Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo
Centro de Formacao de Recursos Humanos para o SUS/SP
“Dr. Antonio Guilherme de Souza”

Instituto Butantan

lago Henrique de Miranda Mariano

Analise e identificacao de peptideos como possiveis candidatos para o
desenvolvimento de vacinas e métodos diagndstico da leptospirose

Sao Paulo
2022



lago Henrique de Miranda Mariano

Analise e identificacao de peptideos como possiveis candidatos para o

desenvolvimento de vacinas e métodos diagndstico da leptospirose

Trabalho de conclusdo de curso de especializagédo
apresentado ao Instituto Butantan, unidade do Centro de
Formacao de Recursos Humanos para o SUS/SP “Doutor
Antbnio Guilherme de Souza”, como requisito parcial para a
obtengdo do titulo de Especialista em Biotecnologia para
saude — Vacinas e Biofdrmacos.

Orientadora: Josefa B da Silva

Sao Paulo
2022



Catalogacao na Publicagao
Instituto Butantan
Dados inseridos pelo(a) aluno(a)

Mariano, lago Henrique de Miranda

Anadlise e identificacao de peptideos como possiveis candidatos para o
desenvolvimento de vacinas e métodos diagndstico da leptospirose / lago Henrique
de Miranda Mariano ; orientador(a) Josefa Bezerra da Silva - Sao Paulo, 2022.

45 p. : il

Monografia (Especializagao) da Secretaria de Estado da Saude, Centro de
Formacao de Recursos Humanos para o SUS/SP "Doutor Guilherme de Souza* -
Instituto Butantan, Especializacao na Area da Salde - Biotecnologia Para a Sadde -
Vacinas e Biofarmacos.

1. Peptideos 2. Leptospira. 3. Vacinas. 4. Leptospirose . Silva, Josefa Bezerra da.
Il. Escola Superior do Instituto Butantan. lIl. Especializacdo na Area da Salde -
Biotecnologia Para a Saude - Vacinas e Biofarmacos. IV. Titulo.

Esta monografia foi elaborada com base no Guia pratico para elaboragdao de
trabalho académico desenvolvido pela Biblioteca do Instituto Butantan, de acordo
com as normas da ABNT (Associacdo Brasileira de Normas Técnicas).



AUTORIZACAO PARA ACESSO E REPRODUCAO DE TRABALHO

Eu, lago Henrique de Miranda Mariano, aluno(a) do curso Especializacao em
Biotecnologia para salde — Vacinas e Biofarmacos, autorizo a divulgagao do meu
trabalho de conclusdo de curso por midia impressa, eletronica ou qualquer outra,
assim como a reproducdo total deste trabalho de conclusao de curso apds
publicacéo, para fins académicos, desde que citada a fonte.

Prazo de liberacéo da divulgagdo do trabalho de concluséo de curso apds a data da
avaliacao:

() Imediato

() 06 meses

() 12 meses

(X) Outro prazo: Indeterminado por se tratar de possivel patente.

O acesso ao texto completo foi liberado na data de 05 de outubro de 2023.
Repositério do Instituto Butantan

S3o Paulo,13de Janeiro de 2022

De acordo:..«.. D ...................................................
Orientador(a):


O acesso ao texto completo foi liberado na data de 05 de outubro de 2023.
                               Repositório do Instituto Butantan


As duas mulheres mais importantes da minha vida: Minha mée, Carla Cristina, e
minha avo, Maria José. Obrigado!



AGRADECIMENTOS

A Deus, em primeiro lugar, por toda sabedoria, coragem, for¢a e discernimento que
me proporcionou durante a pandemia de Coronavirus € 0 ano da especializagao
realizada no Instituto Butantan.

Eu mesmo, pela coragem, dedicacdo e autoconfianca que me fazem seguir em

frente sempre almejando grandes conquistas.

Aos meus familiares e amigos que me incentivam, acreditam em mim e me apoiaram

em meus sonhos.

As amizades que fiz durante o curso de especializacao, especialmente Ana Beatriz,
Gabriela Ramos e Matheus Mesquita.

Aos professores e coordenadores dos cursos de especializacdo oferecidos pelo
Instituto Butantan.

A minha orientadora Dra. Josefa B. da Silva, com quem tanto aprendi nesses meses

trabalhando em conjunto e sua paciéncia e suporte.

A Dra. Angela S. Barbosa, por disponibilizar o laboratério, e seus alunos com quem

compartilhei bons momentos e se tornaram amigos valiosos nessa caminhada.
A Dra. Sonia Andrade pela colaboracdo com a sintese e purificacédo dos peptideos.
A Bruna F. Silva pela coparticipacao no estudo.

Aos colaboradores do Instituto Adolfo Lutz, Dra. Eliete C. Romero e Dra. Roberta M

Blanco.

Ao suporte financeiro da FAPESP, CNPq e Fundagao Butantan.



" I'm not fighting because | think | can win, I'm fighting because...l must win".

