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leptospira em (...).



1/90

Relatdério Descritivo da Patente de Invencdo para: “PROCESSO
PARA OBTENGAO DE UM ANTICORPO MARCADO, METODO PARA
DIAGNOSTICO DE LEPTOSPIROSE IN VITRO, USO, E, KIT PARA
DETECCAO IN VITRO DA PRESENCA DE CEPAS DE LEPTOSPIRA EM
FLUIDOS BIOLOGICOS”.

CAMPO DA INVENCAO

[0001] A presente invencdo encontra-se no campo da
imunologia. A presente invencdo se refere a um processo
para obtencdo de um anticorpo marcado. A presente invencéao
se refere ainda a um método para diagnéstico de
leptospirose in vitro. A presente invencdo se refere ainda
ao uso do anticorpo marcado e a um kit para deteccdo 1in
vitro da presenca de cepas de leptospira em fluidos
bioldgicos.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[0002] A leptospirose ¢é uma zoonose bacteriana
caracterizada por manifestagdes clinicas gque variam de
infeccgdes febris leves a formas mais graves, como
ictericia, hemorragias e comprometimento hepatico e/ou
renal (Lomar et al, 2005; Pernambuco, 2012; Wang et al,
2012; Pinne & Haake, 2013). E uma doenca de grande impacto
na salUde publica e também econdmico, devido aos custos
hospitalares e perdas de dias de trabalho, além de
prejuizos na agropecuaria (Brasil, 2009; Pernambuco,

2012; Murray, 2013). E mundialmente distribuida, estando
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presente em todos os continentes, exceto na Antartica
(Adler & De La Pefila Moctezuma, 2010), porém ainda € mais
comumente encontrada em regides tropicais e subtropicais
(Levett, 2004 ; Pinne & Haake, 2013) e em paises em
desenvolvimento ou subdesenvolvidos, nos quais as condicgdes
socioecondmicas e ambientais favorecem a sobrevivéncia e
disseminacdo da Dbactéria, estando a mesma, portanto,
associada a umidade, condic¢des precarias de infraestrutura,
alta incidéncia de roedores e diagnéstico tardio
(Abgueguen et al, 2008; Lau et al, 2010; Nabity et al,
2012) .

[0003] Descrita brevemente pela primeira vez em
1880 no Cairo, a leptospirose recebeu varias denominacdes
diferentes como “doenca dos pescadores”, “febre outonal” e
“tifo canino”. J& em 1886, foi detalhadamente descrita por
Adolf Weil a partir da observacdo de casos clinicos em
pacientes humanos que apresentavam gquadro de ictericia,
nefrite e hemorragias peculiares. Em 1907 o microrganismo
foi wvisualizado em corte de tecido renal pela primeira
vez, mas apenas em 1915 a Dbactéria foi cultivada e
identificada como agente etioldégico da doenca, denominada
de Spirocheta icterohaemorraghiae. A importédncia do rato
como animal reservatdério foi verificada logo apds a
descoberta do agente etioldgico, e em 1917 o)

microrganismo foi isolado de um roedor pela primeira vez.
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Em 1922 foi relatado o primeiro caso de leptospirose
associado a exposigdo a roedores, e por muitos anos apenas
o rato foil considerado como hospedeiro, porém atualmente
sabe-se que a leptospirose também estd associada a outros
animais domésticos e silvestres (Hinrichsen et al, 2005;
Lomar et al, 2005; Shah, 2012; Musso & Scola, 2013).

[0004] E uma doenca emergente negligenciada
(Chagas-Junior et al, 2012; Wang et al, 2012), de carater
endémico com surtos epidémicos (Hinrichsen et al, 2005;
Davis et al, 2009), e um grande problema de salde publica
mundial que atinge principalmente a América Latina e
Sudoeste da Asia, além de Caribe e Oceania (Musso & Scola,
2013; Picardeau, 2013). Paises como India, Siri Lanka,
Vietnd, China, Brasil, Tailé&ndia, Maldsia e Ilhas Pacificas
sdo considerados &reas de risco para o desenvolvimento da
doenca. Australia, ©Nova Zeldndia e Havail apresentam os
maiores indices de incidéncia de leptospirose entre os
paises desenvolvidos (Lau et al, 2010). S&o definidos
basicamente trés tipos de padrdes epidemioldgicos: 1) em
climas temperados, onde alguns sorovares estdo envolvidos
e a 1infeccdo humana ocorre pelo contato direto com
infectados animais, 2) em A&reas umidas tropicais, onde héa
muitos mais sorovares que infectam seres humanos e
animais, e grandes numeros de animais reservatdédrios, e 3)

no meio urbano em que roedores sdo o principal veiculo



4/90

de origem da infecgdo (Musso & Scola, 2013). S&o estimados
mais de um milh&o de casos por ano de leptospirose grave,
com morte em torno de 10-30% dos casos. A incidéncia em
regides tropicais é de 10-100/100.000 habitantes, podendo
atingir wvalores superiores em surtos epidémicos, enqgquanto
em regides de <clima temperado a incidéncia é de O0,1-
1/100.000 habitantes (Musso & Scola, 2013; Picardeau,
2013; Verma et al, 2013).

[0005] No Brasil, a leptospirose apresenta surtos
epidémicos em periodos de chuva (Brasil, 2009; Pernambuco,
2012) e é encontrada com maior frequéncia nos estados de
Sdo0 Paulo, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Parané, Pars,
Bahia e Pernambuco (Hinrichsen et al, 2005) . Foram
confirmados 27.330 casos de leptospirose no periodo de 2001
a 2008, sendo em média registrados 3.416 por ano, variando
de 2.773 a 4.373 casos, em 2002 e em 2006, respectivamente.
A letalidade no pais, nesse periodo, foi de 11,1% (Brasil,
2010) . De acordo com a Secretaria de Vigildncia Sanitéria
do Ministério da Saude (MS/SVS), o estado de Sao Paulo
possul os maiores indices de morbidade e mortalidade da
regido sudeste, com 2.045 infectados no ©periodo de
Janeiro/2008 a Marco/2012, e 80 mortes no ano de 2010,
indices que correspondem, respectivamente, a 63,21% e
51,61% da regido. Enquanto os casos registrados em

Pernambuco, para o} mesmo periodo (Janeiro/2008 a
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Marco/2012), representam 29,09% de morbidade e 29,79% de
mortalidade em 2010 de toda a regido Nordeste, com 707
infectados e 28 mortes, perdendo apenas para a Bahia
(Brasil, 2012).

[0006] A leptospirose ¢é causada por Dbactérias
espiroquetas patogénicas do género Leptospira, capazes de
infectar animais e humanos (Chagas-Junior et al, 2009; Wang
et al, 2012; Janwitthayanan et al, 2013). Até 1989, o
género Leptospira era dividido em duas espécies:
patogénicas chamadas de Leptospira Iinterrogans e néao
patogénicas, ou sapréfitas, chamadas de Leptospira biflexa.
Estas espécies foram divididas em variantes soroldgicas
(sorovares), e agrupadas em sorogrupos (Zareki et al, 2010;
Musso & Scola, 2013).

[0007] A Leptospira spp. € uma bactéria longa, fina
e helicoidal com alta motilidade, gque possui envelope
celular com propriedades comuns a bactérias Gram-positivas
e Gram- negativas (Vijayachari et al, 2008; Murray, 2013),
com comprimento de 6 a 20 um e 0,1 um de didmetro e ganchos
nas extremidades, é um organismo aerdbio obrigatdrio (Lomar
et al, 2005; Widiyanti et al, 2013) e compreende o género
Leptospira, pertencente a familia Leptospiracea da ordem
Spirochetales (Hinrichsen et al, 2005; Adler & De La Pefla
Moctezuma, 2010; Widiyanti et al, 2013).

[0008] Atualmente, o género Leptospira compreende
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20 espécies com mais de 300 sorovares, divididos em 20
sorogrupos, sendo o lipopolissacarideo (LPS) fundamental
para esta classificacéo. Esta classificacéo, chamada
fenotipica, ¢é definida pela aglutinacdo e absorcido de
antigenos homélogos a partir da identificacdo do antigeno
O presente no LPS que permite a diferenciacdo das espécies
e os sorovares (Lim, 2011; Picardeau, 2013) . A
classificacdo antigénica ainda é muito utilizada por ter
um grande valor epidemioldégico e clinico, porém ndo é uma
classificacdo taxonbmica (Lim, 2011; Musso & Scola, 2013).
[0009] Mais recentemente, uma nova classificacéo
utilizando a homologia do DNA (acido desoxirribonucleico)
tem sido relatada (Shah, 2012). As espécies gendmicas, ou
genomoespécies, sdo classificadas em grupos de bactérias
que apresentem 70% ou mais de homologia dos seus DNA’s
(Vijayachari et al, 2008), sendo uma classificacéo
independente da classificacdo soroldgica (Barthi et al,
2003). Os métodos moleculares sdo baseados na digestdo de
DNA, com a utilizacdo de enzimas de restrigcdo; gel de
eletroforese pulse Field (PFGE); ribotyping; restriction
fragment length polymorphism (RFLP) e amplificacdo de
sequenciamento. A classificacdo genotipica é baseada na
hibridizacdo de DNA, e sdo descritas 17 genomoespécies,
dentre as quais treze sdo patogénicas (L. interrogans, L.

alexanderi, L. fainei, L. inadai, L. kirschneri, L.
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meyeri, L. borgpetersenii, L. weilii, L. noguchii, L.
santarosai, L. 1inadai, L. alstonii, e L. terpstrae) e
quatro sapréfitas (L. biflexa, L. wolbachii, L. vanthielii
e L. yanagawae) (Barthi et al, 2003; Vijayachari et al,
2008; Zareki et al, 2010; Lim, 2011).

[0010] Véarios animais sinantrdépicos, domésticos e
selvagens podem comportar-se como fontes de infecgdo de
leptospiras, pois as mantém vivas e as disseminam pelo
meio ambiente. Em regides urbanas, os principais
reservatédrios sdo os roedores (especialmente o rato de
esgoto - Rattus novergicus), que se constituem em
portadores sé&os universais (Lomar et al, 2005; Brasil,
2009). Em animais, pode ser transmitida verticalmente de
mde para filho, tornando-se uma causa frequente de
abortamentos, infertilidade e morte (Pinne & Haake, 2013).
O contato indireto, através de &gua ou solo contaminados
com urina ou direto com tecidos de animais reservatédrios,
convalescentes, portadores e doentes, é a principal forma
de infeccdo do homem, hospedeiro acidental da bactéria
(Adler et al, 2011; Pinne & Haake, 2013). Outras formas
menos comuns de transmissdo sdo contato com sangue,
tecidos e oOrgdos de animais infectados, transmisséo
acidental em laboratdérios e ingestdo de 4agua ou alimentos
contaminados (Brasil, 2005; Cinco, 2010), inalacdo de

aerossdis e mordidas de animais. A transmissdo inter-humana
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é pouco relatada (Musso & Scola, 2013). E considerada uma
doenca ocupacional (Levett, 2004; Cinco, 2010) diretamente
relacionada a veterindrios, agricultores, trabalhadores de
matadouros, cacadores de roedores, trabalhadores de
controle, e outras ocupag¢gdes que requerem contato com
animais e &gua por longos periodos (Lau et al, 2010; Musso
& Scola, 2013); e também pode ser associada a atividades
recreativas como esportes que envolvem agua, como
canoagem e natacdo (Bharti et al, 2003; Lau et al, 2010;
Shah, 2012).

[0011] As bactérias eliminadas por animais
infectados atingem o organismo humano a partir da
penetracdo pela pele lesionada, pelas mucosas, e ainda,
pela pele integra exposta a agua e/ou solo contaminados
por longos periodos (Pernambuco, 2012; Wang et al, 2012;
Widiyanti et al, 2013). Ao penetrarem no organismo, as
leptospiras atingem a corrente sanguinea permanecendo
circulantes por aproximadamente sete dias, constituindo-se
a fase de bacteremia (Adler & De La Pefia Moctezuma, 2010).
Sdo féacil e rapidamente disseminadas para todos os
6rgdos, porém seus oOrgdos alvo sdo o figado, rins,
pulmdes, coracdo e musculos (Hinrichsen et al, 2005; Lomar
et al, 2005), residem preferencialmente nos tubulos
proximais renais e por 1isso sdo eliminadas na urina (Davis

et al, 2009; Murray, 2013). A primeira lesdo observada ¢é a
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lesdo do endotélio de pequenos vasos sanguineos que podem
conduzir a isquemia localizada, ocasionando uma
insuficiéncia renal tubular, necrose hepatocelular e ainda
dano pulmonar e meningite; hemorragias podem ocorrer em
casos graves com frequente plaquetopenia e granulocitose.
Uma vez que os anticorpos circulantes aparecem, as
leptospiras s&o removidas da circulacdo por fagocitose
(Adler & De La Pefia Moctezuma, 2010), ou escapam e migram
para os o6rgdos alvo (Davis et al, 2009). As leptospiras
invadem os 6érgdos devido a acdo de toxinas ou componentes
celulares citotdéxicos por ela 1liberados, que geram ©
aparecimento dos sintomas (Hinrichsen et al, 2005; Adler &
De La Pefla Moctezuma, 2010).

