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RESUMO

Leptospira é um género de bactérias Gram-negativas pertencentes a ordem Spirochaetales e
familia Leptospiraceae. Espécies patogénicas sdo responsaveis pela infeccdo humana e
veterinaria chamada leptospirose, que afeta principalmente paises tropicais e subtropicais,
incluindo o Brasil. O conhecimento dos mecanismos de patogenicidade das leptospiras €
limitado e a vacina é sorovar dependente. A vacinologia reversa entdo foi aplicada no estudo
das proteinas da membrana externa (OMPs) que tém o potencial de interagir com 0s
componentes do hospedeiro. A este respeito, 0s ensaios de localizagdo celular sdo ensaios
importantes para o rastreio de OMPs e a LipL31, uma proteina localizada na membrana
citoplasmatica das leptospiras, pode ser utilizada como controle experimental na validacao
desses ensaios. A partir do genoma sequenciado de Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni, o gene L1C11456 foi analisado in silico, e amplificado sem peptideo sinal para
clonagem no vector pAE utilizando E. coli DH5a. A LipL31 recombinante foi expressa na
cepa de E. coli DE3 Star pLysS com adicdo de 1 mM de IPTG em meio LB e depois
purificado a partir da fragdo solUvel por cromatografia de afinidade com metal (Ni2 +). A
estrutura secundaria do LipL31 recombinante foi analisada por dicroismo circular como forma
de avaliar o enrolamento estrutural, a recombinante apresentou 70% de sua estrutura
composta por a-hélice, que é semelhante aos dados in silico previstos. A proteina reproduziu
experimentos de localizacdo ja realizados indicando ser interna, e sugere-se que sua

conformacdo oligomérica mais estavel seja na forma de dimero.

Palavras-chave: Leptospira, leptospirose



ABSTRACT

Leptospira is a genus of Gram-negative bacteria belonging to the order Spirochaetales and
family Leptospiraceae. Pathogenic species are responsible for human and veterinary infection
called leptospirosis, which affect mainly tropical and subtropical countries, including Brazil.
Knowledge of the pathogenicity mechanisms of leptospires is limited and the vaccine is
serovar-dependent. The reverse vaccinology has been applied in the study of outer membrane
proteins (OMPs) that have the potential to interact with the host components. In this regard,
cell localization assays are important assays for screening of OMPs. LipL31, a protein located
in the cytoplasmic membrane of leptospires, may be used as an experimental control in
validation of these assays. From the sequenced genome of Leptospira interrogans serovar
Copenhageni, the LIC11456 gene was analyzed in silico, and amplified without peptide signal
for cloning into the pAE vector using E. coli DH5a. Recombinant LipL31 was expressed in
the strain E. coli DE3 Star pLysS with addition of 1 mM IPTG in LB medium and then
purified from the soluble fraction by metal affinity chromatography (Ni2 +). The secondary
structure of the recombinant LipL31 was analyzed by circular dichroism as a way of
evaluating the structural winding, the recombinant presented 70% of its structure composed
by a-helix, which is similar to the predicted in silico data. The protein reproduced localization
experiments already performed indicating to be internal, and it is suggested that its more

stable oligomeric conformation is in the form of dimer.

Palavras-chave: Leptospira, leptospirosis
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INTRODUCAO

1.1 LEPTOSPIRA

As leptospiras sdo bactérias espiroquetas bastante méveis, com um tamanho entre 0,10
a 0,15 mm de diametro por 6 a 12 mm de comprimento e possuem a celula terminada em
gancho e dois flagelos periplasmaticos axiais, 0s quais as diferenciam de outras espiroquetas
(Levett, 2001), além de apresentarem lipopolissacarideos na membrana externa, classificando-
as como gram-negativas (Faine et al., 1999; Haake, 2000; Picardeau, 2017; Li et al., 2000). A
sua membrana plasméatica também estd associada com uma camada espessa de
peptideoglicanos, caracteristica de bactérias gram-positivas, dificultando sua visualizacéo
através do método de coloracdo de Gram, por isso 0 método padrdo utilizado é a microscopia
de campo escuro ou microscopia eletronica (Faine et al., 1999; Adler e De La Pefa
Moctezuma, 2010).

O género Leptospira pertence a familia Leptospiracaeae e é classificado de forma
genética, pela hibridizacdo do DNA, e de forma soroldgica, baseada na resposta imunolégica
heterogénea para os diversos LPSs presentes. Na classificacdo filogenética existem 22
espécies das quais 10 sdo espécies patogénicas sdo elas: L. interrogans, L. kirschneri , L.
noguchii, L. alexanderi, L. weilii, L. borgpetersenii, L. santarosai, L. kmetyi, L. alstoni e L.
mayottensis; 5 espécies patogénicas intermediarias (causadoras da doenca com sintomas
brandos): L. inadai, L. fainei, L. broomii, L. licerasiae e L. wolffii; e 7 espécies saprofiticas,
de vida livre e ndo infecciosas: L. biflexa, L. meyeri, L. wolbachii, L. idonii, L. vanthielii, L.
terpstrae e L. yanagawae (Brenner et al., 1999; Bharti et al., 2003; Ko et al., 2009; Smythe et
al., 2013; Bourhy et al., 2014). Outra classificacdo de Leptospira é a identificacdo soroldgica
de acordo com o teste de microaglutinacdo (MAT), baseado na variedade antigénica do LPS
(sorovares) e nos antigenos em comum (sorogrupos), contabilizando 250 sorovares agrupados
em 24 sorogrupos. (Plank D., 2000; Adler e De la pena Moctezuma, 2010). Esta classificacdo
é complementar a classificacdo genética, auxiliando em estudos epidemiologicos e de

distribuicdo geogréafica das espécies (Ko et al., 2009).