Tite Kubo



RESUMO
MARIANO, lago Henrique de Miranda. Analise e identificacao de peptideos como
possiveis candidatos para o desenvolvimento de vacinas e métodos
diagndstico da leptospirose. 2022 45 p. Trabalho de Conclusdao de Curso
(Especializagédo em Biotecnologia para saude — Vacinas e Biofarmacos) — Centro de
Formacdo de Recursos Humanos para o SUS/SP; Instituto Butantan, Sdo Paulo,
2022.

A leptospirose é causada por bactérias do género Leptospira, sendo responsavel por
aproximadamente 60 mil mortes anualmente ao redor do mundo. O contagio se da
pelo contato direto ou indireto com a urina de animais contaminados, pois as
bactérias colonizam os tubulos renais e sdo excretadas na urina podendo causar
insuficiéncia renal. As bactérias também se disseminam nos pulmées e no figado,
podendo causar febre, hemorragias pulmonares e insuficiéncia hepatica com
letalidade em torno de 15% dos casos. Atualmente, cerca de 13 espécies
patogénicas de Leptospira sao descritas na literatura com mais de 200 sorovares.
Essa diversidade dificulta o desenvolvimento de vacinas e métodos de diagnosticos
gue consigam cobrir tamanha variedade. Dessa forma, o estudo almeja averiguar a
capacidade de reconhecimento de peptideos oriundos de proteinas de Leptospira
por soro de hamsters, previamente imunizados com vacinas anti-leptospirose com
LPS reduzido. Para isso, sete peptideos foram desenhados e analisados in silico,
sintetizados e avaliados por técnica de Dot Blot. Os peptideos selecionados foram
aplicados em membranas de nitrocelulose 0,45 um e incubados com o soro de
animais imunizados, para verificar possiveis reconhecimentos. Em seguida, as
membranas foram incubadas com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase.
As membranas foram reveladas com o kit ECL e o sinal detectado por
quimioluminescéncia utilizando o aparelho Uvitec Cambridge. Os resultados
preliminares demonstraram capacidade de reconhecimento especifico de trés dos
sete peptideos desenhados a partir de proteinas de Leptospira. Os demais
peptideos ndo apresentaram sinal detectavel ou evidenciaram possiveis interagdes
inespecificas. Com isso, concluimos que a técnica de Dot Blot pode ser uma
ferramenta simples e eficaz utilizada para a analise e identificacdo de epitopos e
peptideos de proteinas capazes de induzir anticorpos em imunizacdes ou infecgdes
naturais. Além disso, identificar peptideos capazes de reconhecer especificamente



anticorpos anti-Leptospira € uma estratégia promissora para o desenvolvimento de
testes de diagnéstico e identificacdo de possiveis candidatos para o

desenvolvimento de vacinas.

Palavras-chave: Peptideos. Anticorpos. Leptospira. Leptospirose. Vacinas. Dot Blot.



ABSTRACT
MARIANO, lago Henrique de Miranda. Analysis and identification of peptides as
possible candidates for the development of vaccines and diagnostic methods
for leptospirosis. 2022 45 p. Monograph (Biotechnology for Health — Vaccines and
Biopharmaceuticals) — Centro de Formacao de Recursos Humanos para o SUS/SP;
Butantan Institute, Sao Paulo, 2022

Leptospirosis is caused by bacteria of the genus Leptospira and is responsible for
about 60 thousand deaths annually worldwide. The infection occurs through direct or
indirect contact with contaminated animals' urine because the bacteria colonize the
renal tubes e are excreted in the urine, which can cause renal insufficiency. The
bacteria can also spread into the lungs and liver, causing fever, lungs hemorrhage,
and hepatic insufficiency with lethality in about 15% of cases. Nowadays, there are
about 13 pathogenic species of Leptospira with more than 200 serovars described in
the literature. This diversity hinders vaccine and diagnostic methods development,
which could cover such variability. Thus, the study aims to check peptides'
recognition capacity from Leptospira proteins by hamsters’ serum previously
immunized with an anti-Leptospirosis’ vaccine with reduced LPS. To do so, seven
peptides were designed and analyzed in silico, synthesized, and evaluated by the
Dot Blot technique. The selected peptides were applied into a 0,45 pum nitrocellulose
membrane and incubated with the serum of immunized animals to verify possible
recognitions. Next, the membranes were incubated with a secondary antibody
conjugated with peroxidase. The membranes were revealed using ECL kit and the
chemiluminescent signal was detected by the Cambridge Uvitec. Preliminary results
showed specific recognition capability of three of the seven designed peptides from
Leptospira proteins. The remaining peptides did not show a detectable signal or
showed possible non-specific interactions. Therefore, we concluded that the Dot Blot
techniqgue could be a simple and effective technique used to analyze and
identification of epitopes and proteins able to induce antibodies in immunizations or
natural infections. Besides that, the identification of peptides able to recognize
specifically anti-Leptospira antibodies is a promising strategy for diagnostic test
development and identification of possible candidates for vaccines development.

Keywords: Peptides. Antibodies. Leptospira. Leptospirosis. Vaccines. Dot Blot.
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1. INTRODUCAO
1.1 O Agente da Leptospirose.