[0012] Ainda ndo sdo bem descritos e entendidos os
mecanismos pelos quais as leptospiras invadem, aderem e
colonizam os tecidos do hospedeiro que resultam no
estabelecimento e avanco da doenca. Avancos significativos
estédo sendo obtidos em varios estudos moleculares
realizados, porém a base molecular determinante de sua
viruléncia ainda permanece desconhecida, devido
principalmente a auséncia de instrumentos genéticos para a
manipulacdo de Leptospira. Alguns mecanismos patogénicos
sdo relatados, porém sem a determinagdo de um componente
especifico responsavel pela atividade da bactéria (Adler &

De La Pefia Moctezuma, 2010; Murray, 2013).
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[0013] O lipopolissacarideo (LPS) ¢é o principal
componente antigénico das Leptospiras e possui fungdes como
aglutinacédo, opsonizacdo e ligacdo a anticorpos (Lucas et
al, 2011). Algumas proteinas tém sido associadas a funcdes
essenciais na colonizacdo do hospedeiro, como aderéncia a
matriz extracelular e regulacdo complementar; mutacdes tém
sido reveladas como fatores importantes na patogénese, pois
podem afetar a motilidade, a aquisicdo de nutrientes,
sobrevivéncia a macréfagos, a resisténcia a temperatura e
estresse oxidativo, porém ainda sem mecanismos bem
esclarecidos de como 1isso ocorre (Murray, 2013). Dentre
essas proteinas, as mais 1mportantes descritas até o
presente momento, sdo as proteinas de membrana externa,
chamadas OMPs, que se aderem as membranas por interacdes
hidrofébicas - lipoproteinas, ou se encontram localizadas
na transmembrana ou ainda no espac¢o periplasmatico. As OMPS
sdo consideradas importantes candidatos vacinais e a
principal delas é a lipoproteina LipL32 (Pinne & Haake,
2013) devido a sua producdo em grande quantidade, porém o
seu papel ainda é pouco entendido, por ndo se apresentar
fundamental para a viruléncia das bactérias (Murray, 2013),
embora seja conservada entre as leptospiras patogénicas,
apresente imunogenicidade e expressdo nos &érgdos alvos
durante a infecgcdo aguda em modelos animais (Chaemchuen et

al, 2011).
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[0014] Em humanos, o periodo de incubacdo da doenca
pode variar de um a 30 dias, porém é mais comum ocorrer de
cinco a 14 dias apdés a contaminacdo (Hinrichsen et al,
2005; Brasil, 2005; Brasil, 2009; Lau et al, 2010). A
leptospirose pode se apresentar assintomaticamente; com
sintomas tipicos de uma gripe como febre, cefaleia,
diarreia, vémitos e mialgia; com manifestagcdes mais graves
como uma meningite, miocardite, pneumonia, hepatite ou
nefrite; ou ainda gerar complicacdes mais comprometedoras
como disfuncdo hepética (ictericia), faléncia renal e
hemorragias (principalmente pulmonar) - triade que
caracteriza a forma clinica mais comum, chamada de
Sindrome de Weil - que podem levar o individuo a uma
faléncia mualtipla dos brgdos acompanhada de morte
(Palaniappan et al, 2007; Cinco, 2010; Widiyanti et al,
2013). E dificilmente diagnosticada por apresentar sintomas
inespecificos comuns a outras doencgas, sendo inumeras vezes
subdiagnosticada ou confundida com outras infecc¢des
tropicais como maléaria, dengue, febre hemorragica,

hepatites e meningites (Lau et al, 2010).

[0015] Apresenta-se de duas formas clinicas
distintas: anictérica ou ictérica. A forma anictérica
possui duas fases. A primeira, septicémica ou

leptospirémica ou aguda, ¢é caracterizada principalmente

pelo aparecimento abrupto de febre alta e remitente,
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calafrios, cefaleia intensa, prostracéo e mialgia
especialmente nas panturrilhas (podendo aparecer dores
musculares nas coxas e abdbmen). Nesta fase as leptospiras

estdo circulantes e sao encontradas no sangue -
leptospiremia (Lomar et al, 2005; Brasil, 2005; Brasil,
2009; Picardeau, 2013). Outros sintomas como anorexia,
nauseas, vémitos, diarreias, artralgias, hiperemia ou
conjuntivite acompanhada de hemorragia, fotofobia e dor
ocular, bem como hemorragia digestiva agravada por melena
ou enterorragia, hepatomegalia, esplenomegalia e
pancreatite também podem ocorrer, sendo os trés ultimos
mais raros. Epistaxe, dor torédcica, tosse seca ou com
expectoracéo hemoptoica ou nao (com ocorréncia de
hemoptise franca de forma subita e Obito por asfixia),
dispnéia e cianose também se apresentam em alguns casos.
Les®es cutdneas como exantemas maculares, maculo-papulares,
eritematosos, urticariformes, petequiais ou hemorragicos
podem ser observados. Disturbios neuroldgicos como
confuséao, delirio e alucinacobes, sinais de irritacéo
meningea, e outros, s&do raros, mas também podem estar
presentes (Lomar et al, 2005; Brasil, 2005; Brasil, 2009).
[0016] Os anticorpos especificos produzidos podem
ser detectados no soro na fase imune, segunda fase da
forma anictérica. Anticorpos do tipo IgM normalmente

aparecem mais precocemente do que os anticorpos do tipo IgG



13/90

e podem ser identificados de cinco a sete dias apds o
aparecimento dos sintomas, mas podem estar presentes por
até dois meses apds a infecgdo ou permanecerem circulantes
em baixos titulos por anos (Who, 2003; Levett, 2004;
Shah, 2012). Ja& a deteccdo dos anticorpos IgG ¢é mais
variavel, podendo ndo ser detectados ou serem detectados
apenas em curtos periodos de tempo, mas eles podem
permanecer no organismo por varios anos (Who, 2003). O
aumento do titulo de anticorpos estd relacionado a
eliminacdo das leptospiras circulantes no sangue. Em
alguns casos, leptospiras antigénicas ou DNA podem néo
ser detectados no sangue devido a uma fraca ou curta
leptospiremia na fase aguda; bem como amostras coletadas
antes da soroconversdo podem levar a resultados falso-
negativos na detecgdo de anticorpos (Picardeau, 2013).
[0017] Esta fase apresenta a meningite como
principal sintoma, caracterizada por cefaleia intensa,
vbmitos e irritacd&o meningea; encefalite, paralisias
focais, espasticidade, nistagmo, convulsdes, distarbios
visuais de origem central, neurite periférica, paralisia de
nervos cranianos, radiculite, sindrome de Guillain-Barré e
mielite ocorrem em menor frequéncia, e ainda acidentes
vasculares cerebrais hemorrdgicos ou meningeos, com gquadros
graves de hipertensdo intracraniana e coma. A uveite

também é uma manifestacéo clinica importante com
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aparecimento nessa fase (Lomar et al, 2005; Brasil, 2005;
Brasil, 2009).

[0018] A forma ictérica é a forma grave e mais
comum da doenca, normalmente devida a uma evolucdo da
forma anictérica com desenvolvimento de ictericia grave. E
comumente chamada de Sindrome de Weil, e ndo apresenta as
fases leptospirémica e imune bem definidas; os sintomas
sdo o0s mesmos descritos na fase septicémica da forma
anictérica, porém com maior intensidade e duracéo,
acompanhados de disfuncdo hepéatica severa, associada a
disfuncdo renal, hemorragias, alteracdes hemodindmicas,
cardiacas, pulmonares e neuroldgicas, além de febre
persistente. A ictericia rubinica é intensa, com urina
escura, de inicio abrupto e com altos niveis de
bilirrubinas (Lomar et al, 2005; Brasil, 2005; Brasil,
2009) .

[0019] O controle e erradicacdo da leptospirose séo
dificeis, visto que existem varios tipos de espécies,
sorovares € SsSOorogrupos cada um com caracteristicas
distintas e peculiares; além das diferentes fontes e
formas de infeccdo. Préaticas saudaveis de higiene pessoal
e tratamento de &gua, recolhimento de 1lixo e condicdes
sanitdrias adequadas s&o importantes formas de contribuir
para a extingcdo dessa grave doenca, estando o controle,

portanto, diretamente associado a condig¢des locais, o que
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dificulta ainda mais o processo (Lim, 2011; Shah, 2012;
Verma et al, 2013). E possivel fazer o uso de antibiéticos
também como medida profilatica (Pappas & Cascio, 2006),
para adultos expostos a ambientes de risco, pode-se fazer
o uso semanal de 200mg do antibidético doxicilina (Barthi
et al, 2003; Shah, 2012); Jj& em criancas ainda ndo se tem
bem estabelecida a profilaxia, mas tem-se testado a
eficiéncia da amoxicilina como antibidético preventivo
(Shah, 2012).

[0020] O tratamento com antibidéticos é eficiente e
deve ser 1iniciado imediatamente apdés a suspeita e/ou

diagnéstico. A benzil penicilina com aplicagdo intravenosa

[0S

o antibidético de escolha. Para pacientes hipersensiveis

-

penicilina, é recomendado o uso de doxiciclina (Barthi
et al, 2003; Vijayachari et al, 2008; Lim, 2011). A
penicilina G demonstra ser eficaz na diminuigcdo do
periodo de febre e a disfuncdo renal, sendo indicada
para casos graves da doenca (Barthi et al, 2003; Lim,

2011); a ampicilina e a amoxicilina sdo indicadas em casos

de leptospirose Dbranda (Barthi et alI, 2003). Outros
antibidéticos também podem ser eficientes, como e
aminoglicosideos (Lim, 2011), cefalosporinas de 32
geracao, ciprofloxacina (Pappas & Cascio, 2006),

eritromicina, cefotaxima (Who, 2003) e as tetraciclinas,

mas as Ultimas sdo contra-indicadas em casos de pacientes
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com insuficiéncia renal, em criancas e mulheres gravidas
(Vijayachari et al, 2008). Apesar da sensibilidade da
Leptospira aos antibidéticos, altas taxas de mortalidade
(superiores a 20%) ainda sdo registradas nas regides com
infra-estrutura precédria, com letalidade de até 70% para
leptospirose hemorragica pulmonar grave (Adler et al,
2011) .

[0021] O desenvolvimento de vacinas para uso humano
e veterindrio ¢é um grande desafio atualmente (Pappas &
Cascio, 2006). As principais vacinas disponiveis sé&o
suspensdes celulares mono ou polivalentes, inativadas por
agentes quimicos ou fisicos, tais como formaldeido ou fenol
e calor (Verma et al, 2013). Estas composigdes wvacinais
chamadas bacterinas apresentam varias deficiéncias, como a
protecdo restrita aos sorovares presentes na preparacdao,
reatogenicidade associada aos contaminantes oriundos do
processo de obtencéao, como componentes do meio e
lipopolissacarideos, a ndo indug¢do da imunidade em longo
prazo, o que requer administracdo anual ou semestral
(Faine et al., 1999; Bharti et al., 2003).

[0022] Porém, subunidades vacinais tém sido
investigadas e evidenciadas como ©potencializadores da
atividade das Dbacterinas, como protecdo antigénica e
protecdo cruzada em vacinas atenuadas e inativadas. Sendo

possivel observar protecdo cruzada contra infeccdo aguda
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em hamster com vacina atenuada experimental; a protecéo
mediada por proteinas também pode ser uma alternativa na
auséncia de resposta ao LPS heterdlogo; além da utilizacéo
de antigenos como subunidades wvacinais. Muitas proteinas
recombinantes também vém sendo estudadas como candidatos
vacinais (Murray et al, 2012). Em alguns paises, vacinas
sorovar-especificas tém sido avaliadas para uso humano
(Shah, 2012), mas, caso sejam aprovadas, devem ser
repetidas anual ou semestralmente, em surtos epidémicos, e
sdo recomendadas apenas para grupos de alto risco (Shah,
2012; Verma et al, 2013). Vacinas baseadas no DNA sé&o
capazes de estimular resposta imune humoral e celular em
modelos animais, o que sugere uma estratégia promissora
para o desenvolvimento de vacinas contra a leptospirose
(Hartwig et al, 2013).

[0023] Neste sentido, tem sido proposto o)
desenvolvimento de uma vacina polivalente com o emprego de
proteinas de membrana de leptospiras, que além de estarem
envolvidas na i1interacdo das bactérias com as células do
hospedeiro, sdo bastante conservadas entre as diferentes
espécies e sorovares (Haake et al., 1999; Branger et al.,
2001; Silva et al., 2007). Muitas proteinas recombinantes
também vém sendo estudadas como candidatos vacinais (Haake
et al., 1999; Silva et al., 2007; Murray et al, 2012).

Vacinas baseadas no DNA sdo capazes de estimular resposta
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imune humoral e celular, em modelos animais, © que sugere
uma estratégia promissora para novas vacinas contra a
leptospirose (Hartwig et al, 2013).

[0024] A inespecificidade dos sintomas ocasiona
erros frequentes no diagnéstico e selecdo do tratamento
médico, que resultam em altas taxas de mortalidade (Bracho
et al, 2010) . Em paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento o quadro ¢é agravado pela falta de
sistemas de vigilédncia eficazes, com laboratdérios adequados
que oferecam disponibilidade de diagndéstico laboratorial de
qualidade. Por essas deficiéncias, a incidéncia da
leptospirose nesses paises é subestimada ou
subdiagnosticada (Chagas-Junior et al, 2012; Musso & Scola,
2013) . O desenvolvimento de um diagndéstico rapido,
especifico e sensivel é extremamente importante para que o
tratamento seja iniciado rapidamente e fornega resultados
mais efetivos (Ooteman et al, 2006).

[0025] Os diferentes métodos de diagndésticos podem
ser didaticamente categorizados em bacterioldbgicos,
microscépicos, soroldégicos e moleculares, sendo assim
classificados em diretos (isolamento, visualizacdo direta
ou amplificacéo génica) e indiretos (deteccéo de
anticorpos) (Vijayachari et al, 2008).

[0026] Um dos métodos de diagndésticos utilizados

que se pode citar é o Teste de Aglutinacdo Microscbdpica
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(MAT), <considerado o padrdo ouro para o diagndstico
soroldgico da leptospirose, devido a sua alta sensibilidade
e especificidade, é um teste sorogrupo especifico. A partir
dele se identifica o sorogrupo infectante, porém sua
identificacdo ¢é apenas soroldégica (Barthi et al, 2003;
Perez & Goarant, 2010; Shah, 2012; Picardeau, 2013). No
diagnéstico por MAT sdo utilizados anticorpos
aglutinantes antigeno-especificos de diferentes sorogrupos
de leptospiras endémicas comuns a uma regido (Barthi et
al, 2003; Aviat et al, 2010; Shah, 2012). O método consiste
em incubar o soro do paciente com diferentes estirpes de
leptospiras, em diluicd&o seriada. O teste é positivo quando
0 soro testado apresenta uma aglutinacdo minima de 50%
quando comparada ao antigeno controle sem soro (Picardeau,
2013) . As desvantagens deste método sd&o a necessidade da
manutencdo de culturas vivas de leptospira, com risco de
contaminacdo para o operador e a baixa sensibilidade quando
considerado o tempo de infecgdo e a elevada concentracdo de
anticorpos necessarios (Vasconcellos, 1979; Genovez e
Yasuda, 1988). Além disso, em alguns casos, para a
confirmacdo do diagnéstico da leptospirose utilizando o
MAT recomenda-se comparar duas amostras de soro, a
primeira coletada na fase aguda da doenca e a segunda,
duas ou trés semanas apds. O aumento no titulo de

anticorpos de quatro ou mais vezes da primeira para segunda



20/90

amostra confirma o diagndéstico da infecgdo aguda. Se
houver um resultado ndo reagente na primeira amostra e um
resultado reagente com titulo maior ou igual a 200 na
segunda amostra, tem-se o que se conhece como
soroconversao, o que também confirma o caso. Estas
situagbes podem atrasar a confirmacdo do diagndstico
clinico da doenca, podendo acarretar na progressdo para
formas mais graves.