1.2 LEPTOSPIROSE
Leptospirose € uma infeccdo humana e veterinaria de preocupagdo mundial causada

por Leptospiras patogénicas, é endémica em regides tropicais e subtropicais, tornando-se



epidémica em periodos chuvosos, principalmente em areas metropolitanas onde a falta de
saneamento e lixo nas ruas podem ocasionar enchentes e a proliferagdo do principal agente
transmissor/carreador da doenca, 0s ratos, em particular Rattus novergicus (Ministério da
Saude, 2018). A infeccdo ocorre por contato direto com urina de animais infectados ou
indiretamente por meio de agua e solo contaminados (Bharti et al., 2003; Ko et al., 2009;
Faine et al., 1999). A bactéria penetra no organismo atraves de cortes ou abrasdes na pele, ou
pelas membranas mucosas, e apds a entrada a bactéria se instala e multiplica-se nos tubulos
renais proximais.

Os humanos sdo considerados o0s hospedeiros acidentais e terminais das
leptospiras, e os sintomas da infec¢do variam de acordo com o sorovar, idade do hospedeiro e
sua situacdo de salde. A infeccdo pode ser assintomatica, branda (com presenca de febre,
cefaleia e mialgia) sendo de dificil diagndstico, ou grave, desencadeando a Sindrome
Hemorragica Pulmonar Associado a Leptospirose ou Sindrome de Weil, em que a taxa de
mortalidade varia de 4 a 50% dos pacientes acometidos ou (Takafuji et al., 1984; Levett,
2001; Adler e De La Pefia Moctezuma, 2010; Forbes et al., 2012).

No Brasil a leptospirose ¢ uma doenca de notificagdo compulséria, com mais
de 40 mil casos confirmados e uma taxa de 6bito de 9% no periodo de 2007 a 2017, sendo as
regides Sul e Sudeste mais afetadas. Acredita-se ainda que os dados sdo subestimados dadas
as dificuldades do diagndstico ja que os sintomas brandos podem ser facilmente confundidos
com outras doencgas como dengue, gripe e malaria. O método diagnostico indicado pela OMS,
teste de aglutinacdo microscopica (MAT), ndo permite uma identificacdo precoce da doenca e
ainda pode ser ineficiente na identificacdo da colonizacdo renal por Leptospira (Werts e
Vernel-Pauillac, 2018).

Casos confirmados e 6bitos de leptospirose no
Brasil

6000
5000
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2000

1000

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

B Confirmados e Obitos
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Figura 1. Casos confirmados e de Obito relacionados a leptospirose no Brasil.
Dados atualizados no dia 15 de Janeiro de 2019 (Sinan/SVS/MS)

Por ser a leptospira um organismo diferenciado em suas caracteristicas bacterianas, 0s
mecanismos da imunidade inata e adquirida envolvidos na infecgdo desse patdgeno ainda ndo
foram bem esclarecidos. Sabe-se, porém, que para uma protecdo completa é necessario
também a ativacdo da imunidade celular (Rodriguez-Gonzalez et al., 2004; Ko et al., 2009;
Naiman et al., 2002).

Vacinas preparadas com bacterinas (emulsdo de bactérias mortas ou inativadas) séo as
Unicas licenciadas até entdo e capazes de ativar o sistema imune humoral, porém ainda
limitadas pela falta de resposta cruzada e sendo necessaria a revacinacdo de vacinas
multivalentes. Esse tipo de vacina tem sido principalmente usado na China, Cuba, Franga e
Japdo, com preparacdo dos sorovares prevalentes na regido para humanos e em outros paises
como vacina veterinaria (Martinez et al., 2004; Koizumi, Watanabe, 2005; Yanaginnaha et al.,
2007). Novas metodologias de vacinas tém sido estudadas, como a vacina de subunidades e
vacinas recombinantes utilizando proteinas ou bactérias atenuadas com LPS mutado com
intuito de melhorar a protecéo (Adler, 2015; Vernel-Pauillac e Werts, 2018).

A vacinologia reversa tem sido bastante empregada para estudos de proteinas
secretadas ou expostas conservadas entre as especies de Leptospira que possam ser bons
candidatos vacinais e possibilitando a resposta cruzada (Haake e Pinne, 2009; Zeng et al.,
2017; Dellagostin et al., 2017). A combinacdo de diferentes abordagens é a chave para a
construcdo e otimizagdo de vacinas para leptospirose com melhor e maior tempo de protecao
(Dellagostin et al., 2011; Vernel-Pauillac e Werts, 2018).

As proteinas localizadas na membrana extracelular em leptospiras patogénicas sao
importantes candidatos vacinais e sdo submetidas a diferentes ensaios que permitem inferir a
localizagdo com maior precisdo, como fracionamento da membrana utilizando Triton x-114
(Haake et al., 1999), protedlise da superficie celular por proteinase K (Pinne e Haake, 2009) e
imunofluorescéncia (Pinne e Haake, 2011). Entretanto, todos estes ensaios necessitam de
controles experimentais, ou seja, proteinas descritas e caracterizadas como expostas ou nédo
expostas na superficie do patdgeno, para a validacdo destes diferentes ensaios de localizagédo
celular.

Com base nessa necessidade, o presente projeto tem como proposta a obtencdo da

proteina LipL31 de L. interrogans, caracterizada como proteina de membrana citoplasmatica
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(Haake e Matsunaga, 2002), e a avaliacdo para sua utilizacdo como um controle experimental

em ensaios de localizacao celular.

OBJETIVOS

O projeto propde clonar, expressar e purificar a proteina de membrana citoplasmatica
LipL31, verificando sua reatividade com diferentes espécies de Leptospira, afim de usa-la

como controle negativo em ensaios de localizacédo celular.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Desenho dos oligonucleotideos para obtencdo de produtos de PCR (Reagdo em
cadeia da polimerase) utilizando o programa Generunner®;

b) Subclonagem dos produtos de PCR utilizando o vetor pPGEM-T Easy (Promega);

c) Clonagem do gene nos vetores de expressdes em E. coli pAE (Ramos et al., 2004);

d) Sequenciamento dos clones obtidos;

e) Inducdo da expressdo da proteina recombinante utilizando diferentes cepas de E.
coli;

f) Analise da expressdo das proteinas recombinantes quanto sua solubilidade;

g) Purificacdo das proteinas recombinantes por cromatografia de afinidade a metal;

h) Imunizacdo de camundongos BALB/c com a proteina LipL31 para obtencdo de
anticorpos policlonais contra a proteina recombinante;

i) Western blotting da proteina com soro policlonal obtido em camundongo.