A leptospirose, ou Sindrome de Weil, € o nome dada a infeccao
causada pelas bactérias do género Leptospira que pode acometer quase todas as
espécies de mamiferos. Dentre as espécies patogénicas de Leptospira, a L.
interrogans € a mais diversa e representa mais de 80 sorovares (ADLER; DE LA
PENA MOCTEZUMA, 2010). Os sorovares sdo classificados em funcdo das
caracteristicas apresentadas pelos seus epitopos na membrana celular em um
mosaico de antigenos lipopolissacarideos (LPS), podendo variar em composicao e
orientagdo. Outra técnica utilizada na classificagdo é a hibridizacdo DNA-DNA e
analise filogenética do rRNA 16S, dividindo esse género em 3 grandes grupos
(saprofitas, patogénicas e intermediarias) com 22 espécies descritas. Contudo,
novas técnicas de sequenciamento podem auxiliar a decifrar as bases genéticas da
diversidade antigénica de LPS, permitindo o desenvolvimento de novos métodos
moleculares na identificagcdo de sorovares (PICARDEAU, 2017).

A doenca é considerada um problema de saude principalmente em paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, mas pode acometer paises
industrializados, principalmente em épocas chuvosas (SOCOLOVSCHI et al., 2011).
Estima-se mais de 1 milhdo de casos anualmente no mundo com uma taxa de
mortalidade entre 5-15%, resultando em aproximadamente 60000 mortes
(PICARDEAU, 2017). Dentre os paises acometidos, estdo aqueles em
desenvolvimento, tais como india, Sri Lanka, paises da América Central e o Brasil
(AGAMPODI; PEACOCK; THEVANESAM, 2009; BHARADWAJ et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2017; PETERS et al., 2017; SANTOS et al., 2017). Além disso,
estudos conduzidos na Tailandia indicam que apesar da maior incidéncia em areas
umidas e rurais, a bactéria ndo se restringe a essas locais e pode chegar a regides
urbanas (COSSON et al., 2014).

A Leptospira pode ser transmitida por diversos mamiferos, desde animais
domésticos, gado e principalmente roedores. Enquanto a maioria dos mamiferos
desenvolvem a doenca quando entram em contato com o patégeno, ratos e
camundongos conseguem permanecer assintomaticos mesmo quando a bactéria
coloniza seus tubulos renais (LEVETT, 2001; MWACHUI et al., 2015). A Leptospira

passa entdo a ser secretada na urina desses roedores e, caso haja agua e umidade,
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podem sobreviver durante meses no ambiente utilizando de um mecanismo de
agregacdo bacteriana (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; TRUEBA et al.,
2004).

A contaminacéo de outros animais ocorre pelo contato direto ou indireto com
a urina desses animais contaminados, a bactéria penetra através da pele lesionada
ou membranas mucosas e alcanca a corrente sanguinea atingindo principalmente
figado, rins e pulmdes. Logo, a primeira linha de defesa contra esse patdégenos séo
a pele, saliva e mucosas (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; ASOH et al.,
2014; LEVETT, 2001). Pacientes com sintomas leves podem apresentar apenas
febre, dores de cabeca e musculares enquanto pacientes com quadros severos
apresentam sangramentos nos pulmdes e meningite, sendo que 0s principais
sintomas relacionados a 6bitos de pessoas e animais sdo hemorragias pulmonares
ou insuficiéncia renal ou hepatica (BHARTI et al., 2003a; LEVETT, 2001). Nos
estagios iniciais, a doenca deve ser tratada com o uso de antibiéticos de forma a
evitar a evolucdo do quadro, enquanto casos mais graves exigem internagdes
hospitalares e a administracao dos antibiéticos por via intravenosa (CHACKO et al.,
2021).

1.2 Morfologia de Leptospira

O género Leptospira possui dupla membrana composta de uma camada
externa, constituida de lipoproteinas e lipopolissacarideos (LPS), que envolve a
membrana citoplasmatica interna que esta associada a uma fina parede celular
composta de peptideoglicanos (CULLEN; HAAKE; ADLER, 2004; HAAKE;
MATSUNAGA, 2010). Na membrana externa, encontramos proteinas com funcdes
estruturais e funcionais, por exemplo as lipoproteinas: LipL32, LipL21 e LipL41
(CULLEN et al., 2005). Além de apresentarem proteinas com potencial imunogénico
com diferentes fungdes, como a OmpL1 que € uma porina (SHANG et al., 1995) e a
GspD que possui um papel de secrecéao (REYES et al., 2005).

Ademais, sao classificadas como espiroquetas e possuem extremidades em
forma de gancho, com dois flagelos periplasmaticos que auxiliam nos mecanismos
de escape e motilidade, o que possibilita com que elas possam se estabelecer nos
tubulos renais (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; BHARTI et al., 2003b;
GOUVEIA et al., 2008; MCBRIDE et al., 2005). Outro fator de viruléncia que contribui
para a colonizacao da bactéria sdo as proteinas de adesao expressas na membrana
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de espécies patogénicas de forma a interagir com receptores e outras
macromoléculas. A literatura descreve cepas patogénicas de Leptospira capazes de
se aderirem a fibroblastos, macrofagos (TOMA et al., 2011), células endoteliais e
epiteliais de rins, além de conseguirem induzir apoptose em macrofagos e infectar
melanécitos (GASQUE; JAFFAR-BANDJEE, 2015; MERIEN; BARANTON;
PEROLAT, 1997). Essa aderéncia é realizada através de um conjunto de proteinas
capazes de interagirem e se ligarem a diferentes tecidos. Dentre as proteinas
expressas pela Leptospira, LigA e LigB foram descritas como duas proteinas de
adesao expressas apenas em espécies patogénicas de Leptospira (MATSUNAGA et
al., 2003) capazes de se ligarem a fibrinogénio e proteinas de matriz extracelular
(CHOY et al., 2007). Do mesmo modo, LipL53 e Lsa21 possuem a capacidade de
interagir com proteinas de matriz (ATZINGEN et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2010),
enquanto Lsa32 e Lsa24 conseguem aderir a laminina, e fibronectina além de se
ligar a plasminogénio (DOMINGOS et al., 2015; STEVENSON et al., 2007).