[0027] A deteccéo direta de leptospiras em
microscédpio de campo escuro a partir do Isolamento em
Cultura (CI) da bactéria é um dos principais métodos de
diagnéstico utilizados (Chagas-Junior et al, 2009). Para
seu crescimento, a bactéria precisa de um meio que seja
enriquecido com nutrientes favoraveis e ainda,
antimicrobianos seletivos que impecam o crescimento de
contaminantes (Saengjaruk et al, 2002); a leptospira
apresenta dtimo crescimento nos meios especiais
semissdélido de Fletcher e o liquido de Ellinghausen,
MacCullough, Johnson & Harris (EMJH), que por isso sdo
utilizados em rotina (Lim, 2011). Podem ser detectadas no

sangue entre 1O2 e 106

leptospiras/mL durante a fase
aguda da leptospirose, sendo mais comumente encontradas
aproximadamente 1O4 leptospiras/mL de sangue na

visualizacdo direta (Picardeau, 2013). E também um

protocolo padrdo ouro, além de ser um diagndéstico
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definitivo, porém, apesar de ser um método barato,
apresenta potenciais dificuldades como altos indices de
contaminacéo, baixa sensibilidade, longo periodo de
incubacdo, alto risco de resultados falso-positivos e
necessidade de vasto treinamento profissional Chagas-Junior
et al, 2009; Picardeau, 2013).

[0028] Entre os métodos soroldgicos convencionais
encontram-se os testes imunoenzimaticos, chamados de Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), que sao bastante
utilizados em ensaios para a deteccdo de anticorpos, tanto
do tipo IgM gquanto do tipo 1IgG, contra a leptospira
integra (Shah, 2012; Picardeau, 2013). Kits comerciais de
ELISA utilizam antigenos derivados de estirpes néo
patogénicas, como por exemplo, a L. biflexa cepa Patoc I
(Chalayon et al, 2011). A principal vantagem desse método
é que com apenas um antigeno género-especifico presente em
varias leptospiras é possivel realizar a sua identificacéo,
sem a necessidade de confirmacdo do diagndéstico com o
crescimento da bactéria em cultura. Porém, como desvantagem
possui baixa especificidade, menor sensibilidade comparada
ao MAT, alto 4indice de reacdes cruzadas para outras
doencas e a 1impossibilidade de diferenciar sorovares
(Chalayon et al, 2011; Shah, 2012). Mas é um importante
instrumento para o diagnéstico <clinico, gue nédo exige

diferenciacdo soroldgica para o 1inicio do tratamento
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(Shah, 2012).

[0029] Atualmente uma das técnicas que apresentam
0s melhores resultados em termos de sensibilidade e
especificidade sdo aquelas que envolvem biologia molecular,
principalmente Reacdo em Cadeia da Polimerase Convencional
(PCR) e em Tempo Real ou Quantitativa (gPCR) (Ooteman et
al, 2006; Chagas-Junior et al, 2012), que permite um
diagnéstico precoce e preciso em uma Unica amostra
positiva; porém esta técnica nao fornece dados
epidemiolédgicos (Perez & Goarant, 2010) e possui alto
custo (Shah, 2012). O método de PCR tem sido usado para um
grande numero de microrganismo, incluindo oS de
importéncia clinica. Em métodos diagndsticos baseados em
PCR detecta-se o DNA de leptospiras obtidos de amostras
biolégicas de animais infectados experimentalmente (Ooteman
et al, 2006), onde a amplificacdo e sequenciamento do gene
163 rRNA permite a diferenciacdo das espécies patogénicas
e ndo patogénicas de leptospiras (Barthi et al, 2003;
Cerqueira & Picardeau, 2009), além da deteccédo de
sequéncias repetidas inseridas que aumenta a sensibilidade
do método (Cerqueira & Picardeau, 2009). Apresentam-se
disponiveis véarios kits comerciais para o isolamento
rapido de DNA, que utilizam sangue ou urina para testes de
diagnéstico que utilizam a purificacéo de acidos

nucleicos, a partir de grdnulos magnéticos que permitem a
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concentracdo dos 4acidos nucleicos ou antigenos presentes
nas amostras. Para a realizacdo de testes deste tipo, pode
ser utilizado sangue coagulado (contendo soro e coagulo de
sangue) ou nao coagulado (contendo plasma, células
vermelhas ou Dbrancas e plaquetas); embora ainda haja
controvérsias, alguns autores relatam que o plasma com
EDTA apresenta melhores resultados para a amplificacéo
dos genes, porém ¢é menos sensivel que outras fracdes.
Ainda podem ser utilizados o fluido cefaloraquidiano ou a
urina (Picardeau, 2013).

[0030] Outros testes soroldédgicos conhecidos sé&o
ensaios indiretos de hemaglutinacéo, macroaglutinacéo,
testes de aglutinacdo em latex e imunofluorescéncia
indireta, porém sdo pouco utilizados por apresentarem
especificidade e sensibilidade insatisfatérias quando
comparados com outros testes como o ELISA (Shah, 12;
Picardeau, 2013). Antigenos de proteinas recombinantes tém
sido estudados como potenciais ferramentas de diagndstico
(Chalayon et al, 2011).

[0031] A emissdo de luz através da alteracdo do
nivel energético de &tomos ou moléculas caracteriza a
luminescéncia, fendmeno este que pode ocorrer por reacgdes
quimicas, radiacdo ou interacdes bioldgicas, denominado
respectivamente de quimiluminescéncia, fotoluminescéncia ou

bioluminescéncia (Van Dyke, 1988; Dodeigne et al, 2000).
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Ainda sé&o descritos outros tipos de luminescéncia, que séao
menos estudados e possuem menor utilizacdo, tais como a
sonoluminescéncia, a mecano ou tribulominescéncia, a
radioluminescéncia e a termoluminescéncia (Sotomayor et al,
2008) .

[0032] Estes &tomos ou moléculas ao absorverem
energia, fazem transicdes entre seus niveis energéticos que
sdo responsaveis pela excitacdo dos elétrons presentes em
orbitais moleculares ocupados de mais alta energia (HOMO,
highest occupied molecular orbitals) para os orbitais
desocupados de mais baixa energia (LUMO, lowest unoccupied
molecular orbitals). As particulas-ondas que transitam
entre os orbitais HOMO e LUMO s&o chamadas de foétons
(Ximenes, 2000).

[0033] Ao sofrer uma transicdo eletrdnica, o)
elétron pode ter seu campo magnético (spin) conservado ou
invertido, no qual terd um estado excitado diferente, e
com caracteristicas proéprias. Quando had a conservacdo do
spin, o elétron estd em um estado excitado singleto, e
quando ocorre a inversdo do spin, o seu estado excitado
serd o tripleto. O estado excitado singleto é o que possui
maior energia e ocorre mais comumente, porém seu tempo de
vida é menor (nanosegundos) . J4 o estado excitado
tripleto, possui um tempo de vida maior (de milisegundosa

segundos), embora com menor energia, emissdo de luz em
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maior comprimento de onda e ocorre com menos frequéncia
(Ximenes, 2000).

[0034] Uma vez excitado o &tomo ou molécula,
necessita voltar ao seu estado fundamental, por encontrar-
se em um estado termodinamicamente instédvel. Para tanto,
este &tomo ou molécula produz e libera wuma radiacéo
eletromagnética em forma de luz ou outro tipo de radiacdo,
processo este que caracteriza a luminescéncia conforme
citado anteriormente. No entanto, apds a excitacdo, a
emissdo de radiacdo eletromagnética pode ocorrer imediata
ou tardiamente. Na fluorescéncia o &tomo ou molécula
encontra-se no estado singleto e emite a energia absorvida
de forma imediata. J& na fosforescéncia, o &tomo ou
molécula transitarada de um estado tripleto para o estado
fundamental singleto (Rongen et al, 1994; Ximenes, 2000;
Moreira, 2009).

[0035] Embora muitas substéncias orgédnicas sejam
luminescentes, elas apresentam baixo rendimento quéantico,
que pode ser decorrente da baixa transferéncia de energia
ou da molécula excitada ser um fraco emissor (Dodeigne
et al, 2000) . Tornando, assim, a luminescéncia uma
propriedade incomum, encontrada apenas em algumas
moléculas, e, portanto, gque apresenta uma seletividade
importante para o desenvolvimento de métodos luminescentes

que permite uma quantificacdo seletiva e sensivel, além do
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baixo custo de manutencdo e analise quando comparados a
outros métodos analiticos (Sotomayor et al, 2008).

[0036] Sendo assim, tem se tornado cada vez mais
crescente o interesse por métodos de diagndésticos que
oferecam técnicas com maior sensibilidade, especificidade,
precisdo, exatiddo e rapidez.

[0037] Os primeiros relatos e <classificacdes da
luminescéncia foram realizados pelos gregos e romanos, a
partir das caracteristicas peculiares de seres luminosos,
como peixes, bactérias e fungos. Porém, as investigacdes
cientificas da bioluminescéncia foram iniciadas apenas no
século XVII (Dodeigne et al, 2000; Moreira, 2009).

[0038] 0 processo de quimiluminescéncia foi
descrito e conceituado pela primeira vez em 1877 por
Radziszewski, ao observar a emissdo de luz amarela a
partir da autoxidacdo da lofina. Porém sua classificacéo
foi documentada apenas em 1888, por Wiedemann, o qual

ANY

definiu que a emissdao de luz durante os processos
quimicos deveria ser classificada como quimiluminescéncia”.
Wiedemann também propds a diferenciacéo entre a
quimiluminescéncia e a incandescéncia, sendo a uUltima um
processo fisico, no qual a emissdo de luz ocorre por um
aumento de temperatura (Bartoloni et al, 2011).

[0039] O primeiro composto quimiluminescente a ser

sintetizado foi a lofina (2,4,5- trifenilimidazol), ainda
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em 1877. Anos mais tarde, foram descritas as propriedades
quimiluminescentes do luminol (5-amino-2, 3-
dihidroftalazina-1,4-dione). Em 1935 mais um composto foi
sintetizado, a lucigenina [nitrato bis(N-metil-acridina)],
a qual teve suas propriedades descritas por Gleu e Petsch,
que declararam sua emissdo de luz na faixa verde ou azul
(Santos et al,1993; Dodeigne et al, 2000).

[0040] McCapra propds, em 1964, os mecanismos de
formacdo dos dioxetanos ciclicos como meio de explicar a
guimiluminescéncia de saltos, dos perioxalatos (Dodeigne
et al, 2000). A luciferase, presente nos vagalumes, foi
isolada em 1947, e quase trinta anos mais tarde, em 1976,
o0 processo de qguimiluminescéncia foi descrito pela
primeira vez como um ensaio laboratorial (Santos et al,
1993). Os derivados de acridina foram conhecidos como
moléculas quimiluminescentes em 1935 por Gleu e Petsch
(Dodeigne et al, 2000).

[0041] A quimiluminescéncia é um tipo de
luminescéncia baseada na emissdo de luz de um &tomo ou
molécula excitado gerada no decorrer de uma reacdo quimica,
ndo sendo necessaria nenhuma fonte eletromagnética. Neste
fenébmeno, o &tomo ou molécula ndo absorve a luz, e ndo a
emite em forma de fétons, o que o difere da
fotoluminescéncia. A reacdo quimiluminescente também difere

das reacdes térmicas, nas quais a energia em excesso &
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dissipada na forma de <calor, excitacdo rotacional ou
vibracional (Santos et al, 1993; Dodeigne et al, 2000;
Sotomayor et al, 2008; Bartoloni et al, 2011).

[0042] Quando a energia absorvida por um A&tomo
ou molécula é suficiente para gerar o estado de
transicdo do mesmo, e este por sua vez possul energia
superior ao produto a ser formado, o produto serd gerado
também em seu estado excitado, e ao retornar para O seu
estado fundamental liberard a energia em forma de luz. Em
uma reacdo exotérmica, o atomo ou molécula em estado de
transicdo possui energia inferior ao produto formado no
estado excitado, e, portanto, forma o produto no seu
estado fundamental, e libera o excesso de energia sob a
forma de calor (Santos et al, 1993; Bartoloni et al, 2011).

[0043] O processo quimiluminescente pode ocorrer de
duas formas: direta ou indiretamente, caracterizando,
respectivamente, a quimiluminescéncia direta ou indireta,
a depender do contetdo energético que a mesma possui. Na
quimiluminescéncia direta, o produto excitado emite fétons
sob a forma de luz ao retornar ao seu estado fundamental.
Enquanto na gquimiluminescéncia indireta a energia ndo é
suficiente para excitar o produto formado, este, por sua
vez, transfere a energia para outra molécula, gque atinge
seu estado excitado, e ao retornar para o seu estado

fundamental libera os fétons (Santos et al, 1993;
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Moreira, 2009).

[0044] Afirma-se que uma reacdo guimiluminescente
ocorre, de maneira geral, em trés etapas principais: 1-
formacdo de um intermedidrio de alta energia (IAE), a
partir de transformacdes quimicas de uma molécula no seu
estado fundamental; 2- quimiexcitacdo, gque pode ocorrer
através de interacdes com reagentes (decomposicéao
catalisada por um ativador) ou decomposigdo unimolecular
(ou rearranjo de moléculas com alta energia) do IAE; 3-
decaimento do IAE estado excitado ©para seu estado
fundamental, liberando assim a energia absorvida (Bartoloni
et al, 2011).

