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RESUMO

FOLTRAN, Bruno Botega. Avaliagdo da imunogenicidade de uma porgéo
conservada da proteina LigA de Leptospira interrogans em camundongo.
2022. 41 p. Trabalho de Concluséo de Curso (Especializagdo em Biotecnologia para
a Saude — Vacinas e Biofarmacos) — Escola Superior do Instituto Butantan, S&o
Paulo, 2022.

Espiroquetas patogénicas do género Leptospira sdo o agente causador da
leptospirose, uma doenga zoonética amplamente disseminada que afeta humanos e
animais. Leptospiras patogénicas colonizam os tubulos renais de uma ampla
variedade de animais selvagens e domeésticos, 0s quais excretam as bactérias vivas,
via urina, no ambiente. O homem é o hospedeiro acidental e terminal da doenca, e
apés a infeccdo pode apresentar um quadro variado de manifestagdes clinicas.
Atualmente, estima-se que anualmente cerca de 1 milhdo de pessoas sdo acometidas
pela leptospirose em todo o mundo, o que resulta em aproximadamente 60 mil mortes.
O entendimento da interacdo patdgeno-hospedeiro, bem como da resposta imune
contra proteinas de Leptospira spp., € um passo fundamental para o desenvolvimento
de vacinas contra a leptospirose. As proteinas presentes na membrana externa das
leptospiras séo alvos interessantes de estudo, pois devido a sua localizagdo podem
interagir diretamente com o hospedeiro. Resultados prévios indicam que as proteinas
Leptospiral Immunoglobulin-like A e B (LigA e LigB) s&@o candidatos vacinais
interessantes; ambas proteinas apresentam uma regido N-terminal bastante
conservada, 0 que pode ser aproveitada para a geragao de anticorpos que possam
reconhecer concomitantemente LigA e LigB. Assim, o presente estudo tem como
objetivo clonar, expressar e purificar uma sequéncia que corresponde a porgéo
conservada das proteinas LigA/LigB de L. interrogans sorovar Copenhageni e avaliar
suas propriedades imunogénicas. A porcao conservada do gene LIC10465 (ligA) foi
amplificada por PCR, clonada no vetor pAE e a proteina recombinante expressa em
diferentes linhagens de E. coli. A purificacdo da proteina recombinante foi realizada
por cromatografia de afinidade ao niquel. A proteina recombinante produzida foi
detectada por Western Blotting e ELISA a partir de incubagdo com anticorpos

monloclonais anti-his, soro hiperimune produzido em animais BALB/c e soros positivos



para a leptospirose. A obtencéo e validagdo imunoldgica dessa proteina, na sua forma
recombinante contribuira significativamente para o avanco dos estudos relacionados

a patogenicidade das leptospiras.

Palavras-chave: Leptospira. Leptospirose. Patogenicidade. Imunogenicidade.

Bacteria.
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1 INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose causada por uma bactéria do género Leptospira,
que pertence a familia Leptospiraceae, na forma de espiroquetas, finas e bastante
moveis se destacando por sua caracteristica Unica em forma de gancho (FAINE et al.,
1999; LEVETT, 2001). Essa zoonose que acomete diversos animais, tanto domésticos
como silvestres, tem impacto na pecuaria, acarretando em redugdo drastica na
producéo de leite, alta incidéncia de abortos e morte precoce, e com isso levando a
perdas econdmicas consideraveis. As leptospiras também infectam humanos, sendo
estes seus hospedeiros acidentais e terminais.

A leptospirose possui uma distribui¢céo global, sendo relatados iniUmeros casos
todos os anos, principalmente em regides rurais e periféricas, onde a qualidade de
saneamento basico é reduzida ou inexistente.

Foram identificadas 64 espécies de leptospiras, sendo classificadas em
espécies patogénicas, intermedidrias e sapréfitas (VINCENT et al.,, 2019). As
leptospiras patogénicas sdo os agentes etiologicos da leptospirose, tendo como a
principal espécie patogénica que acomete os humanos a L. interrogans sorovar
Copenhageni, que é transmitida principalmente pelo contato direto com urina de
animais contaminados ou indiretamente através do contato de agua ou solos
contaminados (BHARTI et al., 2003).

As bactérias conseguem penetrar no hospedeiro através de ferimentos na pele
ou mucosa e apoés a entrada se espalham pela corrente sanguinea até atingir os
orgaos alvos, principalmente o figado e o rim, tendo incubacdo média entre de 5 a 14
dias, podendo variar de 2 a 30 dias.

Os sintomas da doenca normalmente s&o dos mais variados, desde
assintométicos até quadros mais graves denominados de sindrome de Weil (VINETZ
et al., 1996) e a sindrome hemorragica pulmonar (SPHS) (MCBRIDE et al., 2005).
Dados fornecidos por especialistas da OMS (Organiza¢do Mundial da Saude) estimam
gue anualmente ocorrem cerca de 873.000 casos graves e 49.000 mortes de pessoas
por leptospirose, em todo o mundo (PICARDEAU et al., 2014)

Por se tratar de uma doenga que possui sintomas tao variados e de grande
incidéncia em regides mais precarias, ela é facilmente confundida com outras

doengas, levando a um diagnoéstico errdneo e consequentemente uma subnotificagdo
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de casos. Além disso, o diagndstico tardio gera também a falta de tratamento
adequado no inicio da infec¢éo, reduzindo a eficiéncia do tratamento e diminuindo a
probabilidade de sobrevivéncia

O teste recomendado pela OMS para diagndstico da leptospirose € o Teste de
Microaglutinacdo (MAT, microscopic agglutination test), que detecta anticorpos
aglutinantes contra epitopos dependentes do sorovar das espécies de Leptospira
(GORIS; HARTSKEERL, 2014). Esse teste, apesar de ser considerado padréo,
apresenta algumas limitagdes, pois depende da disponibilidade de um nimero grande
de estirpes representativas de leptospiras e exige laboratérios amplamente
equipados, além de méo de obra qualificada (BHARTI et al., 2003). Além disso, o
tempo de coleta da amostra para realizacdo do exame € fundamental para evitar
resultados falsos-negativos.

Atualmente existem vacinas licenciadas para o uso veterinario. Essas vacinas
séo constituidas basicamente de bactérias inativadas ou prepara¢des de membrana
de leptospiras patogénicas e parecem induzir resposta protetora a partir da produgéo
de anticorpos contra lipopolissacarideos de leptospiras (FAINE et al., 1999; LEVETT.,
2001). Contudo, estas vacinas falham em induzir protecdo em longo prazo contra
infeccdo, o que requer administracdo anual ou semestral (BOLIN et al., 1989); além
disso, ndo promovem protegao cruzada contra sorovares de leptospiras nao inclusas
na preparacdo da vacina. Em paises como China, Russia, Japdo e Cuba existem
vacinas aprovadas para uso em humanos (MARTINEZ et al., 2004; YAN et al., 2003).

A partir do desenvolvimento de novas tecnologias, como o sequenciamento de
genomas e ferramentas de bioinformética, a busca por novos alvos vacinais utilizando
a vacinologia reversa (VR) cresceu significativamente. Desde 2004, com o
sequenciamento do genoma da L. interrogans sorovar Copenhageni (NASCIMENTO
et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2004) ja foram identificadas e testadas quantidade
robusta de proteinas em modelo animal (DELLAGOSTIN et al., 2011; GRASSMANN;
KREMER et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2019).