A juncdo da motilidade, acdo de proteases e mecanismos de adesao sao
essenciais para a bactéria conseguir transpassar as barreiras dos tecidos
(KASSEGNE et al., 2014; WUNDER et al., 2016b), degradando a matriz extracelular
(SILVA et al., 2018) e permitindo com que a bactéria se dissemine e alcance diversos
orgaos principalmente figado, rins e pulmdes, podendo ser encontradas até mesmo
no cérebro e coracao (PICARDEAU, 2017; WUNDER et al., 2016a).

Figura 1: Esquema de membrana dupla das bactérias do género Leptospira.
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1.3 Ativacao do sistema imunolégico na leptospirose e reconhecimento de

proteinas de membrana

O primeiro passo para uma futura resposta adaptativa seria o reconhecimento
de antigenos da bactéria. O LPS é um dos principais e mais estudados antigenos de
bactérias Gram-negativas e é reconhecido por receptores do tipo Toll-like Receptor
(TLR). Estudos indicam que em camundongos acometidos pela leptospirose, o TLR4
reconhece porcoes lipidicas do lipideo A, componente do LPS, sendo responsavel
pela producdo precoce de anticorpos IgM e consequentemente a remocédo da
bactéria da corrente sanguinea, enquanto o TLR2 reconhece uma fracdo de
polissacarideo do LPS e atua em conjunto a essa resposta, promovendo secrecao
de citocinas, anticorpos e de Oxido nitrico pelas células do sistema imunolégico
(CHASSIN et al.,, 2009; PICARDEAU, 2017). Camundongos C3H/Hed, que
apresentam TLR4 nao funcional, desenvolvem a forma grave da doenca, indicando
que esse receptor € essencial no combate ao patégeno (DOMINGOS et al., 2017;
SILVA et al., 2009; VIRIYAKOSOL et al., 2006).

Em contrapartida, o LPS de Leptospira € reconhecido principalmente pelo
TLR2 em humanos ao invés do TLR4, sugerindo uma possivel causa para o fato de
humanos ndo montarem uma resposta inata efetiva (CHASSIN et al., 2009; WERTS
et al., 2001). Estudos corroboram esses resultados mostrando que o Lipideo A do
LPS da Leptospira apresenta caracteristicas distintas de outras bactérias Gram
negativas (NAHORI et al.,, 2005; WERTS et al.,, 2001). Apesar dessa alta
imunogenicidade, o LPS n&o consegue oferecer uma imunidade duradoura pois
induzem uma resposta T independente. Além disso, os anticorpos gerados nao sao
capazes de reconhecer outros sorovares, ficando restritos a sorovares homélogos
(ADLER, 2015; HAAKE; ZUCKERT, 2015).

Outras proteinas de membrana sao largamente estudadas igual ao LPS. A
LipL32 é abundante em sorovares patogénicos de Leptospira, ocupando
aproximadamente 20% da superficie interna da membrana externa (HAAKE et al.,
2000; MALMSTROM et al., 2009). Estudos relacionam a LipL32 com a viruléncia da
bactéria devido a sua capacidade de induzir inflamac¢des no figado em zebrafish e
por ter sido encontrada em lesées nos tecidos cardiacos de pacientes que foram a
obito (CHANG et al., 2016; IGLEZIAS et al., 2020). A LipL32 é considerada um
potencial indicador para o diagnéstico da infecgcdo, uma vez que anticorpos anti-
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LipL32 foram detectados no soro de pacientes infectados (LESSA-AQUINO et al.,
2013; WERTS et al., 2001; YANG et al., 2006).

Ademais, novas proteinas vém sendo estudadas no intuito de serem
aplicadas no desenvolvimento de novos métodos diagnédsticos ou vacinas. A LruC é
uma lipoproteina conservada presente na membrana externa, sendo que anticorpos
anti-LruC foram encontrados no soro de cavalos e o gene responsavel foi
identificado principalmente em espécies patogénicas de Leptospira (LATA et al.,
2018; VERMA et al., 2012). Outras proteinas como: Ompl1, LipL42 e LigA também
sdo abundantes em Leptospira e foram estudadas para o desenvolvimento de
vacinas e métodos diagnosticos, sendo aplicadas em diferentes estratégias (FENG
et al., 2009; LUCAS et al., 2011; TOMA et al., 2014).