[0045] Na decomposicdo unimolecular de perdxidos
ciclicos, uma molécula relativamente estdvel ao receber
energia leva a formacdo de dois compostos carbonilicos
excitados, que podem se apresentar no estado excitado
singleto ou tripleto. Porém, esta é uma reagcdo gue néo
possui grandes rendimentos quanticos, J& que seu estado
excitado tripleto possuli maior energia dque o estado
excitado singleto. Mas como vantagem, os perdxidos ciclicos
sdo compostos isolaveis, o que torna possivel a observacédo
cinética da etapa de quimiexcitacdo (Bartoloni et al,
2011). Quando ocorre interacdo com outros reagentes,
observa-se 0 processo de luminescéncia quimicamente

iniciada por intercdmbio de elétrons (CIEEL - chemically
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initiated electron exchange Iluminescence). O mecanismo
CIEEL pode ser explicado através da wutilizacdo de
ativadores (ACT), que, em geral, sdo hidrocarbonetos
policondensados aromadticos de baixo potencial oxidativo e
alto rendimento quantico de fluorescéncia. Estes
ativadores alteram o curso da reacdo, de modo gque aceleram
a decomposicdo dos perdxidos ciclicos e aumentam os
rendimentos quadnticos dos produtos excitados formados.
Neste mecanismo, a luz emite é proveniente da fluorescéncia
do ativador, o que potencializa a luminescéncia final
observada (Sotomayor et al, 2008; Bartoloni et al, 2011).
Atualmente acredita-se que os métodos quimiluminescentes
de maior eficiéncia sdo aqueles baseados neste sistema
(Sotomayor et al, 2008). A quimiluminescéncia ¢é ainda
caracterizada por sua alta sensibilidade, ampla faixa
linear de resposta, auséncia de efeitos de espalhamento e
simplicidade de instrumentacdo (Dodeigne et al, 2000;

Sotomayor et al, 2008).

[0046] Acredita-se que a sensibilidade dos métodos
quimiluminescentes seja de uma detecgdo da ordem de 10_15
a 10_18 mol. Portanto, a quimiluminescéncia e seus
principios tém sido aplicados como ferramentas

importantes em diversos tipos de diagndésticos clinicos,
sendo cada vez mais wutilizados em diversas técnicas

(Campbell et al, 1985; Dodeigne et al., 2000; Liu et al,



31/90

2010; Natrajan et al, 2010).

[0047] Entre elas, é possivel citar a
cromatografia ligquida de alta performance (HPLC), na qual
a emiss&o de luz ocorre por uma reacgdo pds-coluna, através
de bombas e bobinas que misturam 0s compostos
quimiluminescentes com os analitos e seus eluentes (Lara
et al, 2010, Di et al, 2011). Biossensores e ensaios
moleculares, que a partir de suportes bioldgicos
incorporados a sondas quimiluminescentes, detectam diversos
compostos como toxinas (Chen et al, 2008) e DNA (Luo et al,
2012), por exemplo.

[0048] A gquimiluminescéncia pode ser aplicada ainda
em eletroforese capilar, método no qual os compostos sé&o
separados com base na diferenca entre as mobilidades
iénicas, e tem seus analitos marcados com compostos
qguimiluminescentes (Lara et al, 2010; Mu et al, 2012). E
também em histoquimica com lectinas, sendo muito utilizada
para a marcacdo guimiluminescente de canceres (Campos et
al, 2006; Matos, 2010). Além da avaliacdo da seletividade e
sensibilidade de enzimas, andlises de alimentos, entre
outros.

[0049] Em imuncensaios, a reacdo entre antigeno e
anticorpo ¢é detectada através da produgcdo de luz por
compostos quimiluminescentes. Estes compostos desempenham a

funcdo de marcadores, e podem estar ligados ao antigeno ou
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anticorpo (Rongen et al, 1994; Kricka, 2003) . Os
imunoensaios ndo competitivos sdo aqueles nos quais séao
utilizados dois anticorpos: um ligado a fase sdélida, no
qual o analito a ser quantificado se 1ligard, e outro
marcado, que se liga ao analito em questdo. Enquanto nos
imunocensaios competitivos, h& uma competicdo entre o
analito presente na amostra (ou o padrdo) e outro marcado,
por uma quantidade limitada de anticorpos especificos.

[0050] A determinacdo quantitativa seletiva, o)
menor tempo de incubacéo, a alta sensibilidade, a
compatibilidade com sistemas heterogéneos ou homogénios, a
aplicacdo em imunoensaios competitivos e ndo competitivos,
diretos ou indiretos, a ndo-toxicidade, a boa estabilidade
e 0 baixo consumo de reagentes sdo vantagens essenciais de
métodos quimiluminescentes (Dodeigne et al, 2000; Sotomayor
et al, 2008).

[0051] Compostos luminescentes tém sido de grande
importédncia e utilidade em diagndésticos de diversas
patologias para determinar diversos tipos de substéncias
orgdnicas e inorgadnicas (Wang et al., 2008). O luminol e
isoluminol foram os primeiros compostos a serem utilizados
na quimiluminescéncia, mas foram substituidos por outros
compostos mails sensiveis, como o éster de acridina, por
exemplo (Campos et al, 2006).

[0052] @) luminol e seus andlogos podem ser
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aplicados em imunodiagnésticos e ainda como biossensores.
Em imunoensaios, a capacidade de catalizar a oxidacdo do
luminol ¢é wuma importante ferramenta para a ligacdo do
antigeno ou anticorpo. Outros compostos também tém sido
empregados, como os dioxietanos e peroxioxalatos (Dodeigne
et al, 2000).

[0053] As acridinas sdo compostos heterociclicos,
de estrutura planar, caracteristica que 1lhes confere a
propriedade de ligacgdo (De Moura, 2008). Sdo capazes de
interagir com outros compostos e emitir fluorescéncia,
quando as moléculas transportadoras chocam-se umas com as
outras, e posteriormente, os corantes sdo aderidos aos seus
sitios. Ou ainda, quando o0s corantes apenas recebem a
energia liberada desse choque, sem se ligar as moléculas,
sendo assim chamados de dispositivos ou corantes
organicos emissores de luz (OLEDs). Mecanismos como estes
sdo vastamente estudados, a fim de qgque sejam sintetizados
OLEDs cada vez mais eficientes em monitores de telas
planas e no desenvolvimento de novos métodos diagndsticos
(Li et al., 2008; Almeida, 2011).

[0054] Os derivados de acridina podem produzir luz
na presenca de perdxido de hidrogénio em meio alcalino,
sem um catalisador. E também sdo capazes de se ligarem
covalentemente a anticorpos, produzindo sondas estaveis, de

atividade especifica e alta quimiluminescéncia. A marcacdo
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de diversos produtos em baixas concentragdes e com
reprodutibilidade confere a acridina e seus derivados uma
importante ferramenta em imunoensaios, sendo uma
alternativa a utilizacdo de radioisdétopos, que apresentam
como desvantagens o curto tempo de vida Util, problemas na
eliminacdo de residuos e danos a saude (Weeks et al, 1983;
Dodeigne et al, 2000).

[0055] Salvo algumas excegdes, os derivados de
acridina possuem em sua estrutura gquimica dois grupos
distintos: a acridina heterociclica e o grupo de saida,
importantes componentes para a emissdo de luz. A acridina
heterociclica ¢é responsavel pela formacdo da N-metil-
acridona em estado excitado, produto de fluorescéncia
geralmente liberado no meio, formado apds sua oxidagdo. Se
ndo ocorrer a substituicdo de grupos metoxi na formacdo da
N-metil- acridona, a luz emitida serd na faixa do azul,
mas caso ocorra a substituicdo, serd emitida luz verde. A
substituigcdo do anel, bem como a substituicdo do grupo
N-metil por uma cadeia algquil ou um grupo carboximetil tem
pouco efeito sobre a eficiéncia quéntica ou a estabilidade
quimica do produto, mas quando o nitrogénio heterociclico é
substituido por um grupo carboxi, que ¢é utilizado para a
ligacdo de proteinas, a emissdo de luz ficard associada
ao analito (Dodeigne et al, 2000).

[0056] O pKa (logaritmo da constante de dissociacéo
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acida) do grupo de saida tem uma influéncia determinante
em termos de eficiéncia de quimiluminescéncia e
estabilidade quimica. O grupo de saida deve ter um pKa
menor do que o pKa do perdxido de hidrogénio (H202), para
rendimentos elevados, uma vez dque a intensidade da 1luz
emitida se correlaciona com o pKa do grupo de saida.
Fendis, tidis, sulfonamidas, aminas heterociclicas,
fluoroalcohols endociclicos, adcidos hidroxémicos e
tiolaminas sulfohidrox&micas podem ser utilizados como
grupos de saida (Rongen et al, 1994; Dodeigne et al, 2000).

[0057] Em geral, a emissdo de luz dos derivados de
acridina ocorre como um flash de curto periodo de tempo (de
5s ou menos), apds a ativacdo dos mesmos pela reacdo
quimica. No entanto, o tempo de emissdo pode estar
associado a modificacdo do anel acridina, bem como a
substituigcdo do grupo de saida. Em compostos com fendis
como grupo de saida, a metilacdo do anel acridina diminui
a cinética da emissdo de luz; a monossubstituicdo retarda
a reacdo ligeiramente, enquanto a ndo substituicdo aumenta
o tempo de retardo da reacdo. Grupos de remocgdo de elétrons
introduzidos no anel fenil aumentam tanto a eficiéncia
quanto e as taxas de emissdo (Dodeigne et al, 2000).

[0058] Em meio aquoso, os derivados de acridina
encontram-se em equilibrio suas respectivas pseudobases,

produtos ndo quimiluminescentes formados pela adigdo do
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grupo hidroxil na posigcdo 9 do anel heterociclico. Este
equilibrio, no entanto, ¢é deslocado para a pseudobase em
meio alcalino. Portanto, para desencadeamento da
quimiluminescéncia de derivados de acridina é necessaria a
adicdo sequencial de uma solucdo de perdxido de hidrogénio
em meio &cido - que doard ions HO2 para a formacdo do
produto N-metil-acridona no seu estado excitado, a partir
das pseudobases, seguida de alcalinizacdo rapida do meio a
partir da injecdo de uma base forte. A rapida conversdo de
derivados de acridina em suas pseudobases requer cuidado
para minimizar o tempo de mistura do reagente antes da
observacdo da intensidade da emissdo de quimiluminescéncia
(Weeks et al, 1983; Dodeigne et al, 2000).

[0059] Os ésteres de acridina sdo os principais e
mais utilizados derivados de acridina (Rongen et al,
1994), sendo o 4-(2-succinimida-oxicarboniletil)-fenil-10-
metil-acridinio-9- carboxilato de etil (AE-NHS) o
primeiro derivado de acridina descrito para uso pratico.
Porém, o NHS-AE ndo demonstra grande rendimento quéntico
nem alta estabilidade, especialmente, a temperatura
ambiente. Porém, um andlogo ao AE-NHS foi produzido, com
maior estabilidade e eficiéncia, foi sintetizado entdo o
NHS-2-6-dimetil-éster de acridina (DMAE-NHS) (Dodeigne et
al, 2000).

[0060] Os ésteres de acridina tém sido amplamente
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utilizados em diversas &reas, tanto em diagndéstico gquanto
na terapéutica, sendo aplicados para ensaios
gquimiluminescentes de alto desempenho a partir de
moléculas marcadas, ©para deteccdo rapida e eficiente
(Campos; et al., 2006; Almeida, 2011), por possuirem
alto nivel energético, limite de detecgcdo na ordem de

atomoles (10_15 a 10718

mol) e réapida emissdo (Natrajan
et al, 2010), com capacidade de interacdo com radiacédo
Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) a partir de absorcéo
relativamente forte e emissdo na regido do visivel. Sendo
assim, os derivados de acridina s&o usados como sensores
espectrais ou como marcadores fluorescentes, tornando-os
importantes indicadores quimiluminescentes ou parte de
sondas fluorescentes (Almeida, 2011).

[0061] A patente US 6,482,924, depositada em 15 de
dezembro de 1999 e concedida em 19 de novembro de 2002, de
Pfizer Inc & Pfizer Products Inc, intitulada “Leptospira
vaccine antigens for the prevention of Leptospirosis”,
descreve a identificacdo de proteinas quinase, permease,
monosiltransferase e flagelina de Leptospira e prevé o uso
das mesmas como componentes de vacinas e kits diagndsticos
de leptospirose. Entretanto, somente antecipa a utilidade
destas proteinas como antigenos, mas ndo propde e nem cria
nenhuma metodologia especifica. Apenas cita métodos

genericamente, como por exemplo, a marcacdo das proteinas
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ou de suas sequéncias codificantes com compostos
radioativos, fluorescentes, bioluminescentes,
quimiluminescentes ou enzimas. Além disso, ndo menciona o
uso de ésteres de acridina ou seus derivados como compostos
guimiluminescentes.

[0062] O artigo “The chemiluminescent detection of
Leptospiral antigen”, publicado em  Zentralblatt  fur
bakteriologie-international journal of medical microbiology
virology parasitology and 1infectious diseases, vol. 277
(3), paginas 300-308 (1992), por Palmer, M & Hookey, J.,
menciona o uso de um anticorpo policlonal conjugado com
luminol na deteccdo de um antigeno especifico de leptospira
em sangue total e urina. Tal metodologia apresenta diversas
limitacodes, como : (1) baixo limite de deteccdo de
leptospiras em tampdo fosfato (9x10° células/ml), sangue
humano (1,8x10° células/ml) e urina (7,5x10° células/ml).
No método da presente invencdo, o limite de deteccdo é de
10 células/ml, independente do fluido testado. Esta
diferenca se deve ao composto luminescente utilizado. O
luminol tem baixo rendimento gquantico total (~1%), que
corresponde a medida de producdo de luz; e apresenta menor
estabilidade, além de necessitar de um catalisador (no
referido artigo foi utilizada a peroxidase). Estas
caracteristicas ocasionam, provavelmente, menor

sensibilidade comparada aos ésteres de acridina ou seus
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derivados, que sdo mais vantajosos, por serem mais

estéaveis, terem maior rendimento quantico (~2%) e
dispensarem o uso de catalisadores. (2) No artigo em

questdo, menciona-se que a sensibilidade do método de
deteccdo de leptospiras na urina diminui com o passar do
tempo. Em 24 horas, o numero de leptospiras detectadas
diminuiu de 7,5x10° células/ml para 3x10° células/ml. Nos
testes do presente pedido, o método quimiluminescente
possibilitou o mesmo nivel de deteccdo de leptospiras na
urina armazenada na geladeira por cinco dias (102
células/ml) . (3) Outra desvantagem é o wuso de filme
radiogradfico para a deteccdo do sinal pelo luminol,
tornando o método mais laborioso e dependente de cémara
escura. Na presente invencéo, a deteccao da
quimiluminescéncia é feita por lumindmetros, gue existem no
mercado de varios modelos, desde aparelhos automatizados
para a medicdo de muitas amostras ao mesmo tempo até de
pequeno porte e portateis, Uteis para serem utilizados em
diversas situacdes, como pequenas clinicas e em campo. (4)
Outra limitacdo é que o método do artigo sé detecta um
unico sorovar de leptospira (Leptospira interrogans sorovar
Hardjo). A metodologia proposta na presente invencdo € a
deteccédo universal para todas as estirpes de leptospiras. O
anticorpo contra Leptospira interrogans sorovar Copenhageni

estirpe L1-130 (L1-130) conjugado com éster de acridina foi
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capaz de detectar as estirpes: Leptospira Iinterrogans
sorovar Pomona, Leptospira interrogans sorovar Hardjo Bovis
e Leptospira interrogans sorovar Rattus Icterohemorragiae,
além da espécie utilizada como antigeno. (5) No artigo, o
método é testado em amostras de sangue e urina contaminadas
artificialmente com culturas de leptospiras. E possivel que
o luminol ndo tenha sensibilidade de deteccdo de bactérias

em amostras clinicas, pois o nUmero de leptospiras &

variadvel. ©Na presente invencéo, foram testadas tanto
amostras clinicas quanto amostras artificialmente
contaminadas. Portanto, a presente 1invencdo apresenta

melhorias as limitacgdes apresentadas.