METODOLOGIA

4.1 ORGANISMOS E SOROS UTILIZADOS

No presente estudo foi utilizada cepa patogénica virulenta L. interrogans sorovar
Copenhageni cepa Fiocruz L1-130, as cepas patogénicas atenuadas em cultura L. interrogans
sorovar Copenhageni cepa M20, e a cepa nao patogénica L. biflexa sorovar Patoc cepa Patoc
1. As bactérias foram cultivadas a 28°C sob condi¢bes aerobicas em meio EMJH liquido
(Difco®, Franklin Lakes, NJ, EUA) (Ellinghausen e Mccullough, 1965) modificado com 10%
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(v/v) de soro de coelho, enriquecido com L-asparagina (m/v: 0,001%), cloreto de magnésio
(m/v: 0,001%), peptona (m/v: 0,03%) e extrato de carne (m/v: 0,001%). A bactéria
Escherichia coli DH5a foi utilizada na clonagem e E. coli BL21 (DE3) Star pLysS usada nos

ensaios de expressao.

4.2 ANALISE DE BIOINFORMATICA

A sequéncia completa do gene lipL31 de L. interrogans sorovar Conpenhageni, esta
disponivel no banco de genoma GenBank. A analise in silico da localizagdo da proteina foi
feita pelos programas PSORT e CELLO.

A ferramenta Clustal Omega, ferramenta de alinhamento mdultiplo das sequéncias
diferentes obtidas do GenBank, disponibilizando relacdes evolucionarias através de filograma.
O programa BLAST foi usado para analisar similaridades destas sequéncias com as de outras
espécies e sorovares de Leptospira presentes no banco de dados. Célculos de massa molecular
e ponto isoelétrico (pl) das proteinas recombinantes foram realizados através da sequéncia de

aminoacidos no software ProtParam.

4.3 AMPLIFICACAO POR PCR DO GENE

A sequéncia do gene lipL31 (L1C11456) foi obtida por meio da amplificacdo por PCR
(polymerase chain reaction) a partir do DNA gendmico da L. interrogans sorovar
Copenhageni, previamente extraido e purificado. A reacdo de PCR foi realizada utilizando-se
PCR buffer; 0,2 mM dNTP; 2 mM MgCI2; 0,2 mM de cada oligonucleotideo (forward e
reverse); 2,5 U Taq polimerase; 100 ng de DNA, para um volume final de 50uL. As
temperaturas de anelamento utilizadas foram determinadas de acordo com o programa
Generunner®. Os oligonucleotideos foram desenhados com bases nitrogenadas adicionais nas
extremidades para possibilitar a clonagem direta, de forma a amplificar 0 gene sem a
sequéncia do peptideo sinal e com adicdo dos sitios de restricdo BamHI e Kpnl as

extremidades 5°, conforme mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos para a amplificacdo do gene de L. interrogans

sorovar Copenhageni.

Gene Sequéncia 5°-3’ TA  Amplicon

F -5 ATCGGGATCCTGTGGAGATAATTCCGAAG -3’

LipL31 55°C  681pb

R -5 ATCGGGTACCTTACTGCCCAGTAGTTTT -3’

Obs: Abreviaturas (em ingles): F, “forward”; R, “reverse”; TA, temperatura de
anelamento utilizada; pb, pares de base. A sequéncia que corresponde ao sitio de restricao
BamHI estd sublinhada e a sequéncia que corresponde ao sitio de restricdo Kpnl esta em
italico.

O resultado da amplificacdo foi visualizado apos eletroforese em gel de agarose 1%
em tampdo TAE (40 mM Tris-acetato e ImM EDTA) marcado com GelRed™ (Biotium, Inc).
Apbs a confirmacao dos amplicons nos tamanhos esperados, as bandas foram excisadas do gel
e purificados utilizando-se o kit “GFXPCR DNA e gel band purification” (GE Healthcare),
sendo os produtos obtidos quantificados em espectrofotdmetro pela razéo de absorbancia a
260nm e 280nm (respectivamente DNA e RNA).

4.4 CLONAGEM

Ambos insertos purificados e o vetor pAE (Ramos et al., 2004) foram digeridos com
as enzimas de restricdo BamH e Kpnl para que apresentassem extremidades coesivas
possibilitando hibridizacdo. O vetor estabelecido para clonagem foi o pAE, devido ao seu
tamanho reduzido (2,8 kb) e a elevada proporcdo entre cépias do vetor/célula (200-250
copias) que facilitam o sequenciamento, e um alto nivel de expressdo de proteinas
recombinantes controlado pelo promotor do fago T7, que transcreve 0 RNA (e
consequentemente a producdo da proteina recombinante) somente na presenca da T7 RNA
polimerase.

Apos a digestdo enzimatica, as amostras dos insertos e do vetor foram visualizadas por
eletroforese em gel de agarose 1% e entdo as bandas de interesse foram purificadas
utilizando-se o kit “GFX PCR DNA Gel Band Purification” (GE Healthcare). A ligacao dos
insertos ao vetor foi realizada em uma reacgdo contendo inserto:vetor em uma proporgéo de

10:1. Incubaram-se o inserto e vetor por 10 minutos a uma temperatura de 65 °C seguido de
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incubacdo em banho de gelo por 5 minutos, seguido pela adicdo da enzima T4 DNA ligase
(Amersham Pharmacia Biotech, Inc) e incubou-se por 2 horas a 37 °C.