Apbs o reconhecimento dos antigenos, o hospedeiro desenvolve a resposta
adaptativa predominantemente humoral no intuito de combater o patégeno. Estudos
demonstram que a transferéncia de anticorpos convalescentes ou administracdo de
anticorpos monoclonais auxiliam a resposta de neutréfilos e macréfagos, principais
células que irdo atuar na defesa do hospedeiro (ADLER; DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010; CHEN et al., 2017; JOST et al., 1986).

1.4 Diagnostico

A variedade nos sorovares e seus mecanismos de viruléncia dificultam o
desenvolvimento de vacinas e métodos diagndsticos que consigam cobrir todo o
género Leptospira. Além disso, o diagnéstico clinico € extremamente complicado
com sintomas comuns a outras doencas, podendo levar a diagnostico tardio e
complicacdo do quadro (HAAKE; ZUCKERT, 2015).

Atualmente, o principal método empregado e aceito como referéncia pela
OMS é o teste de aglutinagdo microscépica (MAT), amplamente utilizado por sua
sensibilidade, especificidade e capacidade de distinguir os sorovares presentes. O
método consiste em incubar o soro do paciente com culturas da bactéria para
verificar uma possivel aglutinacdo (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010;
MUSSO; LA SCOLA, 2013; SAMROT et al., 2021). Entretanto, a técnica MAT
também possui relevantes pontos negativos pois € um teste que depende da
presenca de anticorpos, o que impossibilita o diagnostico prematuro da doenca.
Além disso, necessita de manutencdo de diferentes sorovares e espécies no

laboratério referéncia o que torna economicamente inviavel para muitos laboratérios
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(ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; MUSSO; LA SCOLA, 2013; SAMROT
et al., 2021).

O segundo método mais utilizado € o ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) com intuito de detectar os anticorpos IgM e IgG no soro de pacientes
infectados. Essa metodologia ja foi utilizada com uma grande variedade de
antigenos proteicos, como LipL32, LigL,41 ou OmplLi1, visando aumentar a
especificidade e sensibilidade (MUSSO; LA SCOLA, 2013; NATARAJASEENIVASAN
et al., 2008; VEDHAGIRI et al., 2013). O ELISA é uma metodologia que pode ser
automatizada e ndo depende do cultivo de bactérias em laboratério. Porém, possui
limitacao devido a reprodutibilidade frente a diversidade de sorovares de Leptospira
exigindo testes complementares para confirmar o diagnéstico (DESAKORN et al.,
2012; ZIN et al., 2019).

Ao longo de anos, novos métodos diagnédsticos foram desenvolvidos com
intuito de identificar anticorpos de pacientes infectados, buscando maior
especificidade, sensibilidade e menor custo, tais como o método de hemaglutinacao
indireta (IHA), que aglutina hemacias na presenca de anticorpos anti-Leptospira IgM
ou IgG (SAMRQOT et al., 2021; SULZER et al., 1975), o método LEPTO dipstick que
adsorve antigenos em uma membrana que vao interagir com anticorpos anti-
Leptospira do individuo (GUSSENHOVEN et al., 1997; SEHGAL et al., 1999) ou o
imunoensaio de microesfera (IMA) com antigenos de Leptospira aderidos a beads
que, quando em contato com a amostra dos pacientes, interagem com 0s anticorpos
IgM ou IgG presentes proporcionando deteccédo de sinal fluorescente (WYNWOOD
et al., 2015, 2016).

Além dos métodos indiretos que buscam identificar os anticorpos anti-
Leptospira, existem métodos diretos que buscam identificar a bactéria ou seu
material genético nas amostras de individuos diagnosticados com leptospirose. Para
isso, pode-se utilizar de microscopia de campo escuro para visualizar a bactéria
(SAMRQOT et al., 2021) ou a técnica de RT-PCR que amplifica o material genético da
Leptospira em amostras de urina e sangue logo nos primeiros estagios da doenca
(AHMED et al., 2012; BAL et al., 1994; NAKAJIMA et al., 1995; VILLUMSEN et al.,
2010). Devido aos seus resultados precisos e rapidos, diversos locais incorporaram
o PCR como metodologia complementar aos métodos indiretos como ELISA ou MAT
(GASEM et al., 2020).
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1.5 Medidas de prevencao da leptospirose

A vacinacdo seria a melhor estratégia para evitar complicacbes pela
incidéncia de leptospirose, mas ainda nao foram desenvolvidas vacinas que possam
ser usadas mundialmente. Grande parte das vacinas ja desenvolvidas sdo de uso
animal e induzem respostas imunoldgicas T-independente contra o LPS e producao
de IFN-y, oferecendo protecdo durante um curto tempo e sem protecdo cruzada
contra outros sorovares (ADLER; FAINE, 1977; JOST; ADLER; FAINE, 1989;
NAIMAN et al.,, 2001; TEIXEIRA et al., 2019). As que sao oferecidas a gados e
suinos nao conseguem impedir a colonizacdo dos tubulos renais, permitindo que
esses animais ainda transmitam a doencga. O foco dessa vacinacao seria reduzir os
sintomas e perdas econdmicas devido a abortos e natimortos (BROWN et al., 2003).