[0063] O artigo “The detection of leptospires by a
chemiluminescent immunoassay”, publicado em J. Med.
Microbiol., wvol. 21, paginas 353 -356, por Sheena A.
Waitkins & Hookey J.V., descreve uma metodologia parecida
com a publicacéo anterior, mas com menos detalhes
experimentais. Prevé a produgcdo de soro policlonal de
coelho contra 1lisado total de Leptospira interrogans
sorovar Icterohaemorrhagiae conjugado ao composto ABEI.
Este reagente qguimiluminescente é um derivado do luminol
gque necessita de um catalisador e de um agente de
acoplamento (EDC-HC1l) para funcionar. Deve apresentar as
mesmas limitacdes citadas anteriormente, entretanto ndo é

possivel a comparacéo, pois s foram realizados
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experimentos de deteccdo de leptospiras em cultura. N&o sdo
descritos os limites de deteccgdo, a especificidade, nem a
utilizacéo de amostras clinicas ou artificialmente
infectadas. A presente invencéao apresenta dados
experimentais que comprovam a deteccdo de leptospiras em
fluidos bioldgicos por anticorpo conjugado com éster de
acridina.

[0064] O pedido de ©patente PI 1006319-6 A2,
depositado em 03 de novembro de 2010 e publicado em 26 de
fevereiro de 2013, da Universidade Federal de Pernambuco,
intitulada “Sonda molecular para identificacdo de tecidos”,
descreve a producdo de uma sonda molecular constituida por
lectinas (ConA e PNA) conjugadas a um derivado de acridina
luminescente (éster IP29). Esta sonda foi desenvolvida para
a deteccdo de carboidratos na superficie celular em
histoquimica, principalmente para a identificacdo de céncer
de mama. A descricdo também prevé gque a metodologia pode
ser empregada em outras proteinas e anticorpos e para
fluidos bioldgicos e patologias clinicas. A presente
invencdo, entretanto, wutiliza outro tipo de derivado de
éster de acridina, que é o DMAE-NHS (até 2 milhdées de RLU),
que ¢é capaz de gerar maior gquantidade de luz do que o
composto IP29 (até 20 mil de RLU) utilizado neste pedido. A
geracdo de maior quantidade de luz estd diretamente

relacionada com o maior limite de deteccdo do método. A
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presente invencdo, portanto, possui outra finalidade e
utiliza outro tipo de composto.

[0065] @) pedido de patente PI 0602669-9 A,
depositado em 13 de julho de 2006 e publicado em 26 de
fevereiro de 2008, da Fundacdo Butantan, intitulado
“Processo de clonagem, expressdo e purificacdo de proteina
de leptospira sp por DNA recombinante, Processo de obtencdo
de sequéncia de polinucleotideo com potencial wvacinal e
diagnéstico, clonada em vetores de expressdo em mamiferos
ou ndo, para vacina de DNA, Composicdo com potencial
vacinal a base da dita proteina, Composicdo  para
diagnbéstico ou para detecgdo in vitro da ocorréncia de
infeccdo por Leptospira sp e kit para diagndéstico in wvitro
de infeccdo por Leptospira sp”, refere-se a identificacéo
de uma proteina de membrana externa de leptospira (Lsa29)
codificada pelo gene LIC12892. Propde a utilizagdo de sua
forma recombinante na detecgcdo de anticorpos em pessoas e
também animais com suspeita de leptospirose. Apresenta
dados experimentais da wutilizacdo desta proteina como
antigeno em ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
utilizando soros humanos reagentes e ndo reagentes para a
leptospirose. Prevé ainda o uso da proteina como componente
vacinal. Entretanto ndo héd dados experimentais que suportem
esta proposta. Além disso, ndo menciona o uso de ésteres de

acridina ou seus derivados como compostos
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quimiluminescentes em um possivel método de diagndstico.

[0066] O pedido de patente PI 0505529-6 A,
depositado em 19 de dezembro de 2005 e publicado em 25 de
setembro de 2007, da Fundacdo Oswaldo Cruz, intitulado
“Proteinas LigA e LigB (Leptospiral Ig-like (Lig) domains)
para vacinacdo e diagndéstico”, descreve o uso de fragmentos
das proteinas LigA e LigB (Leptospiral Immuglobulin-Like
(Lig) Domains), para a producdo de vacinas ou diagndstico
através de polipeptideos recombinantes. A proposta do mesmo
é o reconhecimento desses peptideos, ou seus fragmentos,
pelos anticorpos dos animais testados (infectados ou
imunizados). Neste documento n&o sdo descritos o uso de
anticorpos contra a Dbactéria total, como é o <caso da
presente invencéo. Além de utilizar os anticorpos
produzidos especificamente para os peptideos em gquestéo,
ainda utilizam os peptideos como agentes vacinais, Jja& que
Os mesmos sdo capazes de produzir resposta imune. N&ao
propde e nem cria nenhuma metodologia especifica. Este
documento ndo utiliza quimiluminescéncia como ferramenta
para o diagndéstico, e prevé a utilizacdo dos anticorpos de
maneira diferenciada da presente invencéo.

[0067] O pedido de ©patente norte-americano US
2007/0197432 Al, depositado em 24 de outubro de 2003 e
publicado em 21 de maio de 2004, de Genevieve Andre-

Fontaine et al, intitulado “Peptides for preventing,
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diagnosing and treating animal and/or human leptospirosis”,
descreve o uso de peptideos capazes de induzir protecéo
contra leptospirose principalmente por imunizacéo e
compostos imunogénicos (diagnésticos e reagentes
terapéuticos), estes peptideos sdo capazes de gerar
resposta imune contra varias cepas patogénicas. Assim como
no documento anterior, o anticorpo produzido é especifico
para o peptideo a partir de imunizacgdo animal, sendo
recuperados do soro, leite, ovo ou células do timo ou baco,
de acordo com o tipo de células utilizado. Ainda é descrita
a utilizacdo de fragmentos (Fab, F(ab’)2 e ScFvs) desses
anticorpos produzidos. 0 documento  prevé apenas a
utilizacdo desses anticorpos em ensaios soroldgicos para o
diagnbéstico, tais como ELISA e radioimunoensaio, mas também
ndo descreve a utilizacdo de ensaio imunogquimiluminescente.

[0068] Como pode ser observado nenhum documento do
estado da técnica descreve ou sugere um método para
deteccdo de leptospira in vitro utilizando-se um anticorpo
IgG anti-leptospira purificado conjugado ao éster de
acridina NHS-DMAE, o qual proporciona um método mais
sensivel para a deteccdo precoce de leptospiras em fluidos
corporais.

SUMARIO DA INVENCAO

[0069] Para solucionar 0s problemas acima

mencionados, a presente invencdo ©propiciard vantagens
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significativas em relacdo ao método de diagndéstico de
leptospirose existente no estado da técnica, proporcionando
um método mais sensivel para a deteccdo de leptospiras em
fluidos corporais. O anticorpo policlonal IgG anti-
leptospira purificado é conjugado ao éster de acridina NHS-
DMAE, o que permite marcar leptospiras a partir da ligacdo
especifica antigeno-anticorpo, detectada por
quimiluminescéncia, de forma mais rdpida e mais sensivel. A
deteccdo de antigenos permite o diagnéstico precoce da
leptospirose uma vez que para a deteccdo de anticorpos é
necessaria uma resposta imune. O diagndéstico precoce de
leptospirose é de extrema importédncia j& que o diagndstico
tardio da mesma é ainda uma das principais causas do grande
numero de dbbitos por esta doenca, devido a inespecificidade
dos sintomas.

[0070] Em um aspecto, a presente invencdo se refere
a processo para obtencéado de um anticorpo marcado
compreendendo as etapas de inocular uma cultura de
Leptospira interrogans em coelho, extrair sangue do coelho
inoculado com a cultura de Leptospira 1interrogans,
purificar o anticorpo IgG anti-leptospira interrogans por
meio de precipitacdo por A4cido caprilico, dialisar o
anticorpo purificado e conjugar o anticorpo purificado ao
éster de acridina dimetil N-Hidroxisuccinamida (DMAE-NHS) .

Em uma concretizacd&o, hé& uma etapa de avaliacdo da
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purificacdo e atividade funcional dos anticorpos por meio
de SDS-PAGE e/ou ELISA apbds a etapa de didlise. Em outra
concretizacdo, ¢é wusado na conjugacdo 1ImL de anticorpo
purificado e 15 uL de DMAE-NHS a 0,05% em solvente N,N-
dimetilformamida (DMF) .

[0071] Em outro aspecto, a invencdo se refere a
método para diagndéstico de leptospirose in vitro, que
consiste em contatar fluidos bioldgicos suspeitos de conter
leptospiras com o anticorpo IgG anti-leptospira interrogans
marcado tal como obtido pelo processo acima definido, e
detectar a ligacdo do anticorpo marcado a leptospira por
quimiluminescéncia. Em uma concretizacéo, o fluido
bioldébgico ¢é urina. Em uma concretizacdo adicional, o
anticorpo marcado foi usado em uma concentracdo de 1:8 a 1.
Em uma concretizacdo adicional, o anticorpo marcado foi
usado em um volume entre 10 e 100 pL. Em outra
concretizacdo, o tempo de incubacdo da amostra contendo
fluidos bioldgicos com o anticorpo marcado foi de 15 min a
120 min.

[0072] Em outro aspecto, a invencdo se refere ao
uso do anticorpo marcado, tal como obtido pelo processo
acima definido para a deteccdo de leptospiras in vitro.

[0073] Em outro aspecto, a invencdo se refere a kit
para deteccdo in vitro da presenca de cepas de leptospira

em fluidos bioldgicos, tal kit compreendendo o anticorpo
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IgG anti-leptospira interrogans associado ao éster de
acridina DMAE-NHS. Em uma concretizacdo, o fluido bioldgico
é urina.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0074] O objetivo da invencéo, juntamente com
vantagens adicionais da mesma, poderda ser melhor entendido

mediante referéncia as figuras em anexo e as seguintes

descricdes:

[0075] A Figura 1 mostra a atividade imune IgG no
soro pré imune (quadrado), soro imune (circulo) e na
amostra de IgG purificada (trid&ngulo). Foi feito por meio

de teste ELISA para avaliar a funcionalidade da IgG apds a
purificacdo por &cido caprilico e sulfato de amdbnio.

[0076] A Figura 2 mostra medidas de
quimiluminescéncia (quadrados) e absorbdncia (circulo) das
fracdes apds a conjugacdo de IgG e DMAE-NHS, e posterior
purificacdo em coluna cromatografica.

[0077] A Figura 3 mostra a atividade imune do
conjugado no soro pré imune (quadrado), na amostra de IgG
purificada (circulo) e no conjugado (tridngulo). Teste
ELISA foi realizado para avaliar a funcionalidade do
complexo IgG-DMAE-NHS apds conjugacéao.

[0078] A Figura 4 se refere a marcacdo bacteriana,
isto ¢, avaliacdo da complexacdo do conjugado IgG anti-

leptospira-DMAE-NHS & Dbactéria, utilizando-se diferentes
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concentracdes de bactérias (10% a 10°células/mL) .

[0079] A Figura 5 mostra a avaliacéo da
concentracdo minima do conjugado IgG-DMAE-NHS necesséaria
para uma quimiluminescéncia significante.

[0080] A Figura 6 mostra a avaliacdo do volume
minimo de amostra, em uma proporgdo de 1:10, necessario
para uma quimiluminescéncia significante apds se ligar ao
conjugado IgG-DMAE-NHS.

[0081] A Figura 7 mostra a avaliacdo do tempo de
incubacéo da bactéria com o) complexo IgG-DMAE-NHS
necessario para uma quimiluminescéncia significante.

[0082] A  Figura 8 se refere a avaliacdo da
especificidade do complexo IgG-DMAE-NHS apds analise da
quimiluminescéncia das bactérias incubadas com anticorpo
frio (IgG), e <com complexo IgG-DMAE-NHS com incubacgéo
prévia do anticorpo frio (IgG-IgG-DMAE-NHS) e sem a
incubacédo prévia do mesmo (IgG-DMAE-NHS) .

[0083] A Figura 9 mostra a quimiluminescéncia da
urina de hamster marcada com o complexo IgG-DMAE-NHS.
Comparativo entre as guimiluminescéncias das wurinas de
hamsters infectados (Urina 1Infectada - em vermelho) e
hamsters ndo infectados (Urina Controle - em preto).

[0084] A Figura 10 mostra PCR das amostras de Urina
de Hamsters Infectados. Positivo apenas para a urina

coletada dos animais infectados apdés o 19° dia de infeccéao
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(circulo vermelho) .

[0085] A Figura 11 se refere a microscopia de campo
escuro da cultura de Leptospiras. A) Presenca de
leptospiras (setas brancas) - cultura de animais
infectados; B) Auséncia de leptospiras - cultura de animais
controle.