O uso dessas novas tecnologias também tem contribuido para o entendimento
dos mecanismos de patogénese das leptospiras. Dados interessantes tém sido
revelados com a caracterizacdo de novos genes de Leptospira, proteinas preditas
com funcdo desconhecida tem sido agora identificadas como adesinas, invasinas e
evasinas, possivelmente contribuindo com os eventos de adeséo, invasao e evasao
imune do hospedeiro (ATZINGEN et al., 2008; CAVENAGUE et al., 2019;
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DOMINGOS et al., 2015; DOMINGOS et al., 2012; FERNANDES et al., 2012; KOCHI
et al., 2019; PEREIRA et al., 2017; TAKAHASHI; TEIXEIRA; NASCIMENTO, 2021,
TEIXEIRA et al., 2015; VIEIRA et al., 2014).

Com base nos resultados disponiveis na literatura, as proteinas LigA e LigB
tém se mostrado antigenos interessantes para composi¢éo de um kit/diagnostico e/ou
vacina (HAAKE; MATSUNAGA, 2021). Ademais, devido a seu espectro de interagao
com componentes do hospedeiro, sugere-se que sejam participativas no processo
infeccioso. Mutagénese simultdnea das proteinas Lig acarreta em atenuacdo de
viruléncia em modelo animal (FERNANDES et al., 2022).

Seguindo a estratégia de vacinologia reversa, o presente projeto propde a
clonagem e expressdo de uma porg¢ao conservada entre os genes ligA e ligB de L.
interrogans sorovar Copenhageni (NASCIMENTO et al., 2004A; NASCIMENTO et al.,
2004b). Além disso, objetivou-se analisar a imunogenicidade desta proteina
recombinante ap0s imunizagdo experimental em camundongos, e por fim, a sua
reatividade com anticorpos presentes em soros positivos para leptospirose. O
entendimento da resposta imune desencadeada pela por¢cdo conservada das
proteinas LigA e LigB serd importante para o aprimoramento dos antigenos para

composi¢ao de uma vacina contra a leptospirose.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Clonagem, expresséao e purificacdo de uma porcao conservada das proteinas

LigA e LigB de L. interrogans a fim de caracterizar suas propriedades imunogénicas.

2.2  Especificos

a) Analise por bioinformética da sequéncia LIC10465 (LigA) e LIC10464 (LigB), a
fim de se definir a regido conservada,

b) Clonagem do fragmento de interesse no vetor de expressao em E. coli pAE e
sequenciamento dos clones obtidos;

¢) Inducéo da expresséo da proteina recombinante utilizando diferentes cepas de
E. coli e analise da solubilidade;

d) Purificac@o da proteina recombinante por cromatografia de afinidade a metal,

e) Avaliar a reatividade da proteina recombinante com soro de pacientes
diagnosticados com leptospirose

f) Producao de soro hiperimune em camundongos;

g) Avaliagédo da imunogenicidade por ELISA e Western blotting;
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3 METODOLOGIA

3.1 Andlises de bioinformatica e clonagem do fragmento de interesse

A partir do banco de dados de sequéncias genéticas GenBank mantido pelo
National Center for Biotechnology Information (NCBI), foi obtido a sequéncia das
proteinas LigA (LIC10465) e LigB (LIC10464), as quais foram submetidas a uma
andlise in silico para predi¢cdes dos dominios conservados e analisar as sequéncias
conservadas entre os genes. O programa PFAM (http://pfam.sanger.ac.uk/) e SMART

(http://smart.embl-heidelberg.de/) foram usados para obtencdo dos dominios das

proteinas.

Foi realizado um alinhamento entre os genes de interesse pela propria
plataforma do NCBI utilizando-se a ferramenta BLASTNn
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) e apds a identificacdo da regido conservada
foram selecionados cerca de 1000 bp correspondente a 328 aminoécidos para
constituirem o fragmento de interesse para clonagem. Foi desenhado um par de

oligonucleotideos para a amplificacdo por PCR com auxilio do software SnapGene.

3.2 Clonagem daregi&o conservada do gene LigA e LigB

Para obtengédo de produtos de PCR, foi usado como base o genoma da L.
interrogans sorovar Copenhageni e o par de oligonucleotideos desenhados para
amplificar a regido conservada do gene. Para tal, a sequéncia do peptideo sinal da
proteina foi desconsiderada e sitios de restricdo (Xhol e Hindlll) foram adicionados as
extremidades 5’ dos oligonucleotideos para a clonagem no vetor pAE (Ramos et al.,
2004); ao oligonucleotideo reverso, também foi incluida a sequéncia referente ao
codon de parada TAA anteriormente ao sitio de restricdo. O vetor pAE permite a
expressdo de proteinas recombinantes contendo um epitopo de 6 residuos de
histidina na regido N-terminal, importante para posterior purificacdo e deteccao da
proteina recombinante por anticorpos monoclonais anti-poli-histidina.

O PCR foi realizado no equipamento da Applied Biosystems™ Veriti™ 96-Well
Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems, EUA). O processo foi realizado utilizando-
se a Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, EUA), uma

polimerase com alta eficiéncia em corregéo de erros na amplificacéo e as condi¢des


http://pfam.sanger.ac.uk/)
http://smart.embl-heidelberg.de/)
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
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do PCR seguiram as recomendagdes do fabricante. O resultado foi confirmado por
eletroforese em gel de agarose 1%, utilizando o tampédo TAE (EDTA 1 mM e Tris-
Acetato 40 mM) e corado com GelRed (Biotium, EUA). Subsequentemente, apds
confirmacdo do resultado esperado, purificou-se a amostra de DNA segundo as
descrigcdes do kit llustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare, Reino Unido) e foram obtidas as concentracdes da amostra através do
Eppendorf BioSpectrometer® basic (Eppendorf, Alemanha) em comprimento de onda
de 260 nm.

Para a etapa posterior, foi realizada a digestdo do fragmento obtido no PCR
(inserto) e do vetor pAE para gerar regides coesivas, utilizando as enzimas de
restricdes Xhol e Hindlll, junto ao tamp&o correspondente a essas enzimas (Buffer R
- Thermo Fisher). Foram usados 2 pg das amostras para ambas as digestdes e
subsequente purificagao.

No que diz respeito a reacédo de ligacdo do plasmideo pAE com o inserto, foram
realizadas duas reac¢des. Uma na proporgéo 1:3 e a outra na proporgéo 1:10 do vetor
para o inserto, respectivamente. Foi utilizada a enzima T4 DNA Ligase (1 U/uL)
(Invitrogen, EUA) a fim de promover a ligagéo do inserto ao vetor. Foi realizado o
protocolo de ligagdo rapida, o qual consiste em incubar o inserto e o vetor em agua
free-nuclease por 10 minutos & 65°C para desfazer possiveis ligages inespecificas e
fracas, em seguida foi realizado um rapido spin para precipitacdo de qualquer
condensado na tampa do tubo e aclimatagéo. Por fim, foram adicionados a enzima T4
Ligase e seu respectivo tampdao e incubado em temperatura ambiente (22°C) por 2
horas.