Novas estratégias de desenvolvimento de candidatos vacinais buscam
remover o LPS na membrana da bactéria, seja através de reagentes quimicos
(LAURETTI-FERREIRA et al.,, 2020), ou através de mutagcbes dos genes
relacionados a via de biossintese do LPS (SRIKRAM et al.,, 2011). Outras
abordagens focam no uso de antigenos recombinantes, buscando proteinas
imunogénicas e conservadas que consigam gerar resposta imune duradoura
(ADLER, 2015; BRANGER et al., 2001, 2005; CAO et al., 2011; DELLAGOSTIN et
al., 2011; HAAKE et al., 1999).

Entretanto, poucos estudos tém apresentado resultados consistentes no que
se refere a protecao e eliminacao da bactéria dos tecidos do hospedeiro infectado.
Encontrar um antigeno de Leptospira que reuna todas as caracteristicas desejadas
€ uma tarefa complicada. A proteina deve ser imunogénica, se ligar fortemente a
complexos de histocompatibilidade, ter epitopos disponiveis para a geragdo de
anticorpos além de gerar imunidade cruzada com outras espécies de Leptospira e

diferentes sorovares.

1.6 Uso de peptideos como estratégias para o desenvolvimento de vacinas e
métodos de diagndsticos.

Atualmente, diversas abordagens tem sido utilizadas para o desenvolvimento
de vacinas ou métodos diagndsticos universais capazes de induzir uma forte e
duradoura resposta imune ou identificar com precisdo diferentes sorovares.

Identificar peptideos imunogénicos e acessiveis ao sistema imunologico séo
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estratégias que estdo sendo bastante exploradas e que nos permitem desenvolver
métodos para o diagnésticos prematuro através da deteccdo de anticorpos contra
antigenos especificos. Além disso a aplicacao do uso de peptideos é uma estratégia
promissora na busca de candidatos vacinais contra doencas infecciosas. A
imunoinformética surge como uma alternativa extremamente interessante neste
contexto, uma vez que a predicdo de epitopos levaria a selegcdo e producao de
peptideos sintéticos com maior possibilidade de reconhecimento pelo sistema imune
evitando algumas etapas de selegao in vivo (LARSEN; LUND; NIELSEN, 2006;
NOYA et al., 2005).

Relatos da literatura tem demonstrado eficiéncia e sensibilidade em testes
para diagnostico de diferentes patégenos utilizando o estudo de peptideos como
ferramenta. Casey e colaboradores relataram alta sensibilidade em testes
desenvolvidos com quatro peptideos a partir de proteinas de Mycobacterium avium
(CASEY et al., 2011; GORI et al., 2013). Do mesmo modo, um peptideo com 20
aminoacidos foi utilizado no desenvolvimento de diagnéstico de Zika virus através de
ELISA com aproximadamente 96% de sensibilidade e especificidade (MISHRA et al.,
2018).

Outra forma de utilizacdo de peptideos é através da identificacdo de
biomarcadores presentes durante a infeccao para diferenciacdo de patogenos em
infecgbes com sintomatologia similar. O estudo de Karlsson e colaboradores buscou
identificar peptideos como biomarcadores que pudessem diferenciar bactérias
envolvidas com infeccbes no trato respiratério, tais como, Staphylococcus aureus,
Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenzae e Streptococcus pneumoniae por
apresentarem sintomais inicias semelhantes (KARLSSON et al., 2020). Da mesma
forma, pesquisadores buscam identificar antigenos na proteina M de estreptococos
do grupo A no intuito de utilizar destes peptideos no desenvolvimento de vacinas
(AZUAR et al., 2019).

No caso de virus, vacinas de peptideos vem sendo pesquisadas para Influenza
com intuito de serem aplicadas em humanos e na pecuaria (LOHIA; BARANWAL,
2015; LOPEZ-SERRANO et al., 2021), assim como o virus da Hepatite-C em que se
busca peptideos capazes de conferir protecdo contra os 6 genoétipos conhecidos
atualmente (MOLERO-ABRAHAM et al., 2013).

Com isso, almeja-se encontrar antigenos que sejam acessiveis, imunogénicos

e conservados capazes de conferir protecao contra uma diversidade de patégenos
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sem que resultem em reatividade cruzada com moléculas do hospedeiro. Vacinas
baseadas em peptideos de Leptospira podem oferecer imunidade cruzada contra
diferentes espécies e sorovares da bactéria e possibilitam avancos em direcdo a
uma vacina universal (GRASSMANN; SOUZA; MCBRIDE, 2017).

2. OBJETIVOS
2.1 Geral

O objetivo do estudo foi certificar se anticorpos presentes no soro de
hamsters previamente imunizados com vacinas com LPS reduzido ou de individuos
diagnosticados com leptospirose eram capazes de reconhecer peptideos sintéticos
oriundos de proteinas de Leptospira

2.2 Especificos

1. Analisar a capacidade de reconhecimento de anticorpos advindos do
soro de hamsters previamente imunizados frente a diferentes
peptideos desenhados a partir de proteinas de Leptospira.