[0086] A Figura 12 se refere a avaliacdo da

conjugacdo do complexo IgG-DMAE-NHS a bactéria (leptospira)

em urina humana experimentalmente infectada, em diferentes

concentracdes (10* a 109. 1 = controle (urina néo
infectada), 2 = urina infectada com <concentracdo de
bactérias de 10% 3 = urina infectada com concentracdo de

bactérias de 10°, 4 urina infectada com concentracdo de
bactérias de 10°.

[0087] A Figura 13 representa um sumadrio da
invencdo, descrevendo todas as etapas realizadas para
conjugar o éster de acridina a imunoglobulina e para
realizar a marcacdo bacteriana na urina, a saber: 1.
Cultura Dbacteriana de Leptospira 1interrogans sorovar
Copenhageni estirpe L1-130; 2. Producgdo do soro a partir da
inoculacdo da cultura em coelho; 3. Purificacdo de
imunoglobulinas a partir de ©precipitacdo por acido
caprilico e subsequente didlise em tampdo PBS; 4.

Eletrofororese SDS-PAGE e/ou ELISA para avaliacdo da

purificacdo e atividade funcional das imunoglobulinas; 5.
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Conjugac¢do utilizando-se 15 pL de éster de acridina DMAE-
NHS e 1 mL do anticorpo imunoglobulina G-IgG; 6. Separacédo
cromatografica por filtracd&o em gel em coluna Sephadex G25;
7. Avaliacdo de absorbdncia e qguimiluminescéncia; 8.
Determinacdo da concentracdo ideal do complexo IgG - éster
de acridina por meio de diluicgdo seriada do complexo - item
5 - em tampdo PBS; 9. Determinacdo do volume ideal da
amostra por meio da proporgdo bactéria : complexo IgG -
éster de acridina de 1:10 nos volumes de 1 mL, 800 uL, 600
nL, 400 pL, 200 pL e 100 pL); 10. Determinacdo do tempo de
incubacdo ideal por meio da incubacdo da cultura com O
complexo nos intervalos de 2h, 1h30min, 1h, 30 min e 15
min; 11. Marcacdo celular por meio da incubacdo da cultura
de Leptospira com o complexo IgG - éster de acridina; 12.
Marcacdo bacteriana na urina de Thamster Mesocricetus
auratus, grupo controle ndo infectado e grupo infectado
intraperitoneamente com 0,5 mL de cultura 10° células/mL;
13. Urina humana contaminada experimentalmente. 108
células/mL de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni
estirpe L1-130 em meio EMJH foram centrifugadas e as
células foram ressuspendidas em 1 mL de urina humana. Para
a marcacdo foram utilizados 200 pL da ressuspensédo e 20 ulL
do complexo IgG-éster de acridina por 2h sob agitacéo.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0088] Embora a presente invencdo possa ser
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suscetivel a diferentes concretizacdes, ¢é mostrada nos
desenhos e na seguinte discusséao detalhada, uma
concretizacdo preferida com o entendimento de que a
presente descricdo deve ser considerada uma exemplificacdo
dos principios da invencdo e nédo pretende limitar a
presente invencdo ao que foi ilustrado e descrito aqui.
Processo para obtengdo de um anticorpo marcado

[0089] Em uma primeira concretizacdo, a presente
invencgédo se refere a processo para obtencdo de um anticorpo
marcado compreendendo as etapas de inocular uma cultura de
Leptospira interrogans em coelho, extrair sangue do coelho
inoculado com a cultura de Leptospira 1interrogans,
purificar o anticorpo IgG anti-Ieptospira interrogans por
meio de precipitacdo por 4cido <caprilico, dialisar o
anticorpo purificado e conjugar o anticorpo purificado ao
éster de acridina dimetil N-Hidroxisuccinamida (DMAE-NHS) .
Em outra concretizacdo, hé& uma etapa de avaliacdo da
purificacdo e atividade funcional dos anticorpos por meio
de SDS-PAGE e/ou ELISA apbds a etapa de didlise. Em outra
concretizacdo, é usado 1ImL de anticorpo purificado e 15 ulL
de DMAE-NHS a 0,05% em solvente N,N-dimetilformamida (DMF) .
Método para diagnéstico de leptospirose in vitro

[0090] Em outra concretizacdo, a presente invencéo
também se refere a método para diagndéstico de leptospirose

in vitro, que consiste em contatar fluidos Dbioldgicos
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suspeitos de conter leptospiras com o anticorpo IgG anti-
leptospira interrogans marcado, tal como obtido pelo
processo acima definido, e detectar a ligacdo do anticorpo
marcado a leptospira por qguimiluminescéncia. Em uma
concretizacéao, o fluido Dbioldégico é urina. Em uma
concretizacdo adicional, o anticorpo marcado foi usado em
uma concentracdo de 1:8 a 1. Em uma concretizacdo
adicional, o anticorpo marcado foi usado em um volume entre
10 e 100 pL. Em outra concretizacdo, o tempo de incubacédo
da amostra contendo fluidos biolégicos com o anticorpo
marcado foi de 15 min a 120 min.
Uso do anticorpo marcado

[0091] A presente invencdo também se refere ao uso
do anticorpo marcado, tal como obtido pelo processo acima
definido para a deteccdo de leptospiras in vitro.
Kit para detecgdo 1in vitro da presengca de cepas de
leptospira em fluidos biolégicos

[0092] A presente invencdo também se refere a kit
para deteccgdo in vitro da presenca de cepas de leptospira
em fluidos bioldgicos, tal kit compreendendo o anticorpo
IgG anti-leptospira interrogans associado ao éster de
acridina DMAE-NHS. Em uma concretizacdo, o fluido bioldégico
é urina.
EXEMPLOS

Amostra Bacteriana
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[0093] Para a manutencdo da viruléncia Dbacteriana
foi realizada a infecgcdo do hamster com a estirpe
virulenta de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni
estirpe L1-130 (L1-130), obtida do macerado de figado e
rins previamente infectados de hamster, mantida em meio
semissdélido de Fletcher. Apds a verificacdo da presenca
bacteriana em microscédépio (aumento de 100x), foi realizada
a 1inoculacdo peritonialmente de 0,5mL em hamster recém-
desmamado com peso de até 80g da espécie Mesocricetus
auratus. O hamster foi sacrificado por inalacdo de géas
carbénico apds cinco dias de infecgdo. As células de
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni estirpe L1-130
(L1-130) foram cultivadas em meio liquido de enriquecimento
Ellinghausen, MacCullough, Johnson & Harris (EMJH) (Difco™
Laboratories), em uma proporcdo de 1:10. As Dbactérias
foram mantidas virulentas com passagens semanais no meio
de cultura, a uma temperatura de 29°C sem agitacéo
(Monaris, 2011).

Producao de Soro

[0094] Para a produgcdo de soro foi realizada a
inoculacdo de cultura de Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni estirpe L1-130 (L1-130) em coelho fémea espécie
Nova Zeldndia. Os volumes das cinco inoculacbdes foram,
respectivamente, de ImL, 2mL, 4dmL, omL e 6ml. com

intervalos de uma semana cada. A primeira inoculacdo foi
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realizada pela veia marginal da orelha, sendo via
subcutdnea a partir da segunda inoculacdo, com agulha de
insulina 13x0,38cm. O animal foi anestesiado com quetamina
e xilazina ©para posterior sangria a partir de puncéo
intra-cardiaca com seringa de 20mL. O sangue total
coletado foi transferido para um Becker, e mantido em
repouso por 30min a 37°C para separacdo do soro e células
vermelhas, inicialmente com pipeta. A  amostra foi
posteriormente centrifugada a 2000rpm por 15min a 20°C,
duas vezes. Com subsequente armazenamento a -20°C (Santa
Rosa, 1970).
Purificacdo de Imunoglobulinas

[0095] O soro foi diluido quatro vezes em tampdo
Acetato de Sdédio 60mM pH 4,0, com posterior ajuste do pH
do soro para 4,5. Foram adicionados 25upL, gota a gota, de
dcido caprilico para cada mL de solucdo sob constante
agitacdo. Apds 30min, ainda sob agitacdo, a amostra foi
centrifugada por 30min a 10.000xg a temperatura de 25°C.
Ao sobrenadante filtrado foi adicionado tampdo fosfato-
salino concentrado 10x (PBS 10x) numa proporcdo de 1:10 do
volume final. O pH foi ajustado para 7,4. O sobrenadante
foi resfriado a 4°C e fracionado com 0,277g de sulfato de
ambnio por mL de solucdo, para obtencdo de uma saturacédo
de 45%. Apds agitacdo por 30min, foi centrifugado a

10.000xg por 1h a 4°C. O precipitado foi ressuspendido em
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tampdo PBS na proporcdo de 1:10 do volume. A amostra foi
dialisada por 48h em tamp&o PBS diluido 1x em volume de
100x o wvolume da amostra, sendo realizadas quatro trocas
do mesmo (McKinney & Parkinson, 1987).
SDS-PAGE

[0096] A eletroforese foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Maniatis e colaboradores (1989).

Os géis foram preparados com 1,0mm de espessura, contendo

5% de acrilamida no gel de empilhamento e 15% de
acrilamida no gel de separacéo. Para a corrida

eletroforética foi utilizada uma amperagem de 25mA e 250V
de voltagem, a temperatura de 25°C. Os géis foram corados
com Coomassie Blue Brillant R-250 (USB, Cleveland, OH,
EUA) em 50% metanol e 10% &cido acético em &agua por 1h a
25°C e descorados em solucdo de 30% metanol e 10% &cido
acético em A&gua. Os mesmos foram secos também a 25°C
overnight (Sambrook et al, 1989).
ELISA

[0097] Para a sua realizacéao foram wutilizadas
células de Leptospira 1interrogans cultivadas em meio
liquido EMJH (Difco™ Laboratories) (10mL) e centrifugadas
a 6500rpm por 30min a temperatura de 20°C. O precipitado
coletado foi ressuspendido em 2mL de tampdo PBS (1x) e
lavado por 3 vezes (centrifugacdo de 8000rpm por 5min).

Por fim, o precipitado foi ressuspendido em 1lmL de tampdao
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PBS (lx). A contagem de células foi realizada em Cémara de
Petroff-Hausser, a partir de wuma diluicdo de 1:10. A
amostra foi centrifugada mais uma vez a 8000rpm por 5min,
o0 precipitado foi ressuspendido em 100uL de coating buffer
(tampédo de aderéncia) com incubacdo de 2h a temperatura de
29°C, com posterior bloqueio da placa por 1lh a 29°C. Apds
uma lavagem com 200pL por poco de wash buffer (tampdo de
lavagem) foi adicionado 100uL do anticorpo primédrio (soro
animal) diluido em 1:20. Uma diluicéo seriada foi
realizada com posterior incubacdo por 1h a 29°C.

[0098] Apbs trés lavagens com 200ul por pogo de
wash buffer, foi adicionado o segundo anticorpo conjugado
a peroxidase - anticorpo secunddrio (anti-coelho) numa
diluicdo de 1:5000. A placa foi incubada por 1h a
temperatura de 29°C. Novamente foram realizadas 3 lavagens
com 200uL por pogo de wash buffer, seguidas da revelacdo
com o-dihidrocloreto de fenilenodiamina (OPD) em uma
incubacdo por 15min. A reacdo foi Dbloqueada com &cido
sulfurico (H2S048N) .

Conjugag¢do IgG-DMAE-NHS

[0099] Foram utilizados 1ImL da imunoglobulina G
(IgG) anti-L1-130 purificada e 15pL do éster de acridina
dimetil N- Hidroxisuccinamida (DMAE-NHS) a 0,05% em
solvente N,N- dimetilformamida (DMF), tendo-se, portanto,

um conjugado em proporgdo de volume de 1:34,33. O
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anticorpo e o éster de acridina foram incubados por 1lh sob
agitacdo (Campos et al, 2006).
Purificagdo Cromatografica

[0100] Para a purificacdo do conjugado IgG anti-Ll1-
130-DMAE-NHS dos demais constituintes (anticorpo néao-
conjugado e éster livre) foi realizada Cromatografia por
exclusdo de tamanho, através de uma Coluna de Sephadex G-
25 (10 x 1 cm), equilibrada com Tampdo Fosfato de Sdédio
(PBS) 0,01lM pH 7,2. Foram coletadas 70 aliquotas de 1mL,
durante a eluicdo com o Tampdo em um fluxo de 1ImL/min
(Campos et al, 2006).
Dosagem Proteica

[0101] A densidade Optica (OD) das aliquotas
purificadas foi mensurada espectrofotometricamente, sendo
utilizados 100pL de cada amostra. A leitura da absorbéncia
foi realizada na faixa de 280nm, em espectrofotdmetro
modelo Ultrospec 2100pro (Amersham Biosciences).
Avaliagdo da Quimiluminescéncia

[0102] A  luminescéncia do complexo anti-L1-130-
DMAE-NHS foi avaliada em lumindmetro modelo Lucceta da
marca Lonza, sendo sua intensidade de emissdo medida por
Unidades Relativas de Luz (RLUs). Para a anadlise foram
utilizados 50pL de uma solucdo composta por Perdxido de
Hidrogénio 0,5% e Acido Nitrico 0,1N (Solucdo A), sendo

posteriormente adicionados 50pL da amostra e, em seguida
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50pL de wuma solucdo de Hidréxido de Sdédio 0,25N com
Surfactante (Solucdo B), realizado manualmente, com leitura
automatizada em 1 segundo por amostra, com tempo de atraso
de 2 segundos. Todas as amostras foram analisadas em
triplicata (Matos, 2010).
Marcacdo Celular
[0103] Foram wutilizados 20mL  de células (108
células/mL) de Leptospira Iinterrogans sorovar Copenhageni
estirpe L1-130 (L1-130) cultivadas no meio EMJH (Difco™
Laboratories), centrifugadas a 6500 rpm por 30min, a
temperatura de 20°C e ressuspendidas em 1mL de tampdo PBS
1x. Para a conjugacdo do conjugado IgG-DMAE-NHS as
bactérias, foram incubados 1mL da cultura lavada e 100pL
do conjugado por 2h sob agitacdo. Todas as amostras da
etapa de marcagdo celular foram centrifugadas por b5min a
8000rpm (1x), ressuspendidas em 1ImL de tampdo PBS e tiveram
sua quimiluminescéncia mensurada, conforme descrito no item
5.4.3.
Correlacdo Bactéria-Quimiluminescéncia

[0104] Para o 1munorreconhecimento das Dbactérias
por IgG-DMAE-NHS, o conjugado (100pL) foi incubado com 1mL
da cultura celular (proporcdo de 1:10) em diferentes

concentracdes das bactérias (1O9 a 102

células/mL) por 2h
sob agitacédo.