A estirpe de E. coli DH5a foi utilizada para a transformacao por choque térmico
dos produtos da ligagdo. Foram retiradas 2 aliquotas do biofreezer (-80°C), uma para
cada concentragdo realizada, as aliquotas possuem um volume de 50 pL de E. coli
competentes que foram descongeladas no gelo por 10 minutos. Em seguida, foi
adicionado 5 pL do produto da reacdo de ligagdo em cada tubo correspondente. A
mistura foi mantida por 30 minutos no gelo e em seguida incubada por 2 minutos a
42°C. Para finalizar, as estirpes retornaram para o gelo por mais 5 minutos. Apos esse
periodo, foi adicionado 350 pLpL de meio LB Broth, Miller (Luria-Bertani) (LB) (Thermo
Fisher Scientific, EUA) em cada tudo e o conjunto foi incubado & 37°C por 1 hora.
Ent&o, 100 pLpL de cada cultura de E. coli foram semeadas em 2 placas de Petri
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contendo 20 mL de meio LB, 2% de Agar (BD BACTO™ Agar - Thermo Fisher
Scientific, EUA) e 50 pg/mL de ampicilina em cada.

A fim de averiguarmos complementarmente o sucesso da transformacéo, foi
feito PCR de coldnia, no qual com o auxilio da ponteira, uma aliquota referente a 6
colonias isoladas de cada placa foi transferida da placa de Petri para um microtubo de
0,2 mL contendo 1 pL de 4gua free-nuclase. Em seguida, foi adicionado a Platinum
PCR SuperMix High Fidelity (Invitrogen) e os primers T7 (TATGCTAGTTATTGCTCAG
e TAATACGACTCACTATAGGG) que flanqueiam a inser¢éo do gene. Ao término do
PCR, as reag0es foram avaliadas por um gel de agarose a 1% para verificar se as
colénias continham o plasmideo recombinante de interesse.

A partir da validagdo das colonias, foi feito um novo cultivo utilizando duas
colonias positivas em diferentes tubos contendo 3 mL de meio LB e 50 pg/mL de
ampicilina para fazer extrac@o dos plasmideos. Foi centrifugado 1,5 mL do cultivo e o
pellet obtido foi usado para a extragdo de acordo com as recomendacdes do kit Cytiva
lllustra plasmidPrep Mini Spin Kit (Cytiva, EUA). Posteriormente, as amostras
resultantes foram quantificadas com auxilio do Eppendorf BioSpectrometer basic em
comprimento de onda de 260 nm. Em seguida, aproximadamente 100 ng de cada
plasmideo foram digeridos pelas enzimas de restricdo Xhol e Hindlll (New England
Biolabs), novamente no tampéao Buffer R. As amostras digeridas foram comparadas
com os plasmideos néo digeridos através de eletroforese em gel 1% agarose, a fim

de documentar o sucesso da inser¢ao do gene no vetor pAE.

3.3 Expresséao da proteina recombinante.

Trés estirpes de E. coli foram empregadas para ensaios de expresséo: E. coli
BL21(DES3), BL21 Star (DE3) pLysS (Invitrogen) e C43(DE3) (Avidis), que possuem o
gene da T7 RNA polimerase controlado pelo promotor lac UV5, o qual é induzido por
isopropil-B-D-tiogalactopiranosidio (IPTG). A estirpe BL21 Star (DE3) pLysS possui
também o plasmideo pLysS, responsavel por codificar uma lisozima que cliva T7 RNA
polimerase, evitando escape de expressao dos genes de interesse na auséncia de
seu indutor.

As bactérias foram transformadas com os plasmideos recombinantes por
choque térmico e incubadas a 37°C, sob agitacdo, como descrito anteriormente.

Primeiramente as indugdes ocorreram apds os cultivos saturados atingirem densidade
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Optica de 0,6 em leitura a 600 nm e foram induzidas com diferentes concentra¢cdes de
IPTG (0,01, 0,1 e 1 mM) por 3 horas & 37°C, para determinar qual concentracdo de
IPTG a proteina algo teve maior produtividade. Em seguida foi realizado outra
indugéo, mas agora apenas na estirpe BL21 Star (DE3) pLysS com 2 condi¢bes de
cultivo utilizando 0,01 mM de IPTG: a) Inducéo por 3 horas a 37°C e b) Indugéo por
16 horas a 18°C, ambas sempre sob agitacdo. Para tais experimentos, foram
cultivadas em 30 mL de meio LB com os respectivos antibidticos: a estirpe BL21 Star
(DES3) pLysS, devido a presenca do plasmideo pLysS, foi cultivada com meio contendo
ampicilina (50 pg/mL) e cloranfenicol (34 pg/mL), ao passo que nass demais estirpes
foi utilizada apenas ampicilina, na mesma concentragao descrita anteriormente.

Cada estirpe e cada condicdo de inducdo apds o tempo de cultivo foram
coletadas e centrifugados a 5.000xg por 15 minutos em tubos do tipo falcon. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 2 mL de tampéao de lise
(Trid pH 8,0 20mM, NaCl 150 mM, Lisozima 200 pg/mL, Fluoreto de Fenilmetilsulfonil
(PMSF) 2mM e Triton X-100 1%) e submetido ao sonicador com amplitude de 60%
por 2 minutos com intervalos de 20 segundos cada pulso. Em seguida foi centrifugado
novamente a 10.000xg por 15 minutos, o sobrenadante foi separado e o pellet foi
ressuspenso em 2 mL de tampéo de desnaturagéo (Tris pH 8,0 10 mM, NaCl 150 mM
e Ureia 8M) para solubilizar as proteinas insoluveis que precipitaram.

As amostras jA& em seus respectivos tampdes foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida e Western blotting para poder determinar se a
proteina foi expressa em fragdo sollvel ou insolivel e qual estirpe teve melhor
eficiéncia. A estirpe que apresentou banda com a massa molecular esperada e maior
intensidade foi selecionada para cultivo e expressdo da proteina recombinante em
volume maior de meio de cultura para verificagdo da solubilidade novamente e
purificagéao.

Foram separados 50 pL de cada amostra em novos tubos e entéo adicionados
12,5 pL de tampéo de corrida contendo dodecil-sulfato de sddio (SDS) e B-
mercaptoetanol, sendo as amostras aquecidas a 96°C por 10 minutos. As proteinas
presentes nas amostras foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
12%. Os géis foram feitos em duplicatas, sendo as réplicas utilizadas para a
observacgéo de proteinas totais pelo corante Comassie Blue e deteccéo especifica da
proteina recombinante por Western blotting. A proteina recombinante foi transferida

para uma membrana de nitrocelulose “Hybond-ECL” (GE Healthcare) em sistema
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semi-umido (GE) por 10 minutos 1,3 A/cm2 em tampé&o de transferéncia Tris-Glicina
acrescido de 1,85% de SDS. Em seguida, a membrana foi incubada com uma solugéo
de bloqueio PBS-Tween 0,05%, Leite desnatado 10% (PBS-T-Leite) e mantido sob
agitacao por 1 horas a temperatura ambiente. Apos o blogqueio, a membrana foi lavada
3 vezes por 5 minutos com PBS-Tween 0,05% (PBS-T) e incubada com o anticorpo
monoclonal IgG anti-polihistidina conjugado com peroxidase (propor¢ao 1:10.000 de
anticorpo para solugéo de bloqueio, respectivamente). Apos 1 hora de incubacéo, a
membrana foi novamente lavada 3 vezes por 5 minutos com PBS-T. A reatividade foi
detectada utilizando-se o kit Amershan™ ECL SelectTM Western Blotting Detection

Reagent (GE Healthcare, Reino Unido).