Bactérias competentes E. coli DH5a foram transformadas por choque térmico com o
plasmideo recombinante, plaqueadas em meio Luria-Bertani com ampicilina (0,1%) e
incubadas a 37 °C por 16 h. Para a confirmacgédo da transformacdo, algumas col6nias foram
selecionadas, inoculadas em 3 mL de meio de cultura e incubadas a 37 °C, sob agitagéo, por
16 h. Em seguida, 300 pL de cada in6culo foram centrifugados a 11.300 x g, por 3 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 50 pL de agua deionizada.
Adicionaram-se 20 pL de tampé&o de carregamento 10X (0.19% azul de bromofenol, 0.425
xileno cianol e 50% glicerol) e 28 uL e solugdo fenol-cloroférmio (proporcdo 1:1). Apds a
homogeneizacdo com o auxilio do agitador, as amostras foram centrifugadas a 11.300 x g por
3 minutos, e a fase superior contendo o plasmideo foi analisada por eletroforese de gel de
agarose 1%.

Os DNAs plasmidiais presumivelmente positivos para a presenca do inserto foram
recuperados usando o kit illustra plasmidPrep Mini Spin (GE Healthcare) e analisados em
eletroforese em gel de agarose 1% apds a restricdo enzimatica usando as enzimas de restricao

BamHI e Kpnl, com a finalidade de verificar a presenca do inserto.

4.5 SEQUENCIAMENTO DO CLONE

Os cromatogramas foram analisados em dois programas distintos, MzMine e Xcalibur.
Através do MzMine os cromatogramas dos extratos foram decovoluidos, picos idénticos nos
diferentes extratos foram alinhados, espaco vazios preenchidos, substancias do branco
excluidas e os isotopos eliminados. Apds o tratamento dos cromatogramas, foi utilizado os
bancos de dados Dictionary of Natural Products© (DNP) e Library of Natural Products from
Asteraceae (LINPA) para a desreplicagéo.

Os clones positivos tiveram seus DNAs sequenciados pelo método de terminacgdo da
cadeia (Sanger et al., 1977) utilizando o sequenciador automatico ABI 3500 (Applied
Biosystems, Foster city, CA), a partir dos oligonucleotideos T7 e pAER (abaixo).

T7 forward: 5> TAATACGACTCACTATAGGG 3’

pAE R reverse: 5 CAGCAGCCAACTCAGTTCCT 3’
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A reacgéo de amplificacéo foi realizada de acordo com as recomendac0es da fabricante,
empregando 500 ng de DNA molde, 3,2 pmoles de oligonucleotideos e 2 uL do tampéo
BigDye® (PE Applied Biosystems) que contém ddNTPs marcados com fluoréforos, dNTPs e
Tagq DNA polimerase, em volume final de 20 pL. A reacdo foi realizada em termociclador
seguindo a rotina de 40 ciclos de 94° por 10 segundos; 50°C por 20 segundos; 60°C por 4
minutos.

Os cromatogramas obtidos foram analisados com auxilio do servidor publico BLAST.
O sequenciamento dos plasmideos teve o intuito de verificar se a ligacdo do inserto foi
correta, apresentando todos os componentes de montagem do plasmideo para a expressdo da
proteina recombinante e se ndo houve comprometimento da recombinagdo por qualquer tipo

de mutacdo no DNA.

4.6 EXPRESSAO E PURIFICACAO DA LIPL31 RECOMBINANTE

A expressdo da proteina recombinante LipL31 foi feita utilizando-se a cepa E. coli
DE3 Star pLysS. O pré-indculo saturado foi diluido 20 vezes para o volume final de 600 mL
de meio LB (100 pg/mL ampicilina e 34 pg/mL cloranfenicol) e adicionou-se 1 mM de IPTG
para a inducgéo da expressdo da recombinante, por 4 horas a 37°C, sob agitacdo. Em seguida,
as culturas induzidas foram centrifugadas (3.075 x g; 15 minutos; 4°C) descartando-se 0
sobrenadante. O precipitado foi ressuspendido em tampdo de lise e sonicado para o
rompimento celular e liberacdo das proteinas recombinantes. O lisado foi centrifugado e o
sobrenadante foi coletado para purificagéo.

A purificacdo da proteina recombinante ocorreu por cromatografia de afinidade ao
metal. A coluna de cromatografia foi preenchida com a resina Chelating Sepharose (GE
Healthcare) carregada com ions Ni2+, e previamente equilibrada com o tampéo contendo 20
mM Tris-HCI pH 8,0 e 200 mM NaCl. Apds a passagem do sobrenadante, foram feitas
sucessivas lavagens com este tampéo e concentracdes crescentes de imidazol (5 mM, 20 mM,
40 mM e 60 mM) para a remocao de impurezas que possam ter se aderido a coluna. A eluicdo
da proteina recombinante ocorreu com solugdo de 1 M de imidazol e coletadas em microtubos
de 1,5 mL.

As fracOes de todas as etapas da cromatografia foram analisadas por SDS-PAGE e
western blotting. As aliquotas das etapas de purificacdo foram transferidas para membrana de
nitrocelulose, seguido pelo bloqueio da membrana com PBSTween 20 0,05% (PBS-T)

suplementado com 10% de leite em pé desnatado (PBS-T/leite). Apos sucessivas lavagens,
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adicionou-se solucdo de anticorpo IgG monoclonal anti-polihistidina (1:10000, Sigma) em
PBS-T/leite. Para a deteccdo, foram utilizados o substrato SuperSignal West Dura (Thermo
Scientific) e o fotodocumentador ImageQuant modelo LAS 400 (GE Healthcare).

As aliquotas que continham a proteina recombinante foram dialisadas com PBS 0,1%,

efetuando trés trocas do tampéo, para a total remocéao do imidazol.

4.7 ESPECTROSCOPIA DE DICROISMO CIRCULAR

A proteina recombinante foi dialisada com tamp&o sédio-fosfato (Na2HPO4 0,5 M;
NaH2PO4 1M) a 25°C, efetuando-se trés trocas deste tampdo. As espectroscopias circulares
foram medidas usando uma cubeta de 1 mm de caminho 6tico em intervalos de 0,5 nm/s e
captadas em espectropolarimetro de modelo Jasco J-810 (Japan Spectroscopic, Japao).