Concentragdo Ideal IgG-DMAE-NHS
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[0105] Para a avaliacdo da concentracdo ideal do
conjugado IgG-DMAE-NHS foi realizada uma diluigdo seriada
(em PBS 1x) a partir do conjugado em sua concentracéao
inicial de 1:34,33 - puro - (item 5.4) até 1:256. Foram
incubados 1mL da cultura celular e 100puL do conjugado nas
diferentes concentracdes por 2h sob agitacéo. A
concentracdo do conjugado IgG-DMAE-NHS variou em nove
pontos diferentes.

Volume Ideal de Amostra
[0106] O conjugado IgG-DMAE-NHS foi complexado as

8 células/mL) em uma proporcdo de 1:10 em

bactérias (10
seis pontos de diferentes volumes. Sendo entdo, incubados
(1) ImL da cultura celular e 100uL do conjugado, (2) 800uL
da cultura celular e 80uL do conjugado, (3) 600uL da
cultura celular e 60uL do conjugado, (4) 400uL da cultura
celular e 40uL do conjugado, (5) 200pL da cultura celular
e 20uL do conjugado e (6) 100pL da cultura celular e 10uL
do conjugado, todos por 2h sob agitacéo. Apds a
centrifugacdao, as amostras foram ressuspendidas,
respectivamente em ImL, 800uL, 600uL, 400uL, 200uL e
100pL de tampdo PBS 1x.
Tempo Ideal de Incubagéao

[0107] Para a complexacdo do conjugado IgG-DMAE-NHS

1:8 as bactérias (concentracdo de 108 células/mL) foi

utilizada wuma proporgdo de 1:10, wvariando o tempo de



60/90

incubacédo: 200pL da cultura celular e 20uL do conjugado
por (1) 15min, (2) 30min, (3) o©0min, (4) 90min e (5)
120min, todos sob agitacdo.
Especificidade

[0108] Para avaliar a especificidade da 1ligacéo
entre o conjugado IgG-DMAE-NHS e a bactéria Leptospira
interrogans foi realizado wum ensaio de marcacdo das
bactérias previamente incubadas com o anticorpo IgG frio
(sem o composto quimiluminescente DMAE-NHS). Para tanto,
200uL das bactérias (lO8 células/mL) foram incubadas com
20uL de IgG anti-Leptospira interrogans (anticorpo frio)
por 2h sob agitacgdo a 25°C. Posteriormente, foi realizada a
centrifugacdo a 8000rpm por 5 minutos, sendo o precipitado
ressuspendido em 200uL de tampdo PBS 1x e o sobrenadante
coletado. Apds esta etapa, as Dbactérias ressuspendidas
foram incubadas com 20 pL do complexo IgG-DMAE-NHS também
pelo periodo de 2h sob agitacdo. Como controle, foram
utilizadas as Dbactérias incubadas com o conjugado livre
sem a incubacdo prévia com o anticorpo frio sob as mesmas
condicdes.
Marcacdo Bacteriana na Urina
Marcacdo em Urina de Hamster Infectado

[0109] Foram utilizados dez hamsters da espécie
Mesocricetus auratus, com idade aproximada de 60 dias. Os

mesmos foram divididos em dois grupos (controle e
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infectados). Para o primeiro grupo (infectados) foram
utilizados «cinco hamsters, nos quais foram inoculados

9 células/mL) da

intraperitonealmente 0,5mL de cultura (10
estirpe virulenta de Leptospira 1interrogans sorovar
Copenhageni estirpe L1-130 (L1-130) obtida a partir de
macerado de figado e rins de hamsters ©previamente
infectados, mantida em meio semissdélido de Fletcher. No
segundo  grupo, foram utilizados cinco hamsters, sem
inoculagdo bacteriana (grupo controle). Apds cinco dias da
inoculacdo, as urinas de ambos os grupos foram coletadas em
gaiola metabdélica por aproximadamente 18h, em seis dias
diferentes. Das urinas coletadas, foram incubados 200uL
do volume total, com 20pL do complexo IgG-DMAE- NHS por
2h  sob agitacdo. As amostras (urina controle e urina
infectada) foram centrifugadas por 5min a 8000rpm. Os
sobrenadantes foram coletados e 0s precipitados
ressuspendidos em 200uL de tampédo PBS (1x) . A
quimiluminescéncia das urinas dos dois grupos, e de seus
sobrenadantes, foi analisada. As urinas puras (sem a
presenca do conjugado IgG-DMAE-NHS) também tiveram suas
guimiluminescéncias mensuradas. A marcagdo foi realizada em
triplicata. Todas as amostras foram visualizadas em
microscédpio de campo escuro para avaliar a possivel
deteccdo das bactérias.

Urina Humana Contaminada Experimentalmente
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[0110] Foram utilizados 20mL (10°

células/mL) de
células de Leptospira 1interrogans sorovar Copenhageni
estirpe L1-130 (L1-130) cultivadas no meio EMJH (Difco™
Laboratories), sendo centrifugadas por 30min, a temperatura
de 20°C, com centrifugacdo de 6500rpm. Com posterior
ressuspensédo em 1lmL de urina humana. Para a complexacdo do
conjugado IgG- DMAE-NHS as bactérias, foram incubados
200pL da cultura celular ressuspendida em urina humana e
20uL do conjugado por 2h sob agitacdo. As amostras foram
centrifugadas por 5Smin a 8000rpm (1x), ressuspendidas em
200pL de tampdo PBS (1x) e tiveram suas
quimiluminescéncias, e de seus sobrenadantes, mensuradas
conforme descrito no item 5.4.3. A marcacdo foil realizada
em triplicata.
Métodos Comparativos

[0111] A fim avaliar a eficiéncia do método
proposto, o mesmo foi comparado com dois métodos padréo
para o diagnéstico de Leptospira spp.: O cultivo em
cultura e a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), métodos
estes de grande empregabilidade e confiabilidade para a
deteccdo de leptospiras e o diagndéstico definitivo da
Leptospirose.
Cultura

[0112] Apbs 12 dias da inoculacdo da Leptospira

interrogans, os hamsters foram eutanasiados por inalacéo
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de géas carbbnico. Por necropsia foram coletadas amostras
de figado e rim. O macerado das amostras coletadas foi
cultivado em meio semissdlido de Fletcher (Difco™
Laboratories) por uma passagem. @) crescimento das
bactérias foi observado por sete dias, a partir da
formagdo ou ndo do anel no meio. O procedimento foi
realizado para os dez hamsters utilizados (cinco controle e
cinco infectados) em duplicata. Para a obtencdo das
imagens, foi utilizada cémera fotogradfica Kodak EasyShare
2700 (Monaris, 2011).
PCR

[0113] O PCR foi realizado em amostras das urinas
de hamster infectados e ndo infectados (controle) coletadas
nos seis dias diferentes, conforme descrito no item 5.6.1.
As amostras foram congeladas a -20°C para posterior
realizacdo do método.
Extracdo do DNA de Leptospira interrogans

[0114] Apbs o descongelamento a temperatura de
25°C, os tubos foram agitados e centrifugados a 13.000g
por 30min. Seus sobrenadantes foram desprezados e seus
precipitados ressuspendidos em 300pL de tampdo de lise
(195 ulL &gua milliQ, 60 upL TNE, 30 uL SDS e 15 uL
proteinase K a 20 mg/ml). As amostras foram incubadas em
banho-maria a 56°C por 1h sob agitacdo de 350rpm. Fenol

tamponado (150pL) foi adicionado as amostras, que foram
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agitadas e centrifugadas a 13.000g por 5 min. Foram
transferidos 300ulL da fase aquosa para um novo tubo e
adicionados 100u de fenol-clorofdérmio-&lcool discamilico,
ap6s agitacdo as amostras foram centrifugadas a 13.000g
por S5min, sendo a fase aquosa novamente (200uL)
transferida para outro tubo. Foram adicionados 40upulL de
acetato de sbédio 2M em uma proporgdo de 1:5 do volume
total, com posterior adicd&o de 480ulL de etanol puro em
quantidade de 2 vezes do volume total. As amostras foram
homogeneizadas por inversdo e mantidas a -20°C por 2h.
Apds o) periodo de incubacéo, as amostras foram
centrifugadas a 13.000g por 10min, sendo seus
sobrenadantes descartados por inversdo e adicionados 500pL
de etanol a 70% aos precipitados, homogeneizados por
inverséao e centrifugados a 13.000g por 10min. Os
sobrenadantes foram descartados por inversdo e as amostras
foram secas em estufa a 45°C por 15min. Foram entéao
adicionados 30pL de TE, as amostras foram incubadas em
banho-maria a 56°C por 15min sob agitacdo e estocadas a -
20°C (Scarcelli et al., 2003).
Amplificagdo do DNA

[0115] Uma vez que, segundo Mérien e colaboradores
(1992), a Leptospira spp. possui um fragmento de 330bp,
para a amplificagcdo do DNA foram utilizados os seguintes

primers:
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[0116] Lep 1: 5’ GGC GGC GCG TCT TAA ACA TG 3’
[0117] Lep 2: 3’7 TTC CCC CCA TTG AGC AAG ATT 5’
[0118] Foram adicionados 17,2 ulL de &gua, 5 uL de

tampdo 10X (500 mM de KC1l, 15 mM de MgCl2, 100 mM de TRIS-
HC1l, pH 9,0), 1,5 pL de MgCl2 50 mM, 8 uL da mistura de
dNTPs (200 uM de cada nucleotideo [dCTP, dATP, dGTP,
dTTP]), 4 uL de cada primer (Lep 1 e Lep 2), 0,3 uL de
Tag DNA polimerase e 10 pL da amostra de DNA extraido.
As amostras foram submetidas a desnaturacdo de 94°C por 5

minutos, sendo empregados 29 ciclos de amplificacéo

divididos em quatro fases: (1) Desnaturacdo - 94°C /30
segundos, (2) Hibridacéo - 63°C /30 segundos, (3)
Extensdo - 72°C /30 segundos, (4) Extensdo final - 72°C/
10 minutos em termociclador Applied Biosystems - Veriti

96 Well Thermal Cycler.

[0119] Como controle positivo para a leptospirose,
foi wutilizado o DNA de Leptospira Copenhageni (10A) -
Sorogrupo: Icterohaemorrhagiae, variante soroldgica
Copenhageni. E &gua ultrapura como controle negativo.
Analise do Produto Amplificado

[0120] Para anédlise do produto amplificado foi
realizada eletroforese em gel 2% agarose (Gibco BRL-Life
TechnologiesTM) com tampdo de corrida TAE 1X (0,045M TRIS-
Acetato e 1ImM de EDTA, pH 8,0) e o gel submetido a

voltagem constante de 100 V por 2h. O padrdo molecular
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utilizado foi o 100 bp DNA Ladder (Invitrogen). O gel foi

™

corado com corante GelRed (Uniscience ®), e

posteriormente visualizado no sistema de imagem Alpha

™ 5500) .

Innotech Corporation (Alphalmager

[0121] Para permitir uma melhor compreensdo da
presente invencdo e demonstrar claramente o0s avangos
técnicos obtidos sdo agora apresentados como exemplos o0sS
resultados dos diferentes testes efetuados com relacdo a
invencdo em tela.

[0122] Estes Exemplos sdo apresentados a titulo
meramente ilustrativo e ndo devem ser de forma alguma
considerados como limitativos do escopo e do alcance da
presente invencgéo.

Exemplo 1:

[0123] O ensaio imunoenzimatico (ELISA, do 1inglés
Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay) ¢ realizado a partir
de reacbes enzimdticas capazes de detectar reacgdes entre
antigenos e anticorpos. Portanto, este teste foi realizado
para gue fosse verificada a funcionalidade das
imunoglobulinas purificadas. A atividade 1imune da IgG
purificada foi analisada a partir do mesmo, afim de
avaliar a capacidade da imunoglobulina de se ligar
especificamente ao seu antigeno.

[0124] Para os testes foram utilizados o soro sem

contato prévio com a Dbactéria (soro pré-imune), o sSOro
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obtido apds a infecgcdo com a bactéria - contendo as
imunoglobulinas ndo purificadas (soro imune) e a IgG
purificada obtida do soro imune. Conforme a Figura 1, o
ELISA mostrou que a atividade da imunoglobulina ndo se
alterou apds a sua purificacdo, mantendo- se eficiente no
reconhecimento de antigenos especificos mesmo depois de
ser submetida ao &cido caprilico e sulfato de amdnio.
Ficando demonstrado, portanto, que este se apresenta como
um método eficiente para a obtencdo de anticorpos
purificados, uma vez que O mesmo ndo interfere na

atividade dos mesmos.

Exemplo 2:
[0125] Apbs as etapas de conjugacdo e purificacéo
cromatografica, as fracdes purificadas tiveram sua

guimiluminescéncia e absorbidncia mensuradas. As medidas
foram realizadas para se obter a confirmacdo da conjugacéao
do éster de acridina dimetl N-Hidroxissucmida (DMAE-NHS) a
Imunoglibulina G anti-leptospira (IgG) . 0 resultado
apresenta o padrdo grafico de acordo com os principios da
cromatografia por filtracdo gel. Uma vez que 0s picos de
quimiluminescéncia e absorbdncia se sobrepdem na mesma
fracdo (Figura 2), é possivel afirmar que a conjugacdo foi
eficiente, visto que o) pico de guimiluminescéncia
representa a quantidade maxima de DMAE-NHS e o pico de

absorbédncia a quantidade maxima de proteina. Enquanto o
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segundo pico de quimiluminescéncia observado representa o
éster de acridina n&do conjugado. Porém ndo foi observado
um segundo pico de absorbéncia, o que sugere gque ndo houve
proteina ndo ligada ao éster de acridina, dado gque indica
ainda um aproveitamento méximo das proteinas ofertadas,
uma vez que ndo foi observada a saida da proteina livre.
Exemplo 3:

[0126] Apbs a verificacéo da eficiéncia de
conjugacdo entre o anticorpo e o éster de acridina, foi
realizado um novo ELISA, a fim de avaliar a funcionalidade
da imunoglobulina apdés a conjugacdo. Observou-se dJue a
atividade bioldégica da IgG diminuiu apds a conjugacgdo com
o DMAE-NHS. Provavelmente devido a possivel conjugacgdo do
éster de acridina nas proximidades Fab da IgG anti-
leptospira, porém essa diminuicdo ndo foi considerada
significativa e ndo comprometeu o desempenho do anticorpo,
por apresentar uma densidade @ Sptica elevada, muito
superior ao controle negativo utilizado (soro pré-imune),
ainda que a mesma seja menor do que a observada para a IgG
ndo conjugada ao complexo. A Figura 3 apresenta a
densidade o6ptica do complexo IgG-DMAE-NHS comparada as da
IgG livre e do soro pré-imune.