3.4 Purificagdo da proteina recombinante.

O sistema de expressao utilizado adiciona uma sequéncia de 6 residuos de
histidina (6XHis) na extremidade N-terminal da proteina. Isto possibilita a purificacéo
da proteina em coluna de Sepharose (GE) carregada com Ni2+. A proteina
recombinante se liga ao Ni2+ via residuos de histidina, enquanto proteinas
contaminantes sdo removidas ap6s o uso de tampdes contendo baixas concentracdes
de imidazol (20 mM, 40 mM, 60 mM). Em seguida, a proteina de interesse foi eluida
com um tampéao contendo 500 mM e 1M de imidazol. As fragdes de todas as etapas
da purificacao foram coletadas e analisadas em gel SDS-PAGE antes e apo6s a didlise,
realizada com Tris pH 8,0 a 20 mM e 500 mM NacCl, a fim de reduzir as concentracdes
de imidazol nas amostras. Para tal, foi utilizada a membrana Fisherbrand™
Regenerated Cellulose Dialysis Tubing (Fisher brand, EUA). A concentragéo estimada
da proteina recombinante obtida foi avaliada pelo reagente de Bradford (Sigma-
Aldrich, EUA).

3.5 Avaliagdo da reatividade das proteinas recombinantes com soros de

pacientes positivos para leptospirose por ELISA.

A proteina recombinante foi imobilizada na concentragcdo de 500 ng/poco em

tampdo carbonato 0,1M em placas de ELISA (High Binding, Costar, Corning



20

incorporated, EUA) durante 16h a 4°C. Apds a imobilizag&o, o excesso de proteina foi
removido por meio de 3 lavagens com PBS-T. Em seguida, a placa foi bloqueada com
solugcéo de PBS-T-Leite, e incubadas por 1 hora a 37°C. Apds esse periodo, um novo
ciclo de lavagem foi realizado para remover o bloqueio ndo ligado. Os soros de
humanos pareados foram utilizados como anticorpo primario e divididos em duas
categorias: MAT+ (fase convalescente) e MAT- (fase inicial). Como se trata de uma
proteina recombinante produzida em E. coli, os soros de pacientes foram adsorvidos
previamente em 10% de extrato de E. coli, para diminuir interacdes inespecificas. Para
detecgdo da interag&o proteina recombinante/soro de paciente, foi utilizado anticorpo
anti-IlgG e anti-lgM humanos conjugados com peroxidase (ambos 1:10.000). O ensaio
foi revelado com solugdo de o-Fenilenodiamina (OPD) (1 mg/mL) e peré6xido de
hidrogénio (1pL/mL) diluidos no tamp&o citrato fosfato e quantificado em leitora de
ELISA (Multiskan-FC, Thermo Fisher Scientific, Finlandia) a 492 nm. Como
comparativo foi utilizado o cutoff value, valor calculado utilizando a média (m) e o
desvio padrao (dp) de soro de pacientes que ndo foram diagnosticados com a doenga
(soro comercial SIGMA), de acordo com a seguinte equagao: ¢ = m + (3x dp), onde
todas as amostras que obtiveram um valor acima do cutoff foram consideradas como
reativas. Foi plotado um grafico utilizando os dados obtidos do ensaio através do
software GraphPad Prism 6 (GraphPad Prism, EUA).

3.6 Avaliagcdo da reatividade das proteinas recombinantes com soros

positivos para leptospirose por Western blotting.

Para avaliacdo da reatividade por Western blotting a proteina recombinante (4
ug) e o controle negativo BSA foram separados em triplicata por SDS-PAGE e
transferida para uma membrana de nitrocelulose “Hybond-ECL” (GE Healthcare,
Reino Unido) em sistema semi-amido por 10 minutos, 1,3 A por cm2 em Tris-Glicina
acrescido de 1,85% de SDS (tampéo de transferéncia). Em seguida, a membrana foi
cortada e separada em 3 recipientes e as membranas foram incubadas com uma
solucédo de bloqueio (PBS-T-Leite) por 1 hora sob agitagéo. A solugéo de bloqueio foi
descartada e uma membrana foi incubada com uma mistura de soros MAT+ (1:5000),
MAT- (1:5000) ou soros de individuos saudaveis (1:5000), em PSB-T-Leite. ApGs 1
hora de incubagéo, as membranas foram lavadas 3 vezes por 5 minutos com PBS-T

e incubadas com um anticorpo secundario anti-lgG (1:10.000 em solugéo de bloqueio)
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por uma hora. Foram realizadas novamente 3 lavagens por 5 minutos para retirada do
excesso de anticorpo secundéario. A reatividade foi detectada utilizando-se o kit
Amershan™ ECL SelectTM Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare).

3.7 Obtencdo de anticorpo policlonal em camundongo e testes de

imunogenicidade.

Para a produgéo de soro hiperimune em camundongos BALB/c (18 a 229)
foram realizados dois esquema de imunizagédo via subcutédnea com 10 pug da Lig
recombinante adsorvidas em 12,5% AI(OH)3, em um volume total de 250 pL por dose.
O primeiro esquema foi feito 2 reforcos com intervalo de 15 dias, jA o segundo
esquema foi feito com 6 reforgos com intervalo de 7 dias. Ambos os esquemas
totalizaram 45 dias de experimento. O uso desses animais como modelo experimental
foi aprovado pelo comité de ética da instituicdo sob a CEUA: 4632250422, o Biotério
Central do Instituto Butantan nos forneceu 4 animais para a realizagéo do projeto.

Os animais, em ambos os esquemas, foram sangrados via plexo retro-orbital
antes das imunizacdes como controle (sangria pré-imunizacdo) e a cada 15 dias para
avaliar a imunogenicidade das doses. O sangue coletado foi mantido a 37°C por 30
minutos e posteriormente, o coagulo foi deslocado por centrifugacéo a 10.000 x g por
5 minutos. Apoés a centrifugacao, o soro foi retirado e separado em novos microtubos
de 1,5 mL e foi armazenado a -20°C. A titulagdo dos soros obtidos foi feita por ELISA,
a partir da imobilizacdo de 250 ng da proteina recombinante por po¢o. O soro dos
animais foi utilizado como anticorpo primario, adsorvido em 10% de extrato de E. coli
e diluido em solug&o de PBS-T-Leite. Foi realizada diluicdo seriada do soro policlonal,
sendo iniciada na proporgéo 1:100 de soro para solugéo de bloqueio com extrato de
E. coli. ApGs esse processo, houve a incubagdo dos anticorpos primarios por 1 hora a
37°C. Ap6s a incubacéo do anticorpo primério, foram feitas 3 lavagens com PBS-T e
incubacdo com anticorpo secundéario anti-lgG de camundongo conjugado com

peroxidase por 1 hora a 37°C. A deteccéo foi realizada como descrito anteriormente.

3.8 Avaliagcdo da reatividade das proteinas com anticorpo policlonal

monoespecifico.
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A proteina recombinante foi detectada com soro hiperimune produzido em
camundongos BALB/c contra a prépria proteina recombinante. Em resumo, a proteina
recombinante (2 ug) foi separada por SDS-PAGE e transferida para uma membrana
de nitrocelulose “Hybond-ECL” (GE Healthcare, Reino Unido) em sistema semi-Umido
por 10 minutos, 1,3 A por cm2 em Tris-Glicina acrescido de 1,85% de SDS (tampé&o
de transferéncia). Em seguida, a membrana foi incubada com uma solugdo de
blogueio (PBS-T-Leite) por 1 hora sob agitagdo. A membrana foi lavada 3 vezes com
PBS-T e incubada com os anticorpos primarios de interesse produzidos nos
camundongos. Apos 1 hora de incubacéo, a membrana foi novamente lavada 3 vezes
por 5 minutos com PBS-T e incubada com um anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado com peroxidase por uma hora a temperatura ambiente. Foram realizadas
3 lavagens por 5 minutos para retirada do excesso de anticorpo secundario. A
reatividade foi detectada utilizando-se o kit Amershan™ ECL SelectTM Western

Blotting Detection Reagent (GE Healthcare).