Os espectros expressos em termos de elipticidade molar residual foram submetidos a
uma analise no programa CAPITO (http://capito.nmr.leibniz-fli.de/) (Wiedemann et al.,
2013), que calcula as porcentagens das estruturas secundarias da proteina a partir dos dados

experimentais de elipticidade obtidos.

4.8 AVALIACAO DA IMUNOGENICIDADE DA PROTEINA RECOMBINANTE

Camundongos BALB/c fémeas (18-22 g) foram imunizados com 10 pg de proteina
recombinante com 12,5% de Alhydrogel [2% AI(OH)3; Brenntag Biosector, Dinamarca],
usado como adjuvante vacinal. As imunizagdes foram administradas no dorso via subcutanea.
Outras duas imunizagOes de reforco foram realizadas com intervalos de 15 dias entre cada
imunizacao.

Os animais foram sangrados a cada 15 dias ap0s as imunizacBes via plexo
submandibular; o sangue coletado foi incubado a 4° C por 30 minutos e centrifugado a 2000 x
g por 5 minutos, e a fragdo do soro armazenada a -20°C. Os soros obtidos foram avaliados por
ELISA para a determinacdo do titulo dos anticorpos contra a proteina recombinante. Foram
adicionados 50 pL de proteina recombinante por poco (& uma concentracao de 0,5 pg/pL) em
placa de 96 pogos (Costar® High binding, Corning Incorporated, EUA). A proteina foi
incubada a 4°C por 16 horas e entéo a placa foi lavada com PBS-T. Os pocos foram tratados
com 200 pL da solugdo de bloqueio PBS-T/leite durante 2 horas a 37 °C. Incubaram-se estes
soros por 1 hora para a adsorcdo de quaisquer anticorpos contaminantes produzidos contra

proteinas de E. coli que poderiam estar contidos nas aliquotas de proteina recombinante
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(Gruber e Zingales, 1995). Entdo foram feitas diluicGes seriadas iniciando em 1:2000 até
1:4096000 dos soros anti-LipL31 recombinante produzidos em camundongos em solugdo de
bloqueio acrescida de extrato de E. coli (10% v/v).

Adicionou-se em seguida 50 pL das respectivas diluicbes por poco e foi feita a
incubacgéo por 1 hora a 37°C. A placa foi lavada e incubada com 50 pL por poco de solugéo
de PBS-T 10% leite desnatado contendo anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado com
peroxidase (1:10000 v/v, Sigma).

A reacdo enzimatica foi revelada pela adicdo de 100 puL de uma solucdo contendo 1
mg/mL de OPD (o-fenilenodiamina diidroclorida, Sigma) diluido em tampé&o citrato-fosfato
pH 5,0 contendo 1 pg/mL de perdxido de hidrogénio. Ap6s 10 minutos, a reacdo foi
interrompida adicionando-se 50 pL de solucdo H2SO4 4 N. A reacdo foi analisada
mensurando a absorbancia no comprimento de onda de 492 nm. O titulo individual foi
determinado como sendo o inverso da maior diluicdo do soro com valor de densidade 6ptica
(DO) maior que 0,1.

4.9 AVALIACAO DO ESTADO OLIGOMERICO DA PROTEINA

Para avaliacdo da conformacdo oligomérica da proteina recombinante foi feita a
separacdo por cromatografia de exclusdo molecular (ou cromatografia de gel filtragcdo)
injetada na coluna HiLoad® 16/600 Superdex® 200 pg (Sigma-Aldrich) previamente
equilibrada com o buffer A, e acoplado ao AKTA Prime Plus (GE Healthcare) para a
separagdo por exclusdao molecular. Ap6s a cromatografia, as aliquotas referentes aos picos
referentes as provaveis conformacdes quaternarias das proteinas recombinantes foram
coletadas e avaliadas por SDS-PAGE para identificacdo da massa molecular das proteinas
contidas.

Outro ensaio foi realizado utilizando duas aliquotas de mesmo volume de proteina
recombinante foram submetidas a tratamentos distintos; em uma aliquota, a amostra foi
misturada com tampdo de corrida contendo SDS e [-mercaptoetanol e foi tratada
termicamente a 96 °C por 5 minutos, e a outra amostra foi misturada apenas com tampéo de
corrida e sem tratamento térmico. As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida de 12%, e transferidos para membrana de nitrocelulose para incubagdo com
antissoro contra a proteina recombinante (1:3000), seguido pela incuba¢do com anticorpo

anti-1gG de camundongo conjugado com peroxidase (1:10000).
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4.10 ENSAIO DE LOCALIZACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

As bactérias L. interrogans sorovar Copenhageni cepa M20 sonicada e intacta, e L.
biflexa sorovar Patoc foram imobilizadas em microplacas (1x109 bactérias/poco) e incubadas
a 4°por 16 horas. Lavou-se trés vezes com PBS na concentracéo final de 50 mM de NacCl,
seguido pelo bloqueio com solucéo de PBS com 1% BSA (m/v) por 2 horas a 28°C.

Para a deteccdo das proteinas na bactéria, foi feita incubacdo com os antissoros
homdlogos produzidos em camundongos BALB/c ou LipL31 (Haake e Matsunaga, 2002),
utilizando a diluicdo na qual a densidade dptica foi igual a 1 quando testou-se estes antissoros
contra as respectivas proteinas recombinantes. As leptospiras foram lavadas trés vezes com
PBS ¢ incubadas com 100 pL da solugdo de anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado
com peroxidase em PBS (propor¢do 1:5000; v/v) e incubados por 1 hora a 28 °C. As
leptospiras foram lavadas trés vezes com PBS e a revelacdo da reacdo foi realizada conforme
descrito no item 3.8.