Exemplo 4:
[0127] Foi possivel observar (Figura 4) a ligacéo

do conjugado IgG-DMAE-NHS as leptospiras, e correlacionar a
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quimiluminescéncia com o numero de bactérias, visto que, a
medida em RLUs foi proporcional & concentracdo de
bactérias. Ou seja, quanto maior a quantidade de bactérias
oferecidas maior quimiluminescéncia foi observada, uma
vez que para a concentracdo de 102 leptospiras a
quimiluminescéncia média foi de 635.736 RLUs, enquanto
para 108 leptospiras a quimiluminescéncia média aumentou
para 2.365.754 RLUs, comprovando assim que a ligacéo
bactérias-conjugado ocorreu. Neste contexto, ¢é possivel
realizar uma medida semiquantitativa do nimero de
bactérias por RLUs. Uma vez que devido as dificuldades
observadas na contagem celular, prdéprias da Dbactéria e
deficiéncia do método de contagem, ndo foi possivel
estabelecer um padrdo numérico da quantidade exata de
bactérias em relacdo as Unidades Relativas de Luz (RLUs).
Exemplo 5:

[0128] Foram utilizadas diferentes concentracdes do
conjugado IgG-DMAE-NHS, em iguais volumes da bactéria
Leptospira interrogans na concentracdo de 108/mL, a fim de

avaliar a menor concentracdo do complexo necessaria para a

deteccdo da Dbactéria. A partir do ensaio realizado,
observou-se que é possivel a obtencéo de uma
quimiluminescéncia significativa mesmo em baixas

concentracdes do conjugado. Apesar da diminuicdo da medida

de gquimiluminescéncia com a menor concentracao do
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conjugado, a mesma torna-se significantemente baixa apenas
a partir da concentracdo de 1:16 do conjugado, que
apresenta uma quimiluminescéncia de 255.543 RLUs (Figura
5). Sendo assim, foi entdo estabelecida a concentracéo
minima ideal do conjugado em 1:8. 0Os resultados sugerem
que  apenas uma pequena quantidade do conjugado é
necessaria para a realizacdo do método. O gque aumenta a
sua precisdo e consequentemente diminui os custos do
mesmo, vantagens importantes para o desenvolvimento de um
método de diagnéstico.

Exemplo 6:

[0129] A fim de analisar a menor quantidade
necessaria para a realizacdo do método, foram realizadas
incubacdes com diferentes volumes da amostra e do
conjugado IgG-DMAE-NHS, observou-se gque o volume de
amostra ndo interfere na validacdo do método, visto que a
guimiluminescéncia n&o foi significantemente alterada com
os diferentes volumes utilizados. Sendo possivel, a
utilizacdo de volumes pequenos (100pL de bactérias e 10uL
do conjugado) e obtendo-se uma qgquimiluminescéncia de
3.345.572 RLUs, enquanto que a qgquimiluminescéncia do maior
volume wutilizado foi de 1.889.272 RLUs, para 1mL de
bactérias e 100pL do complexo (Figura 6). Porém, devido a
maior probabilidade de erros em pequenos volumes, foi

estabelecido o wuso de 200pL de leptospiras e 20ulL do
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complexo para o0s protocolos subsequentes. Baixos volumes
de amostras para a realizacdo do método é uma ferramenta
importante no desenvolvimento de um método para
leptospirose, devido a dificuldade de obtencdo das mesmas
em muitos <casos e ainda por Dbaratear os custos do
mesmo.

Exemplo 7:

[0130] A partir das quimiluminescéncias medidas foi
possivel observar que ndo houve diferencas significativas
entre as Dbactérias marcadas nos diferentes periodos de
tempo de incubacéo, apresentando uma medida
quimiluminescente uniforme tanto com o maior tempo (2h de
incubacdo, QL = 1.961.954 RLUs) quanto com o menor tempo de
incubacdo (15min de incubacdo, QL = 2.450.352 RLUs). O
ensaio demonstrou que e} teste apresenta uma alta
quimiluminescéncia mesmo em curtos periodos de incubacéao,
sendo possivel obter um resultado eficiente com apenas
15min de incubacédo das bactérias e o conjugado (Figura 7).
Vantagem que proporciona o desenvolvimento de um possivel
método de diagnéstico eficaz, com rapidez, ferramentas de

alto interesse industrial.

Exemplo 8:
[0131] Foi possivel observar gque existe uma reacgédo
imunolébgica antigeno-anticorpo especifica entre o

conjugado e as leptospiras (Figura 8), uma vez que a
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complexacdo prévia do anticorpo frio as bactérias reduz
sua quimiluminescéncia. Nos quals as quimiluminescéncias
observadas sdo de 756.951 RLUs e 1.390.304 RLUs para
leptospiras marcadas com IgG-IgG-DMAE-NHS e IgG-DMAE-NHS,
respectivamente. E importante salientar que mesmo apds a
incubacdo do anticorpo frio, o complexo IgG-DMAE-NHS &
capaz de se complexar as bactérias e produzir
quimiluminescéncia significativa, sugerindo assim gque nem
todos os epitopos das leptospiras sdo ocupados. Também é
possivel notar que o anticorpo sozinho (IgG) nédo produz
guimiluminescéncia (QL = 872 RLUs), comprovando assim, gque
a quimiluminescéncia emitida é devida a ligacdo entre o

antigeno (bactéria) e o anticorpo conjugado ao éster de

acridina.
Exemplo 9:

[0132] Foi possivel observar gque a urina de
hamster infectados - Urina Infectada - apresentou uma

quimiluminescéncia superior em relagdo a observada na
urina de hamster ndo infectados - Urina Controle. De
acordo com Faine e colaboradores (1999), espera-se que as
leptospiras sejam detectadas na urina a partir de sete dias
apds a infecgdo, preconizagdo essa que fornece embasamento
para o teste proposto, uma vez que no 10° dia apds a
infecgcdo a média da quimiluminescéncia da Urina Infectada

(775.894 RLUs) apresentou-se 3,95 vezes maior do que
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aquela comparada a média da Urina Controle (195.987 RLUs),
enquanto no 19° dia apdés a infecgdo as médias de
guimiluminescéncia foram de 1.305.597 RLUs e 625.800 RLUs,
respectivamente, para as urinas Infectadas e Controle.
Ainda de acordo com Faine e colaboradores (1999), também é
esperado um aumento no volume da urina (polidria) em
animais cronicamente infectados, sinal esse também
observado no experimento  proposto, onde o0s hamsters
infectados apresentaram o volume de urina aproximadamente
trés vezes maior em relacdo ao volume de urina apresentado
pelos hamsters do grupo controle. N&ao se obteve
resultado positivo na visualizacdo de leptospiras por
microscopia de campo escuro, ndo sendo visualizada nenhuma
bactéria em nenhuma das amostras analisadas tanto do grupo
de Infectados quanto do grupo Controle. Em todos os dias
analisados foi possivel observar uma maior
quimiluminescéncia na Urina Infectada em comparacdo a
Urina Controle, mesmo quando ndo é possivel a observacdo de
leptospiras no método padr&o outro por microscopia de campo
escuro!. Os sobrenadantes de todas as amostras coletadas
também tiveram suas gquimiluminescéncias avaliadas, a fim
de se obter um controle negativo para todas as amostras,
uma vez dJue é possivel detectar os complexos nao
conjugados no sobrenadante de cada amostra.

Exemplo 10:
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[0133] A partir das anadlises das amostras por PCR,
foili possivel detectar a presenca de leptospiras na urina
apenas no 12° dia apdés a infeccdo dos animais (Figura 10).
O método de andlise por PCR é uma técnica largamente
utilizada e comprovada, e atualmente é considerada um dos
padrdes para o diagndéstico da leptospirose. Porém ndo foi
possivel a deteccdo das bactérias nos primeiros dias de
infeccdo através da utilizacdo deste método.

Exemplo 11:

[0134] As culturas foram realizadas no 12° dia apés
a inoculacdo das leptospiras nos hamsters, no tltimo dia de
coleta das urinas. Todos os 10 animais tiveram seus rins e
figados <coletados para a anadlise do crescimento das
leptospiras em cultura. Foli possivel observar a formacdo
do anel de <crescimento Dbacteriano em todos os cinco
animais infectados bem como a visualizacdo das leptospiras
em microscoépio de campo escuro (Figura 11A) apds sete
dias de inoculacdo e incubacdo a 29°C do macerado de rim e
figado no meio semissdélido. J& nos animais controle néo
houve o crescimento das bactérias (Figura 11B).

Exemplo 12:

[0135] Em urina humana experimentalmente
contaminada, também observou-se o mesmo padrdo da urina de
hamster infectado. Ou seja, foi a possivel deteccdo com o

aumento da guimiluminescéncia proporcional a maior



75/90

quantidade de Dbactérias presentes na urina. Conforme
ilustrado na Figura 13, ©para a concentracdo de 104
leptospiras obteve-se uma quimiluminescéncia média de
1.164.435 RLUs, enquanto para as concentracdes de 105 e
106 as quimiluminescéncias médias foram, respectivamente,
de 1.367.663 RLUs e 1.553.067 RLUs. J& na urina humana néo
infectada (controle) a quimiluminescéncia foi de 8.751
RLUs. Os dados sugerem que urina humana também néo
apresenta-se como um interferente para o desenvolvimento do
método, apesar dos seus diversos componentes e
contaminantes. Pretende-se ainda comparar a utilizacdo do
método com outras Dbactérias tais como Legionella spp.,

Serratia spp., Borrelia spp., entre outras que também sio

eliminadas na urina (Widianty et al, 2013).

Conclusdes
[0136] Com a presente invencgdo verificou-se que:
(1) a conjugacdo do éster de acridina dimetil N-

hidroxisuccinamida (DMAE-NHS) ao anticorpo anti-Leptospira
interrogans resultou em um derivado coletado mediante
cromatografia por exclusdo molecular com Sephadex-G25,
separadamente do DMAE- NHS ndo conjugado;

(2) o complexo formado entre a bactéria e o anticorpo
conjugado ao DMAE-NHS emitiu luz gquando em meio alcalino e
na presenca de perdxido de hidrogénio (quimiluminescéncia);

(3) esta luz emitida mostrou-se proporcional ao
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aumento do numero de bactérias;

(4) houve reducdo da luz emitida quando a bactéria
foi previamente incubada com o anticorpo ndo conjugado;

(5) a presenca da Dbactéria na urina de Thamster
infectado foi detectada mediante o) emprego desta
metodologia a partir do 50 dia de infeccdo;

(6) empregando a técnica da PCR a deteccgdo da
bactéria na urina dos hamters infectados ocorreu no 12° dia
apoés infeccéo; e

(7) mediante cultura de tecidos (macerado de figado e
rim) dos hamsters foi detectada a presenca da Leptospira
interrogans.

[0137] Tais resultados demonstram uma metodologia
mais sensivel para a deteccdo de leptospiras e permite o
diagndéstico precoce da leptospirose.

[0138] Embora tenham sido mostradas apenas algumas
modalidades da presente invencdo, serd entendido gque varias
omissdes, substituicbdes e alteracgdes podem ser feitas por
um técnico versado no assunto, sem se afastar do espirito e
escopo da presente invencgéo.

[0139] E expressamente previsto que todas as
combinacdes dos elementos que desempenham a mesma funcdo
substancialmente da mesma forma para alcancar o0S mesmos
resultados estao dentro do escopo da invencdo.

Substituicdes de elementos de uma modalidade descrita para
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outra sdo também totalmente pretendidos e contemplados.
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REIVINDICAGOES

1. Processo para obtencdo de um anticorpo marcado
extraido do sangue do coelho inoculado com uma cultura de
Leptospira 1interrogans caracterizado pelo fato de que
compreende as etapas de:

- Purificar o) anticorpo IgG anti-Leptospira
interrogans por meio de precipitacdo por acido caprilico;

- Dialisar o anticorpo purificado; e

- Conjugar o anticorpo purificado ao éster de acridina
dimetil N-Hidroxisuccinamida (DMAE-NHS).

2. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que apds a etapa de dialise ha
uma etapa de avaliacdo da purificacdo e atividade funcional
dos anticorpos por meio de SDS-PAGE e/ou ELISA.

3. Processo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 2, caracterizado pelo fato de que na
conjugacdo é usado 1 mL de anticorpo purificado e 15 pL de
DMAE-NHS a 0,05% em solvente N,N-dimetilformamida (DMF) .

4. Método para diagndéstico de leptospirose in vitro
caracterizado pelo fato de que consiste em colocar fluidos
bioldégicos suspeitos de conter leptospiras em contato com o
anticorpo IgG anti-Leptospira interrogans marcado tal como
obtido ©pelo ©processo descrito em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3, e detectar a ligacdo do anticorpo
marcado a leptospira por quimiluminescéncia.

5. Método, de acordo com a reivindicacéao 4,

caracterizado pelo fato de que o fluido bioldgico é urina.
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6. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 4 a b5, caracterizado pelo fato de que o
anticorpo marcado foi usado em uma concentracdo de 1:8 a 1.

7. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 4 a 6, caracterizado pelo fato de que o
anticorpo marcado foi usado em um volume entre 10 e 100 pL.

8. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 4 a 7, caracterizado pelo fato de que o
tempo de incubacd&o da amostra contendo fluidos bioldgicos
com o anticorpo marcado foi de 15 min a 120 min.

9. Uso do anticorpo marcado tal como obtido pelo
processo definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 3
caracterizado pelo fato de que ¢é para a deteccdo de
leptospiras in vitro.

10. Kit para deteccdo in vitro da presenca de cepas de
leptospira em fluidos bioldégicos caracterizado pelo fato do
kit compreender o anticorpo IgG anti-Leptospira interrogans
associado ao éster de acridina DMAE-NHS.

11. Kit, de acordo com a reivindicacéo 10,

caracterizado pelo fato de que o fluido bioldgico é urina.
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