, como proteinas de
superficie LipL41 e LipL32 (membrana externa), LipL31 (membrana interna), e proteinas
citoplasmaticas, GroEl, e DnaK. Os resultados encontrados nos experimentos realizados com
relagio a antigenicidade de LipL31, LipL32, LipL41, GroEl e DnaK, foram semelhantes aos
descritos previamente (Ballard er al., 1993; Ballard ef al., 1998, Bamett et al., 1999; Haake et al.,
2000; Haake & Matsunaga, 2002), validando assim nossos experimentos e permitindo a
caracterizagdo de LigB, proteina identificada recentemente (Matsunaga, 2003).

Além disso, com o sequenciamento do genoma da leptospira depositado no GenBank
recentemente, teremos acesso a informagdes necessarias para identificacdo de varias proteinas, e
estratégias tipo “High Throughput” para selegio dos potenciais alvos para vacina, como foi
realizado no desenvolvimento de vacina para N. meningitidis sorogrupo B (Pizza er al., 2000),
podem ser implementadas.

As Proteinas Ligs possuem homologia com proteinas de outras bactérias, como intimina e
invasina, que funcionam como fatores de viruléncia de L. coli enteropatogénica (Luo er al., 2000) e
Yersinia pseudotuberculosis (Isberg et al., 1987, Hamburger et al., 1999) respectivamente, e atuam
principalmente em mecanismos de adesdo e invasdo celular. Com isso surgiu a hipotese de que as

proteinas Ligs fossem fatores de viruléncia das leptospiras, tornando-se candidatas potenciais para
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uso em vacina, uma vez que a capacidade de adesdo e invasio de leptospiras parece estar
relacionada com sua patogenicidade (Merien et al., 1997).

Para a caracterizacio de LigB, algumas questdes foram levantadas. Um provavel fator de
viruléncia e um bom candidato para uso em vacina deveria ter as seguintes caracteristicas: ser
expresso durante a infec¢do do hospedeiro, ser expresso em leptospiras virulentas e estar localizado
na superficie da bactéria.

Devido a estratégia utilizada para selecionar os clones de Ligs, os mesmos foram
reconhecidos por soros de pacientes e supostamente estdo sendo expressos durante a infec¢do. No
entanto, para confirmar esta hipotese, realizamos imunoblots onde a porgio repetitiva da proteina
recombinante LigB fo1 testada contra o soro de pacientes e ratos naturalmente infectados e soro de
ratos imunizados com leptospiras cultivadas. Nestes experimentos, LigB so foi reconhecida por
soros de animais infectados ¢ de pacientes, sugerindo que a regulagio de mesma esta aumentada
durante a infecgio.

Ainda no que diz respeito a expressio de LigB durante a infec¢do, realizamos
imunohistoquimica com anticorpos policlonais para detectar a presenga da proteina em tecido de
animal infectado experimentalmente. Detectamos a presenga de LipL32 e LipL41l, conforme
descrito previamente (Bamett et al., 1999), porém ndo detectamos a presenga esperada de LigB.
Uma das explicagdes para este resultado seria a utilizagdo de tecidos de animais em fase tardia de
doenca e que talvez LigB sO esteja sendo expressa na fase inicial da doenga, ou problemas
relacionados com a técnica de recuperagio antigénica do experimento, uma vez que quando
empregado tratamento enzimatico com tripsina, LipL41 também foi1 negativo, apenas mostrando
positividade quando utilizado tratamento com calor (dados nio mostrados).

Um dos resultados mais importantes foi1 com rela¢do a expressio de LigB em leptospiras

virulentas. Tanto no ensaio utilizando imunoblot com antigeno de cepa virulenta e atenuada, como
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no ensaio de imunofluorescéncia utilizando culturas virulentas e atenuadas, LigB estava relacionada
com a viruléncia da bactéria. A perda da capacidade da cultura atenuada, apos sucessivos repiques,
de causar infec¢do letal em hamsters, foi associada com a perda da expressdo de LigB. Enquanto a
maioria das proteinas de leptospira sdo expressas tanto em culturas virulentas como atenuadas
(Haake et al., 1991), LigB perdeu sua expressio com atenuagdo, sugerindo estar correlacionada
com a patogénese da leptospirose.