2. Realizar através de ferramentas de bioinformatica a analise da
similaridade dos peptideos com outras proteinas presentes no banco
de dados do NCBI e averiguar a homologia com a proteina original;

3. Selecionar os peptideos que apresentassem maior reconhecimento
pelos soros de hamster e analisar frente aos soros de pacientes

diagnésticados com leptospirose
3. METODOLOGIA
3.1 Desenho e analise dos peptideos

As sequéncias de aminodacidos dos peptideos desenhados foram analisadas
através de ferramentas de bioinformatica (Protein BLAST) para confirmagédo da
proteina originaria e analises de homologia com outras proteinas de Leptospira no
banco de dados do NCBI.
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3.2 Sintese e purificacao dos peptideos selecionados

Os peptideos foram selecionados a partir da publicacdo de LATA et al., (2018)
que utilizou da ferramenta de Bioinformatica Immune Epitope Database (IEDB) para
identificar peptideos de proteinas da membrana externa de L. interrogans serovar
Copenhageni com caracteristicas imunogénicas e conservadas. Em seguida, os
resultados foram filtrados através da selecdo de epitopos capazes de se ligarem
fortemente ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e serem
reconhecidos por linfécitos T e B. Os peptideos promissores foram entdo
sintetizados quimicamente pela colaboradora Dra. Sonia A. Andrade, purificados
através da técnica de HPLC e identificados como Pepi1-7. Os peptideos foram

mantidos em temperatura de 2-8 °C para uso posterior.

3.3 Preparacao de extratos de Leptospira e diluicao do LPS de E. coli para

utilizacao como controle positivo e negativo

Extratos da cepa patogénica L. interrogans sorovar Copenhageni e sapréfita
L. biflexa sorovar Patoc foram preparados para utilizagdo como controle positivo e
negativo respectivamente. Ambas foram cultivadas em meio de cultura EMJH,
centrifugadas apds 6 dias de crescimento e lavadas com PBS. Em seguida, as
culturas foram ressuspendidas em PBS e coquetel inibidor de protease (Sigma). As
bactérias foram lisadas na presenca de Beads de vidro e submetidas a pulsos de
2500 rpm durante 2 minutos em mine-Bead beater (Biospect Products). Os tubos
foram imediatamente imersos em gelo e o processo foi repetido 10x. Ao fim do
procedimento, as proteinas totais foram quantificadas através do equipamento
Nanodrop 1000 e aliqguotadas em microtubos e armazenadas a -80 °C para posterior

uso. Além disso, foi utilizado LPS de E. coli (Sigma) como controle negativo.

3.4 Obtencao do anticorpo primario através da imunizacao de Hamsters com

vacinas inativadas

As vacinas foram previamente produzidas pelo nosso grupo, através de
projeto financiado pelo CNPqg (Processo: 473035/2013-8), conforme Laurette e
colaboradores (2020).
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As suspensoes foram formuladas e injetadas em hamsters segundo esquema
indicado na Figura 2. Os animais sobreviventes foram eutanasiados 30 dias ap6s o
desafio conforme descrito no protocolo (CEAUIB 1314/14).

Figura 2: Esquema do preparo das vacinas e obtencao do soro de hamster
contendo os anticorpos primarios.

Grupos

Controle NAO VacHeat VacBut VacButForm

imunizados (NI) Vacina inativada (56°C) Vacina tratada com Tratada com Butanol e
butanol 8% formaldeido 1%
Imunizagéo subcutanea (100uL=~10° bactéria/dose)

1°dose 2%dose . g L. i

infecgao (ip) Animais eutanaziados
Pré-imune 10d 14d 15d 30d
Coleta de sangue Coleta de sangue e 6rgaos

(obtengdo de soros) (obtengéo de soros)

Fonte: Préprio autor, 2022.

3.5 Obtencao do anticorpo primario de individuos diagnosticados com
leptospirose

As amostras do soro de individuos diagnosticados com leptospirose foram
provenientes do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo/SP. A obtencao e utilizagao das
amostras de soros de pacientes para esse estudo foi aprovado previamente pelo
Comité de Etica em Pesquisa (Processo: CAAE-31938820.3.1001.0059).

3.6 Dot Blot

Foram utilizadas membranas de Nitrocelulose com poros de 0,2 um ou 0,45
um cortadas com dimensdes 2x6 cm (Amersham Protran Premium, Alemanha). Os
peptideos foram pesados e diluidos em agua ultrapura de acordo com a Tabela 1.
Em seguida, foram aplicados 5 pL por amostra na membrana na concentracéo de 50

ug/ul, seguido por 30 minutos de incubagéo a temperatura ambiente e 30 minutos
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em estufa a 37 °C. As membranas foram bloqueadas com PBS-Tween 20 (0,05%)
contendo 10% de leite em pd molico durante 1 hora sob agitagdo. Apds o bloqueio,
as membranas foram lavadas trés vezes com PBS-T20 (0,05%), sob agitacao
durante 10 min.