Como controle experimental, foi utilizado soro policlonal contra a proteina LipL31,

uma proteina de membrana interna (controle negativo), e foram utilizados dois
tratamentos controle, o primeiro omitindo os antissoros e o outro sem a imobilizacdo de
leptospiras, para que se pudesse descontar quaisquer sinais inespecificos.

Para as andlises estatisticas, a média dos valores de absorbancia do tratamento
completo foi comparada com os controles negativos, por teste t-Student, e o p-valor abaixo de
5% foi considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DE BIOINFORMATICA DA LipLL31

O estudo de proteinas de leptospiras sdo importantes para identificacdo de possiveis
interacdes entre a bactéria e o hospedeiro. Além disso, pouco se sabe sobre a proteina
codificada pelo gene, portanto softwares ajudam nas analises iniciais.

O software LipoP para bactérias gram negativas identificou a LipL31 como uma

lipoproteina de membrana interna com sitio de clivagem entre os aminoacidos 19 e 20 pela
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enzima signal peptidase Il (Spll). O programa PSORT de predicdo de localizagdo celular
apresentou como resultado positivo proteina de membrana interna, enquanto no CELLO a
predicdo foi de proteina citoplasmatica. Apesar dos resultados distintos, é evidente que a
proteina codificada pelo gene L1C11456 ¢ predita como lipoproteina de membrana interna.
Uma andlise de conservacdo da proteina nas diferentes cepas e sorovares de Leptospira
foi realizado através do alinhamento da sequéncia de aminoacidos da proteina sem peptideo
sinal na ferramenta BLAST. O BLAST encontra regides de similaridade entre sequéncias
bioldgicas possibilitando visualizacdo das relacBes funcionais e evolucionarias dentro da
familia Leptospiraceae, as quais foram alinhadas pelo software Clustal Omega, gerando o
filograma ilustrado da Figura 2. Observa-se maior identidade do gene LIC11456 com as
espécies patogénicas do que com as saprofitas, sendo a menor similaridade com as espécies L.

vanthielli e L. wolbachi.

— —_—  leptospira broomii
1 : Leptospira inadai
' L leptospira foinei
Leptospira wolffi
—— leptospira licerasioe
Leptaspira venezueiensis
——— leptospirg santarosai
—— leptospira borgpetersenii
— | eptospira moyoltensis
Leptaspira weillii
Leptospira noguchii
— Lleptaspira interrogons
Leptospira kirschneri

Figura 2. Analise da conservacdo da sequéncia entre espécies de Leptospira por
alinhamento multiplo usando Clustal Omega. A sequéncia alvo foi analisada por BLASTp
com sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank e foram usados para realizar
alinhamentos multiplos no Clustal Omega. Os filogramas gerados mostram um alto grau de
similaridade entre espécies patogénicas enquanto que as espécies saprofiticas apresentaram
uma baixa taxa de conservacgédo das sequéncias alvo.

5.2 AMPLIFICACAO E CLONAGEM

A sequéncia de DNA correspondente ao gene que codifica a proteina LipL 31 foi
amplificada por PCR convencional utilizando DNA gendmico de L. interrogans sorovar

Copenhageni com o auxilio dos oligonucleotideos da Tabela 1. A separacdo em eletroforese
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de gel de agarose 1% permitiu a visualizagdo dos amplicons (Figura 2). A amplificacéo

demonstrou o tamanho de banda esperado para o gene da proteina LipL31.
M 1 2

850 pb —
650 pb —

Figura 2. Analise dos amplicons ap6s PCR por eletroforese em gel de agarose
1%. M) marcador molecular 1kb DNA ladder; 1-2) Amplicon do gene LIC 11456; 3) controle
negativo sem DNA genémico.

Os amplicons obtidos da PCR foram clonados no vetor pAE, clonagem direta, e
inserido em células E. coli StarpLys, e todas as colbnias crescidas em placa foram avaliadas
por meio da extracdo de DNA plasmidial, e comparagdo de tamanho do DNA do vetor e
inserto. O vetor pAE, por seu tamanho reduzido, possibilita a clonagem de insertos maiores,
apresenta uma sequéncia que adiciona seis histitinas na porcdo N-terminal da proteina
recombinante que auxilia na purificacdo de proteinas logo ap6s o codon de inicio ATG, além
disso, E. coli transformadas com pAE produzem um maior nimero de cépias de plasmideos
facilitando a clonagem e sequenciamento (Ramos et al.,2004). De 14 col6nias testadas da

placa de proporcédo 10:1 de inserto/vetor trés deram positivas para a presenca do inserto.
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Figura 3. Analise dos clones obtidos apos transformacdo com o plasmideo pAE
recombinante por eletroforese em gel de agarose. M) marcador molecular 1Kb Plus DNA
ladder; 1) controle negativo correspondente ao vetor pAE selvagem; 2-14) diferentes clones
selecionados para analise. A seta indica 0s clones selecionados por meio da massa molecular
plasmidial referente ao vetor pAE somado ao inserto.

A construcdo plasmidial das colbnias positivas foi sequenciada para confirmacéo se
estavam em fase correta de leitura e ndo apresentavam mutagdes. No sequenciamento da
coldnia escolhida foi possivel observar todos os elementos da clonagem (sequéncia de
polihistidina, sitios de restricdo enzimatica, gene da proteina, identidade com o gene matriz)

confirmando sua viabilidade.

123456789

Figura 4. Ensaio de restricdo enzimatica para confirmacado da presenca do inserto
nos clones selecionados. 1) marcador molecular 1Kb Plus DNA ladder; 2) controle negativo
correspondente ao plasmideo circular do vetor pAE selvagem; 3) controle negativo digerido
pelas enzimas BamHI e Kpnl; 4,6 e 8) colonias selecionadas néo digeridas; 5, 7 e 9) colonias
selecionadas digeridas por BamHI e Kpnl.