4 RESULTADOS

4.1 Analisein silico do gene selecionado:

Inicialmente, as sequéncias de nucleotideos dos genes LigA e LigB foram
obtidas pela plataforma NCBI. Em seguida, os genes foram alinhados pela prépria
plataforma a fim determinar a regido conservada. Apds a identificacdo, foram

selecionados 984 nucleotideos, resultando em 328 aminoacidos na proteina
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recombinante, para ser a regiao de interesse para clonagem. A partir desta sequéncia
foram desenhados os primers (tabela 1) pelo software SnapGene.

Utilizando os programas PFAM e SMART foi possivel obter a predicao do
dominio da proteina LigA e LibB que contem 13 e 12 dominios da familia Big_2
respectivamente. Esses dominios apresentam dobras semelhantes a imunoglobulinas
(Ig) e j& foram descritos como a molécula de adeséo da célula hospedeira (HAAKE;
MATSUNAGA, 2021). Os dominios da LigA come¢am no do aminoacido 52 ao 1210
e da LigB do amino&cido 7 ao 1544.

Figura 1 - Imagem ilustrativa do gene da LigA e LigB

Regido conservada
L

LigA
(LIC10465)

3675bp

LigB
(LIC10464)

| I
1bp 400bp T 1383bp  1890bp 5673bp

Regido selecionada
para clonagem (984bp)

Fonte: proprio autor, 2022.
Legenda: Imagem ilustrativa do gene da LigA e LigB com seus tamanhos correspondentes em pares
de base (bp). Delimitagéo da regido conservada e da regido selecionada para clonagem.

A traducao da sequéncia de nucleotideos selecionada resulta em uma proteina
recombinante de interesse com massa estimada em 36 KDa (cerca de 110 Dalton por
aminoacido). A massa da proteina recombinante € importante para a aplicagdo de
técnicas como o SDS-Page e Western Blotting.

Em seguida, o programa WebCutter (http://heimanlab.com/cut2.htmL) nos
forneceu uma lista de enzimas de restricdo que nao clivariam a sequéncia do gene de
interesse. Essa lista foi comparada com as enzimas de restricdo que possuiam sitios
de clivagem no vetor pAE. Para a determinagéo do par de enzimas de restricdo a ser
utilizado, foi usada a ferramenta “Double Digest Calculator”, da Thermo Scientific,

(https://www.thermofisher.com/br/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-


http://heimanlab.com/cut2.htmL)
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biology/thermo-scientific-restriction-modifying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-

scientific/double-digest-calculator-thermo-scientific.htmL) que possibilita a
determinacdo de qual par de enzimas possui maior eficiéncia no mesmo tampéo. As
enzimas Xhol e Hindlll foram escolhidas, uma vez que ndo possuiam sitios de
clivagem na sequéncia do gene, sendo também capazes de clivar o vetor pAE e

ambas utilizando o Buffer R.

Tabela 1 - Oligonucleotideos e enzimas de restricdo utilizados para a clonagem

Primer  Enzimade Sequéncia de nucleotideos Amplicon
(5°-3)  restricdo*
Forward Xhol atcgCTCGAGACACCAGCCATTCTTAACTC

Reverse Hindlll atcgAAGCTTTTATCCCAGACCTTTATTGTTGTC 984bp

*QOs sitios referentes as enzimas de restri¢do se encontram destacados em negrito e sublinhados.

Fonte: proprio autor, 2022.
Legenda: Oligonucleotideos e enzimas de restricdo utilizados para a clonagem do fragmento de
interesse do genoma de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni.

4.2 Clonagem do fragmento de interesse

Foram construidos os primers Forward e Reverse, sendo que a construgéo do
primer Forward considera o inicio da sequéncia do fragmento de interesse a partir da
sequéncia de nucleotideo codificante do amino&cido 135. As sequéncias dos primers,
bem como as enzimas de restricdo utilizadas podem ser observados na Tabela 1.

A amplificacdo do fragmento foi realizada utilizando-se o kit Q5 High-Fidelity
em diferentes temperaturas de anelamento e o genoma de L. interrogans sorovar
Copenhageni como molde. Os fragmentos resultantes foram visualizados por meio de

eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 2).

Figura 2 - Analise de amplicons por PCR
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Fragmento

M1 1 2 |

Fonte: proprio autor, 2022.

Legenda: Analise de amplicons apés PCR da regido de interesse a partir do genoma de L. interrogans
sorovar Copenhageni. Fiocruz L1-130. A seta indica o amplicon com tamanho esperado, de
aproximadamente 1000 pares de base. (M) Marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); O
PCR foi realizado conforme as condicdes estabelecidas pelo fabricante, variando-se a temperatura de
anelamento em 55°C (fragmentol) ou 60°C (fragmento 2)

Como podemos observar na Figura 2, as amostras 1 e 2 exibiram banda com
tamanho esperado, indicando que ambas as temperaturas funcionaram. Em seguida,
as amostras foram agrupadas e purificadas. Subsequentemente foi realizada a
quantificagdo dos produtos da PCR, totalizando 52 ng/pL.

Na etapa seguinte, foi realizada a digestdo de cerca de 2 pug do inserto e do
vetor com as enzimas de restricdo selecionadas, de modo a permitir a constru¢céo do
plasmideo recombinante. Apos reagéo de ligagdo mediada pela enzima T4 ligase, 0s
produtos foram utilizados para transformar por choque térmico E. coli DH5a

competentes para selecdo dos clones recombinantes.

Figura 3 - Gel de agarose para analise do fragmento e vetor diferidos
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Fragmento pAE
M InND D lIND D

Fonte: proprio autor, 2022.

Legenda:Gel de agarose para andlise do fragmento e vetor diferidos. (Marcador) padrdo molecular 1
Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Fragmento de interesse néo digerido (N/D) e digerido (D); Vetor pAE
nao digerido (N/D) e digerido (D)

Com o intuito de confirmar o sucesso do processo de transformacdao, foi
realizado PCR de colbnia (Figura 4). Ambas as concentragcdes de inverto/vetor (3:1 e
10:1) utilizadas resultaram em col6nias, sendo entéo selecionadas 6 colbnias de
cada condicao e realizado o PCR utilizando os primers T7, o qual flanqueia o inserto
ligado ao vetor. Quase todas as colbnias apresentaram o plasmideo recombinante

de interesse, indicando corretamente sucesso da clonagem.

Figura 4 - PCR de colbnia
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Fonte: proprio autor, 2022.

Legenda: Gel de agarose para analise da reacdo de PCR de colbnia para confirmar a transformacéo
vetor pAE. (Marcador) Padrdo molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Como controle para
determinar o tamanho do vetor pAE sem o fragmente foi aplicado 2 amostras no gel contendo o vetor
nativo (Controle pAE 1 e 2). As respectivas amostras foram produtor do PCR, sendo col6nia de 1 a 6
selecionadas da placa com concentracdo de 3-1 e colbnia 7 a 12 selecionadas da placa com
concentragéo 10-1.