Ainda através de ensaios de imunofluorescéncia, utilizamos leptospiras fixadas e leptospiras
vivas em suspensdo, para incubag¢do com anticorpos policlonais. LigB foi detectada em ambas
condigdes, assim como LipL32 e Lipl41, sabidamente localizadas na membrana externa das
leptospiras (Shang er al., 1996; Haake et al., 2000). A proteina citoplasmatica GroeEl, e LipL31,
localizada na membrana interna, foram detectadas apenas em leptospiras fixadas, sugerindo assim
uma localizagdo superficial na membrana externa para LigB. Estes achados foram reforgados com
ensaios realizados com microscopia eletronica imunomarcada (Matsunaga, 2003), onde anticorpos
anti-LigB e anti-LPS foram detectados na superficie da membrana externa de L.kirschineri cepa
RM52 e anti-GroEl detectado apenas no citoplasma da bactéria.

Os dados de caracteriza¢io de LigB,demonstrados nesta dissertagdo, sugerem que esta
proteina pode ser uma candidata promissora para uso no desenvolvimento de uma vacina eficaz
para leptospirose. Entretanto, outras constru¢des de LigB e LigA também devem ser testadas, assim
como um sistema de expressdo da proteina recombinante associada a membrana, uma vez que a
utilizagdo de proteinas de fusdo Hiss para testes de vacina pode nio ser a melhor opgdo. No estudo
que evidenciou imunoprote¢do sinérgica para a associagdo Lipl41 com OmpL1 (Haake et al.,
1999), s6 houve prote¢do quando utilizado proteinas expressas em membrana de £.coli, ndo sendo
observado os mesmo resultados para proteinas recombinantes Hiss. Algumas considerag¢des podem

explicar estas diferengas: os mecanismos de imunidade humoral podem ser mais importantes do que
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imunidade celular para prote¢io contra leptospirose; o reconhecimento de epitopos conformacionais
pode ser mats importante na ligagdo de anticorpos com as proteinas nativas OmpL1 e/ou LipL41 na
superficie de leptospiras ou epitopos conformacionais podem necessitar de associagio com a
membrana ou com componentes da membrana como o LPS (Haake et al., 1999).

Ainda como diregbes futuras, apos sele¢do de antigenos, os mesmos serdo testados em
modelo de imunoprotegdo animal, utilizando hamsters. Para isso, a padronizagdo do modelo animal
a ser uttlizado encontra-se em andamento, com utilizagio de imuniza¢des com antigeno bruto
mostrando 100% de protegdo para desafio com cepa homologa (dados n3o mostrados), como
descrito previamente (Zeigler et al., 1976; Zeigler et al., 1978). Apés validagdo do modelo animal
de imunoprote¢do, os antigenos selecionados serdo testados, assim como diferentes tipos de

adjuvantes.
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7-Conclusoes

e Os resultados de antigenicidade, imunogenicidade e localizagio dos antigenos previamente
caracterizados validaram a padronizagio dos nossos ensaios, permitindo assim a

caracteriza¢dao de novos antigenos.

e A caracterizagdo realizada da proteina LigB sugere sua expressdo diferencial durante a

infec¢ido do hospedeiro.

e A proteina LigB esta expressa em culturas de leptospiras virulentas, fortalecendo a hipotese

de ser um fator de viruléncia das leptospiras patogénicas.

e Quanto a localizagéo, fo1 demonstrado que LigB esta na superficie da membrana externa das

leptospiras.

e Por ser imunogeénica, estar expressa durante a infecgio, estar presente em cepas virulentas e
estar localizada na superficie, LigB representa um candidato com grande potencial para o

desenvolvimento de uma vacina contra leptospirose.
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