5.3 EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

Foram analisados por ferramenta de bioinformatica caracteristicas da proteina
recombinante com intuito de otimizar as etapas de expressdo e purificacdo. O software
Protparam forneceu dados de Ponto Isoelétrico (PI) da proteina, sua massa molecular e a
porcentagem de aminoacidos. Em seguida foi realizado um estudo de inducgéo inicial para
estabelecer o tempo de crescimento da bactéria e quantidade de indutor a ser utilizado. A
inducdo a expressdo da proteina ocorreu na fase exponencial, em cepa de E. coli BL21 Star
(DE3) pLysS, com concentragdes de 0,1 mM e 1mM de IPTG. A cepa utilizada garante uma

maior estabilidade do RNA mensageiro produzido para a tradugdo de proteinas
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recombinantes, pois conta com uma mutacgdo no gene da RNAse, envolvida na degradacéo do
RNA mensageiro.

Ap0s a inducdo, as bactérias foram lisadas e as fracGes proteicas obtidas (soluvel e
insoluvel) analisadas em gel de SDS-PAGE (12%) e em ensaio de Western blotting utilizando
anticorpo monoclonal anti-His para confirmar a expressao da proteina.

Apesar da massa molecular da proteina ser de 25 kDa, o alto nimero de aminoacidos
aspartato e glutamato aumentam a interacdo da proteina com o gel de poliacrilamida
diminuindo seu deslocamento. Portanto a migracdo da proteina recombinante € 31 kDa,
caracteristica que Ihe atribui 0 nome de LipL31, lipL referente a lipoproteina e 31 ao tamanho
de migragéo.

LMW 1 2 3 4 5

45kDa -

30kDa - . SPTCG «— jpL31

—

Figura 5. Anélise da expressdo da proteina recombinante por SDS-PAGE. LMW)
padrdo de massa molecular (kDa); 1) sobrenadante ndo induzido; 2) sobrenadante induzido
com 0,00mM IPTG; 3) fracdo insoluvel induzida com 0,0lmM IPTG; 4) sobrenadante
induzido com 0,1mM IPTG; 5) fragdo insolvel induzida com 0,1mM IPTG. A seta indica a
proteina recombinante expressa com massa molecular esperada de 31 kDa.

5.4 PURIFICACAO E ANALISE DE ESTRUTURA SECUNDARIA DA PROTEINA
RECOMBINANTE

A fracdo solavel foi identificada como a porcdo com maior nimero de proteina,
portanto a mesma foi usada para a purificacdo da proteina recombinante. A purificacdo
ocorreu por cromatografia de afinidade ao metal (Ni+), na qual 6 residuos de histidina
presente no vetor pAE tem afinidade (adicionada na por¢do N-terminal da proteina

recombinante pelo vetor), retendo entdo a proteina enquanto as impurezas, que se ligam
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fracamente a coluna, sdo retiradas em lavagens subsequentes com tampdo de variadas
concentragfes de imidazol. Para eluir a proteina da coluna, a concentracdo de imidazol na
solucdo tampédo é aumentada para 1M, iniciando uma competicdo da proteina recombinante
com imidazol e com as histidinas da proteina, liberando a mesma da coluna. As fracdes
coletadas durante o processo de purificagdo foram analisadas por immunoblotting conforme

ilustrado na Figura 7.

[MWT 2 3 4 5 6 B LMW Eluicao
- 1
-
45KkDa - 45kDa -
30kDa-.‘-' W« Lpl3hgpo « LipL31
*" - - it

Figura 6. Andlise da presenca da proteina recombinante nas aliquotas pos
purificacdo. Imagem A: 1) fragdo sollvel antes da purificagdo; 2) fracdo coletada da coluna
logo apos inser¢do da amostra; 3) fracdo eluida com 5mM de imidazol; 4) fracdo eluida com
20mM de imidazol; 5)fracdo eluida com 40mM de imidazol; 6) fracdo eluida com 60mM de
imidazol. Imagem B: Aliguotas coletadas durante eluicdo com 1M de imidazol.
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Figura 7. Analise da presenca da proteina recombinante por Western blotting nas
aliquotas pos purificacdo. 1) fracdo sollvel antes da purificagdo; 2) fracdo coletada da
coluna logo apos insercao da amostra; 3) fracdo eluida com 5mM de imidazol; 4) fracao
eluida com 20mM de imidazol; 5)fracdo eluida com 40mM de imidazol; 6) fracdo eluida com
60mM de imidazol; 7-10) aliquotas da fracdo eluida com 1M de imidazol.

E possivel observar uma grande concentracdo da proteina principalmente nas
primeiras aliquotas ap6s a purificacao, inclusive nota-se uma porcdo reconhecida proximo a
66 kDa indicando possiveis dimeros da proteina recombinante. A proteina purificada foi
submetida a diélise, substituindo a solucdo de imizadol por tamp&o PBS e quantificadas por
diferentes métodos, ensaio de Bradford, analise densitométrica das bandas em gel de
poliacrilamida e por espectrofotometria, determinando uma concentracao de 0,9ug/uL.

A técnica de dicroismo circular (CD) foi aplicada para estudar a conformacédo e
estabilidade da proteina apds o processo de purificagdo, desnaturacdo e renaturacdo. As
informacdes obtidas sdo importantes para se compreender as fun¢des da proteina. Foi feita a
analise dos 10 espectros gerados através da absorcédo diferencial de luz circular polarizada no
programa CAPITO (Wiedemann; Bellstedt; Gorlach, 2013).

No diagrama obtido a proteina recombinante apresenta dois picos negativos entre 200
a 230 nm ¢ um pico positivo entre 190 a 200 nm caracteristico da predominancia de a-hélice
(71%), confirmado também na predicdo in silico (65%) da estrutura da proteina LipL31.

Portanto, a estrutura da proteina recombinante se assemelha a proteina nativa da leptospira.
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Figura 8. Espectro do dicroismo circular. A obtencédo dos espectros foi feita em um
espectropolarimetro usando uma célula de 1mm de caminho dptico com intervalos de 0,5nm.