A partir do resultado do PCR de colonia, foram escolhidas 2 colonias para as
proximas etapas, sendo elas a colbnia 6 (C6) e a colénia 12 (C12) como mostra a
Figura 4. Sendo assim, foi realizado um novo cultivo contendo 3 mL de meio LB e
ampicilina para obtengdo de uma maior quantidade celular e em seguida fazer a
extragdo do plasmideo.

Apos a extragdo os plasmideos foram separadamente purificados e digeridos
(100 ng) pelas enzimas de restricdo Xhol e Hindlll a 37°C por cerca de 1 hora e 30
minutos, com o objetivo de se certificar da presenca do inserto no vetor recombinante
(Figura 5).

Figura 5 — Digestéo enziméatica do vetor pAE com o fragmento
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1000bp

Fonte: proprio autor, 2022.

Legenda: Andlise de confirmacgé&o da presenca do fragmento de interesse no vetor pAE recombinante
através da digestdo enzimatica do vetor. (Marcador) padrdo molecular 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); (1) Vetor pAE integro sem digerir; (2) Vetor pAE selvagem digerido (linearizado); (3)
Plasmideo recombinante extraido da colénia 6 nédo digerido; (4) Plasmideo recombinante extraido da
colénia 6 duplamente digerido; (5) Plasmideo recombinante extraido da coldnia 12 ndo digerido; (6)
Plasmideo recombinante extraido da colénia 12 duplamente digerido. A seta destaca os fragmentos
dos vetores pAE recombinantes correspondentes ao fragmento de interesse, que estdo no tamanho
esperado de cerca de 1000 pares de bases.

Apos o processo de digestdo, ficou evidente que as duas coldnias selecionadas
continham os plasmideos recombinantes, uma vez que a liberacdo do inserto de
interesse foi observada. No entanto como o plasmideo proveniente da colénia 12
apresentou bandas mais uniforme, foi selecionada para continuar nos proximos
experimentos. O plasmideo recombinante foi sequenciado pelo método de Sanger,
ndo sendo observadas muta¢cdes na sequéncia, possibilitando, portanto, as proximas

etapas do trabalho.

4.3 Expressédo do fragmento de interesse

Para verificar o perfil de expressao da proteina de interesse, trés diferentes
estirpes de E. coli foram transformada com o plasmideo recombinante C12, tais como
BL21 (DE3) (Figura 6), BL21 Star (DE3) pLysS (Figura 7) e C43 (DES3) (Figura 8). A
inducédo ocorreu conforme descrito na metodologia, 3 horas a 37°C sob agitacdo com
diferentes concentragdes de IPTG (0,01, 0,1 e 1 mM). Inicialmente foram coletadas as
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amostras de extrato de E. coli Antes da inducao e a p6és a indugédo de todas as estirpes
em todas as condi¢des de indugéo.

Figura 6 - Andlise da expresséo da proteina recombinante na cepa BL21 DE3
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Fonte: proprio autor, 2022.

Legenda: Analise da expressdo da proteina recombinante por eletroforese em gel de poliacrilamida
12% (imagens a esquerda), com posterior detec¢éo da proteina alvo por Western Blotting (imagens a
direita). Avaliacdo da expressao da proteina recombinante utilizando a estirpe de E. coli BL21 (DE3)
induzidas com 0,01; 0,1 e 1 mM de IPTG. (M) Padrdo de massa molecular; fra¢cdo ndo induzido; fragcao
soltvel e frag&o insolavel. As setas indicam a faixa de massa molecular na qual a proteina alvo

Figura 7 - Andlise da expressédo da proteina recombinante na cepa BL21 C43
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Fonte: proprio autor, 2022.

Legenda: Andlise da expressdo da proteina recombinante por eletroforese em gel de poliacrilamida
12% (imagens a esquerda), com posterior detec¢éo da proteina alvo por Western Blotting (imagens a
direita). Avaliacdo da expressdo da proteina recombinante utilizando a estirpe de E. coli C43 (DE3)
induzidas com 0,01; 0,1 e 1 mM de IPTG. (M) Padréo de massa molecular; fra¢cdo ndo induzido; fracao
soltvel e frag&o insollvel. As setas indicam a faixa de massa molecular na qual a proteina alvo

Figura 8 - Analise da expressao da proteina recombinante na cepa BL21 Star (DE3)
pLysS
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Fonte: proprio autor, 2022.

Legenda: Analise da expressado da proteina recombinante por eletroforese em gel de poliacrilamida
12% (imagens a esquerda), com posterior deteccao da proteina alvo por Western Blotting (imagens a
direita). Avaliacdo da expressédo da proteina recombinante utilizando a estirpe de E. coli BL21 Star
(DE3) pLysS induzidas com 0,01; 0,1 e 1 mM de IPTG. (M) Padrao de massa molecular; fragao ndo

induzido; fracédo soltvel e fracao insollvel. As setas indicam a faixa de massa molecular na qual a
proteina alvo

Como podemos observar, todas as estirpes apresentaram a banda proteica no
tamanho esperado, apresentaram escape de expressao, bem como uma maior
expressado na fracao insolluvel. Desse modo, como a estirpe BL21 Star (DE3) pLysS
apresentou um menor escape de expressao e uma quantidade maior na fracao
sollvel comparada as outras, foi feito um segundo cultivo em um volume maior (400
mL) apenas com esta estirpe para verificar a indugdo em 16 horas a 18°C sob
agitacdo. Otimizar a produgéo da proteina na fracao soluvel facilita a purificagéo da
mesma e como pouca diferenca foi observada nas diferentes concentragdes de

IPTG, a concentragéo de 0,01 mM foi mantida (Figura 9).

Figura 9 - Analise da expressao da proteina recombinante na cepa BL21 Star (DE3)
pLysS a 18 horas de indugéo
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Fonte: proprio autor, 2022.

Legenda: Andlise da expressdo da proteina recombinante por eletroforese em gel de poliacrilamida
12% (imagem a esquerda), com posterior detecgdo da proteina alvo por Western Blotting (imagem a
direita). Avaliagdo de expressdo em larga escala (400mL) expressa em E coli BL21 Star (DE3) pLysS.
(Marcador) Padrao de massa molecular; fragdo soltvel (SO) e insoluvel (IN) por 3 horas a 37°C e fragdo
solavel (SO) e insoluvel (IN) por 16 horas a 18°C, respectivamente.

Como pode ser observado, a estirpe BL21 Star (DE3) pLysS apresentou um
aumento na producédo da proteina alvo na fracao solluvel na condi¢cao de inducdo em
16 horas a 18°C, a qual foi selecionada para a purificacdo por cromatografia de

afinidade a metal.