Tabela 2. Predicéo das estruturas secundarias da proteina secundaria.

a-hélice Folha B Irregular
Predito 65% 20% 15%
Experimenta 71% 1% 51%

5.5 AVALIACAO DA IMUNOGENICIDADE DA PROTEINA RECOMBINANTE EM
CAMUNDONGOS

A imunizacdo dos camundongos BALB/c ocorreu com 10ug da proteina purificada
acrescida de adjuvante por via subcutdnea. A inducdo de resposta imune foi avaliada através
da presenca de anti-LipL31 nos soros obtidos.

O titulo de anticorpo, estabelecido pelo inverso da ultima diluicdo do soro cuja
absorbancia ficou acima do valor limitrofe de 0,1 (492nm) gerado em cada uma das
imunizac6es. A proteina foi capaz de produzir altos titulos de 1gG ap0s a terceira imunizagédo
(256 mil de titulo na terceira sangria e 213 mil na quarta sangria) e 0s soros reagiram com a
proteina purificada através do teste de reatividade por Western Blotting nos ensaios

subsequentes.

5.6 AVALIACAO DO ESTADO OLIGOMERICO DA PROTEINA RECOMBINANTE

Apbs a purificacdo das proteinas pela cromatografia de afinidade, a proteina
recombinante também foi submetida uma coluna de gel-filtracdo, técnica que permite a
purificacdo de proteinas através da diferenca de tamanho diretamente relacionado com a
massa molecular. A coluna cromatografica € composta por polimero poroso que interage com
moléculas pelo tamanho, quanto maiores as moléculas, menos interagdo ocorre e menor é
tempo de retencdo. O inverso ocorre para proteinas de menor tamanho.

A partir dessa purificagdo, foi realizado por western blotting um ensaio para

identificacdo dos estados oligoméricos da proteina recombinante, em que a mesma recebeu
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dois tipos de tratamento, desnaturante e ndo-desnaturante e foi identificada tanto pelo
antissoro policlonal obtido da imunizacdo dos camundongos. Neste ensaio foi possivel
identificar duas bandas, ressaltadas no tratamento ndo desnaturado, uma mais fraca em 31
kDa e outra intensa proximo a 62 kDa, provavelmente a estrutura dimérica da LipL31. O
inverso também ocorreu para o tratamento de desnaturacdo da proteina.

A estrutura dimerica é provavelmente mais estavel e a forma natural de

apresentacdo da proteina.

1 2 3 45 6

66kDa—
<+— dimero

33kDa— <— monomero

Figura 9. Andlise estrutural da proteina por western blotting. Amostras de
proteinas recombinantes foram separadas por SDS-PAGE resultando em bandas de proteinas
desnaturadas por aquecimento a 96 °C e tratamento das amostras com [-mercaptoetanol e ndo
desnaturadas (amostras sem tratamento). 1) lipL31 desnaturada; 2) rLIC11711 desnaturada; 3)
BSA desnaturado; 4) lipL31 ndo desnaturada; 5) rLIC11711 n&o-desnaturada; 5) BSA néo
desnaturada.

5.7 ENSAIO DE CONSERVACAO ANTIGENICA DA PROTEINA EM DIFERENTES
ESPECIES DE Leptospira

A presenca da proteina foi avaliada em 3 diferentes espécies e sorovares de
Leptospira, sendo elas L. biflexa sorovar Patoc cepa Patocl, L. interrogans sorovar
Copenhageni cepa M20 e L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130, através
da interacdo de anticorpo com a proteina por western blotting. Os extratos de Leptospira
foram separados por SDS-PAGE 12% e transferidos para membrana de nitrocelulose.

Foi possivel observar uma maior reatividade do antissoro com a L. interrogans,
espécie patogénica, principalmente sorovar Copenhageni cepa Fio Cruz L1-130, enquanto que

na espécie saprofita ndo houve nenhuma interacéo.
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Figura 10. Avaliacdo da conservacdo antigénica da proteina lipL31 em diferentes
espécies de Leptospira. A proteina foi reconhecida pelo antissoro policlonal obtido de
camundongos em bactérias lisadas por sonicador. 1) L. interrogans sorovar Copenhageni cepa
Fio Cruz L1-130; 2) L. interrogans sorovar Copenhageni cepa M20; 3) L. biflexa sorovar
Patoc; a seta indica a altura da porcao correspondente a lipL31.

5.8 ENSAIO DE LOCALIZACAO CELULAR DA PROTEINA LIPL31

A proteina lipL31 foi descrita como proteina de membrana interna pela analise in
silico e para comprovacdo desta informacao foi feito o imunoensaio de localizacdo por ELISA
em bactéria intacta e lisada L. interrogans sorovar Copenhageni cepa M20. A deteccdo da
proteina nativa foi realizada através da interacdo do antissoro homologo gerado contra a

proteina recombinante.
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Gréfico 2. Analise de localizagdo celular da proteina nativa lipL31. Para a
deteccdo da proteina nativa foi utilizado o soro anti-proteina recombinante produzidos em
camundongos seguido do reconhecimento pelo anticorpo secundario IgG anti-camundongo
conjugado com peroxidase.
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Os resultados obtidos sugerem que a proteina lipL31 se encontra na membrana interna,
pois apresentou maior sinal de reatividade para a bactéria lisada do que para a intacta e
também obedece ao padrdo da proteina DnaK conhecidamente de membrana interna. Os
resultados foram analisados estatisticamente por teste T-student e ndo houve diferenca

estatistica entre LipL31 e Dnak.

CONCLUSAO

A partir dos resultados experimentais obtidos pode-se concluir que a proteina LipL31
de L. interrogans sorovar Copenhageni podem ser expressas na fracdo solivel em forma
recombinante, grande facilitador para obtencdo da mesma. Os ensaios de estrutura revelaram
uma proteina composta em sua maioria por a-hélice, e que deu inicio a estudos mais
aprofundados sobre sua estrutura através da cristalizacdo da proteina, que estdo sendo
realizados no presente momento. As andalises também comprovaram a localizagdo da proteina
em membrana interna possibilitando seu uso como controle em ensaios de localizacdo de

outras proteinas.
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