4.4  Purificagdo da proteina recombinante

Ap6s a confirmacao da presenca da proteina-alvo na fragcdo soluvel do extrato
de E. coli, a fracdo foi purificada em coluna de Sepharose tratada com ions Ni*2.
Através dos anéis imidazoélicos presentes em sua estrutura, as histidinas sdo capazes
de se ligar e interagir com os ions de niquel, componentes da coluna. Desse modo,
com o auxilio das poli-histidinas adicionada a proteina recombinante produzida pelo
vetor pAE, a proteina de interesse tende a interagir com o niquel e se fixar a coluna,
enquanto que as proteinas contaminantes, com menor afinidade por este metal,
passam diretamente pela coluna e sdo coletadas no flowthrough. Com o objetivo de
retirar as proteinas contaminantes, sdo realizadas lavagens com concentracdes

crescentes de imidazol. Esse componente compete com 0s anéis imidazolicos da
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estrutura molecular das histidinas pela interagdo com o Ni*?, dessa forma, ha retirada
das proteinas que tem uma ligacdo mais inespecifica a coluna. Como a cauda de poli-
histidina permite uma ligag&o relativamente forte com o metal da coluna, é esperado
que a eluicéo da proteina alvo ocorram nas lavagens com 500 mM e 1 M de imidazol.
O flowthrough de cada etapa de lavagem foi coletado para posterior analise por
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% e a solugéo obtida com a eluicdo a 500 mM
e a 1 M de imidazol foi coletada de 2 em 2 mL em microtubos distintos (Figura 10)

Figura 10 - Andlise por SDS-PAGE da purificagcdo da proteina alvo

Fonte: proprio autor, 2022.

Legenda: Andlise por SDS-PAGE da purificagdo da proteina alvo. (Marcador) Padréo de massa
molecular; Amostra antes de passar pela coluna de cromatografia (Pré-Coluna); Amostra apos a
passagem da amostra pela coluna (flowthrough); Lavagens da coluna com baixas concentragfes de
imidazol (20 mM, 40 mM e 60 mM); Eluicdo da proteina alvo com 500 mM de imidazol em diferentes
tubos de 2 mL, tubo 2 (22 500 mM), tubo 3 (32 500 mM), tubo 4 (42 500 mM), tubo 8 (82 500 mM) e tubo
10 (102 500 mM); Lavagem da coluna com 1 M de imidaziol em diferentes tubos de 2 mL, tubo 1 (12
1M), tubo 4 (42 1M), tubo 8 (82 1M), tubo 12 (122 1M). As setas indicam a faixa de massa molecular na
qual a proteina alvo se encontra.

A Figura 10 ilustra que a proteina foi eluida a 500 mM de imidazol ja nos
primeiros tubos coletados. Como podemos observar, ha uma baixa quantidade de
proteina no tubo 2 e 4 indicando que a maior parte da proteina ja foi eluida no tubo 3
e nas demais amostras de lavagem ndo apresentaram a proteina alvo. Em seguida a
amostra 2, 3 e 4 foram misturadas e realizado a dialise (Figura 11), O processo foi

realizado a temperatura ambiente em 2 trocas de 2 horas, sob agita¢édo, utilizando-se
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2 L de solugdo tampéo contendo 20 mM Tris pH 8,0 e 500 mM NaCl em cada
passagem. A concentracao estimada da proteina foi obtida com o auxilio do software
(GelQuant) comparando a amostra da proteina alvo com amostras de BSA com

concentragdes estabelecidas, resultando aproximadamente 0,2ug/pL.

Figura 11 — Quantificacdo da proteina alvo

Fonte: proprio autor, 2022.

Legenda: - Andlise por SDS-PAGE da dialise da proteina alvo purificada. A seta indica a faixa de massa
molecular na qual a proteina alvo se encontra. (M) Padréo de massa molecular; (1) 20 pL rLig; (2) 10
WL rLig; (3) 4ug de BSA; (4) 3ug de BSA; (5) 2ug de BSA; (6) 1ug de BSA.

4.5 Avaliagdo da reatividade das proteinas recombinantes com soros

positivos para leptospirose por ELISA e por Western Blotting

A forma de diagndéstico mais utilizada na leptospirose é o teste MAT, capaz de
detectar a presenca de anticorpos aglutinantes sorovar-especificos presentes no soro
de pacientes.

A fim de avaliar tanto se a proteina recombinante é expressa durante o
processo de infec¢do da leptospirose, quanto sua imunogenicidade, foi analisada sua
reatividade com 8 pares de soros pertencentes a 8 pacientes diagnosticados com a
doencga. Os pares de soro estavam organizados em MAT negativo, quando o paciente
ainda ndo produz anticorpos aglutinantes contra o agente etioldgico da doenca, ou
seja, na fase inicial da leptospirose, e em MAT positivo, quando ha soroconverséao e
0 paciente possui anticorpos aglutinantes contra os antigenos da Leptospira. Os

resultados obtidos podem ser observados na Figura 12.
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Observar-se que, na fase inicial da doenca, anteriormente a soro conversao
(MAT-), 12,5% dos pacientes possuiam soro reativo a Lig recombinante em ambas as
deteccdes (IgG e IgM), ao passo que apds a soroconversdo (MAT+) 100% dos
pacientes foram reativos na deteccéo IgG e 87,5% na deteccéo IgM. Esses resultados
revelam que a Lig recombinante € um bom candidato a diagndstico para leptospirose
na fase convalescente, mas ndo é um candidato a diagnostico para fase inicial da
doenga.

Para avaliacdo da reatividade por Western Blotting (Figura 13) foi usado a
combinacgéo dos 8 soros MAT+ e MAT- e 4 soros normais como anticorpo primario e
a deteccgdo de IgG a partir da incubagédo com anticorpos anti-lgG-humano conjugado
com peroxidase.

Foi feito um gel de poliacrilamida 12% e aplicados 2 pg da proteina
recombinante rLig e BSA, como controle negativo, em triplicata, para posterior
incubagéo com distintas amostras de soro como fonte de anticorpos anti-LigA e/ou
anti-LigB resultantes da infeccdo. Apds a corrida, o gel foi transferido para uma
membrana de nitrocelulose e cortada em 3 partes, cada uma contendo uma replicata.
Cada membrana foi incubada com seu respectivo soro e como podemos observar ha
uma grande deteccdo da proteina com o soro MAT+ e nem uma deteccdo com soro

MAT- e soros normais, confirmando o resultado feito por ELISA.

Figura 12 - Reatividade da proteina recombinante com soro de pacientes

diagnosticados com leptospirose
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Fonte: proprio autor, 2022.
Legenda: A leitura das amostras foi feita em comprimento de onda (OD) de 492 nm; Soros MAT positivo
(MAT+); Soros MAT negativo (MAT-); Soros normais (N). A deteccdo de IgG foi feita com Anti-lgG-
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humano conjugado com peroxidase e a deteccao de IgM foi feita com Anti-lgM-humano conjugado com
peroxidase. A linha tracejada representa o cutoff, calculado a partir da média de reatividade de 4 soros
normais adicionado trés vezes de seu desvio padrao.

Figura 13 - Reatividade da proteina recombinante com soro de pacientes

diagnosticados com leptospirose

M MAT+ M MAT- M N

Fonte: proprio autor, 2022.

Legenda: Reatividade da proteina recombinante com soro de pacientes diagnosticados com
leptospirose. (Marcador) Padrdo de massa molecular; Soros MAT positivo (MAT+); Soros MAT negativo
(MAT-); Soros normais (N). A deteccdo de IgG foi feita com Anti-lgG-humano conjugado com
peroxidase.

46 Obtencdo de anticorpo policlonal em camundongo, testes de
imunogenicidade e detec¢do da proteina recombinante por Western Blotting e
ELISA

Camundongos imunizados com a proteina recombinante para a obtengéo de
anticorpo policlonal foram usados para realizar os testes de imunogenicidade e
deteccdo da proteina recombinante por Western Blotting e por ELISA.

Observa-se na Figura 14 que ndo houve resposta imunoldgica na primeira
sangria e na segunda houve um titulo muito baixo, sendo que apenas na terceira
sangria foi observada uma resposta imune humoral robusta. Dessa forma podemos
concluir que a resposta contra a Lig recombinante foi muito pequena. Entdo foi
realizado o teste novamente em outros camundongos alterando apenas o intervalo
das doses, de 15 dias para 7 dias e totalizando 7 doses administrada por camundongo

ao todo.
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Como pode ser observado na Figura 15, ap6s as duas primeiras doses
(primeira sangria) j& ouve um aumento na produgcdo de anticorpos contra a Lig
recombinante e apés as doses de reforco, houve aumento ainda maior na producéo,
evidenciando o desenvolvimento de uma resposta imunoldgica contra a proteina,

indicando, portanto, sua imunogenicidade.

Figura 14 - Titulagdo do soro policlonal dos animais imunizados com Lig recombinante
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Fonte: proprio autor, 2022.

Legenda: Titulagdo do soro policlonal dos animais imunizados com Lig recombinante. Os
camundongos BALB/c foram imunizados 3 vezes em um intervalo de 15 dias com 10 pg da proteina
recombinante adsorvidos em 12,5% de adjuvante. Foi realizado um pool com volume equivalente do
soro obtido de cada um dos quatro animais utilizados e feito uma diluicdo seriada de 1:100. (15T)
Primeira sangria, 15 dias; (2"%) Segunda sangria, 30 dias; (3'%) Terceira sangria, 45 dias.

Figura 15 - Titulagdo do soro policlonal dos animais imunizados com Lig recombinante

segundo esquema
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Fonte: proprio autor, 2022.

Legenda: Titulagdo do soro policlonal dos animais imunizados com o segundo esquema. Os
camundongos BALB/c foram imunizados 7 vezes em um intervalo de cerca de 7 dias com 10 ug da
proteina recombinante adsorvidos em 12,5% de adjuvante. Foi realizado um pool com volume
equivalente do soro obtido de cada um dos quatro animais utilizados e feito uma diluicdo seriada de
1:100. (15T Primeira sangria, 15 dias; (2"¥) Segunda sangria, 30 dias; (3'¥) Terceira sangria, 45 dias.

A partir disso, o soro policlonal contra a Lig recombinante obtido foi utilizado
para realizar a detecg&o da proteina recombinante por western blotting (Figura 16).

Foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, onde foram aplicados
apenas o marcador de peso molecular e cerca de 3 pug da proteina recombinante
desnaturada. Ap6s o SDS-PAGE, as proteinas foram transferidas do gel para uma
membrana de nitrocelulose. Uma aliquota do pool de soro hiperimune produzido pelos
camundongos BALB/c (na propor¢do de 1 pL de soro para 5.000 pL de solugcédo de
bloqueio), adsorvido em 10% de extrato de E. coli, foi incubado na membrana a
temperatura ambiente por uma hora. Em seguida, houve incubagdo com anticorpo

anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase para posterior revelacao.

Figura 16 - Detec¢do da proteina recombinante a partir do soro policlonal
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Fonte: proprio autor, 2022.

Legenda: Deteccao da proteina recombinante a partir do soro policlonal dos animais imunizados com
a Lig recombinante por western blotting. (M) Padrao de massa molecular; (rLig) Lig recombinante. As
setas indicam a faixa de massa molecular na qual a proteina alvo se encontra.

Como podemos observar os anticorpos produzidos pelos camundongos foram
capazes de detectar a proteina recombinante através da técnica de Western blotting,

evidenciando o sucesso da produgéo do soro hiperimune contra a Lig recombinante.
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5 DISCUSSAO

As proteinas Lig séo proteinas de superficie da Leptospira spp., tendo sido
caracterizadas quanto a ades&o in vitro a diversos componentes do hospedeiro,
sobremaneira a reguladores negativos do complemento (FRAGA et al., 2017).
Evidéncias experimentais suportam seu papel na viruléncia das leptospiras (CHOY et
al., 2011).

As proteinas Lig sdo expressas durante a infec¢do, umavez que foi mostrada
a reatividade de soro anti - LigA em secgdes de rins de hamsters experimentalmente
infectados (PALANIAPPAN et al., 2002). A atenuag&o de viruléncia, rotineiramente
observada ap0s sucessivas passagens de leptospiras em meio de cultura, esta
correlacionada a uma reducdo da expressao de LigA e LigB (MATSUNAGA et al.,
2005). Ademais, o silenciamento multiplo de LigA e LigB pela ferramenta de CRISPR-
interferéncia resultou na atenuagéo da viruléncia de L. interrogans (FERNANDES et
al., 2022).

As proteinas LigA e LigB sé@o os candidatos vacinais mais promissores até o
momento (EVANGELISTA et al., 2017). Neste presente trabalho foi feita a clonagem
de uma porcdo conservada dentre essas proteinas a fim de avaliar sua reatividade
com soro de paciente e sua imunogenicidade.

Diante disso, a reatividade com soro de paciente foi avaliada por ELISA e por
Western Blotting que demonstrou que soro de pacientes em fase MAT+ apresentam
alta reatividade tanto para deteccéo de anticorpos do tipo IgM quanto IgG, mas que
para MAT- a reatividade € muito baixa. A proteina recombinante LigA tem sido
recentemente usada como antigeno para teste diagnostico point of care pela Bio-
Manguinhos/Fiocruz (DPP® Leptospirose). Entretanto, dada a baixa sensibilidade na
fase inicial da doenca, na qual a terapéutica por antibidticos € mais efetiva, novos
antigenos recombinantes, incluindo proteinas quiméricas, estdo sendo exploradas por
NOSSO grupo.

Nos experimentos realizados em camundongos neste projeto pdde-se
observar que a resposta imunolégica contra a proteina Lig recombinante aumentou
em todas as doses aplicadas, evidenciando o desenvolvimento de uma resposta
imunoldgica contra a proteina.

O esquema padréao de imunizag&o do nosso grupo, constituindo-se de 3 doses

em intervalos de duas semanas, mostrou-se pouco eficiente para a geragao de altos
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titulos em soro anti-Lig; para contornar esse problema, foi adotado um esquema
adicional de imunizagdo, constante de reforco a cada 7 dias e sangria a cada 2
semanas. A partir deste esquema de imunizacao, altos titulos de anticorpos anti-Lig

foram observados, o que favorece sua utilizagéo para experimentos subsequentes.
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6 CONCLUSOES

As proteinas LigA e LigB de L. interrogans apresentam uma regido N-terminal
altamente conservada sendo, portanto, selecionada uma sequéncia contida nesta
regido para clonagem, expressdo e purificacdo da proteina recombinante. Apdés
obtencdo dos plasmideos recombinantes, foi mostrado que as sequéncias nao
apresentaram mutacdes, sendo a proteina recombinante expressa em E. coli com
massa molecular esperada. A Lig recombinante se mostrou como um bom candidato
diagnéstico para detecgéo da leptospirose em fase convalescente, por apresentar alta
reatividade com anticorpos presentes no soro de pacientes na fase MAT+, mas néo
apresentou boa reatividade em fase inicial da doenca (MAT-). Complementarmente, a
proteina foi capaz de induzir resposta imunolégica e produgdo de anticorpos em

camundongos, evidenciando sua imunogenicidade.
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