Em seguida o anticorpo primario foi adicionado as membranas de acordo com
as diluicdes desejadas. As amostras de soro de hamsters imunizados e nao
imunizados (controle) foram diluidos em PBS T20 (0,05%) contendo 5% de leite em
pd mélico em razao 1:2000. As membranas foram incubadas sob agitacdo durante 2
horas em temperatura ambiente. Em seguida foram lavadas 3x com PBS T20
(0,05%), e adicionado o anticorpo secundario anti-lgG de hamster conjugado com
peroxidades (Invitrogen, USA), na diluicdo 1:3000 em PBS T20 (0,05%) e incubadas
por 1 h a temperatura ambiente sob agitacdo. As ultimas lavagens foram realizadas
usando TBS T-20 (0,05%) durante 10 minutos com 3 repeticbes. As membranas
foram reveladas utilizando os reagentes ECL (Amersham ECL Prime, Alemanha) na
proporcdo 1:1 e o sinal foi detectado por quimioluminescéncia no aparelho
Cambridge Uvitec. A densidade de cada spot foi analisada utilizando o software
Imaged. Uma area da membrana foi selecionada para obtencdo da densidade basal
do sinal e a densidade de cada spot experimental foi medida utilizando da mesma
area subtraida da densidade do spot basal da membrana. Os resultados da
densidade final obtida dos spots na membrana experimental foram comparados com
0s spots da membrana controle.

Tabela 1: Demonstracédo da concentragdo dos peptideos e controles utilizados no

Dot Blot.
Peptideos Concentracao aplicada na membrana
Pep 1-7 250 pg/5 pL
Extrato de Copenhageni 0,922 fg/5 pL
Extrato de Patoc 10,3 pg/5 L
LPS de E. coli 1,5 ug/5 uL

Fonte: Préprio autor, 2022.



28

4. RESULTADOS
4.1 Analise In silico dos peptideos selecionados

Através da analise in silico, observamos que os peptideos selecionados eram
advindos principalmente da proteina de membrana LruC e tinham alta similaridade
entre diferentes espécies de Leptospira com excecao ao peptideo 4, que apresentou
homologia com diferentes proteinas de Leptospira e variacdo na cobertura (Query
Cover) (tabela 2). Os demais peptideos apresentaram cobertura acima de 80%,
mostrando que a maior parte dos peptideos apresentaram homologia com as
sequéncias disponiveis no GenBank. Destacam-se os peptideos 1, 3, 5 e 7 que
apresentaram uma cobertura de 100% com diferentes espécies patogénicas de
Leptospira, principalmente os peptideos 1, 3 e 7 que apresentaram similaridade com
proteinas de mais de 5 espécies de Leptospira patogénica. Além disso, todos os
peptideos apresentaram identidade acima de 90%, exceto o Pep4.

Além disso, foi analisado o e-value como critério de confiabilidade na analise
dos peptideos. Dos 7 peptideos testados, 4 apresentaram valor menor que 0,01
(peptideos 1-3 e 6) 0 que representa baixa chance de encontrar aleatoriamente
regides homodlogas. Apesar de obter um valor de E-value maior que 0,01, o peptideo
7 também apresentou score baixo (0,11) para uma sequéncia curta de aminoacidos.
De forma contraria, o peptideo 4 e 5 obtiveram E-value maiores que 10 e 1

respectivamente, sendo os maiores valores encontrados na andlise in silico dos

peptideos.

Tabela 2: Analise In silico dos peptideos através da ferramenta Protein BLAST.

Id. Nome da Proteina Ide;;c;i;ci}zda Ident. 8;'53’ E - value
WP_004443213.1 92.31% 100% | 3,00E-04

WP_000721953.1 92.31% 100% | 3,00E-04

WP_061205385.1 92.31% 100% | 3,00E-04

WP_061216776.1 92.31% 100% | 3,00E-04

Pep 1 WP_004756261.1 92.31% 100% | 3,00E-04

LruC d°mfé’:;Fr?”tai”i”9 WP_020984624.1 | 92.31% | 100% | 3,00E-04

protet WP_117340911.1 | 92.31% | 100% | 3,00E-04
WP_061209339.1 92.31% 100% | 3,00E-04
WP 0007219531 | 100% | 83% | 0.003
Pep 2 WP 1007374691 | 100% | 83% | 0.003
WP 1007626261 | 100% | 83% | 0.003




WP_002998667.1 100% 83% 0.003
WP_004443213.1 90% 83% 0.015
WP_061205385.1 90% 83% 0.015
WP_004443213.1 100% 100% 3,00E-09
WP_000721953.1 100% 100% | 3,00E-09
WP_061205385.1 100% 100% 3,00E-09
Pep 3 WP_061216776.1 100% 100% 3,00E-09
WP_020984624.1 100% 100% 3,00E-09
WP_117340911.1 100% 100% 3,00E-09
WP_135670626.1 100% 100% | 3,00E-09
APC family permease WP_109018937.1 100 58% 12
SH3 domain-contalning | \vp 1357628581 | 8889 | 66% 12
protetn
Pep 4
class | SAM-dependent | \vp 0612007421 | 7273 | 91% 23
methyltransferase
6- WP_001167587.1 | 80 83% 23
phosphogluconolactonase
WP_004443213.1 100% 100% 1.2
Pep 5 WP_000721953.1 100% 100% 1.2
WP_004756261.1 100% 100% 1.2
WP_004443213.1 100% 92% 3,00E-06
WP_000721953.1 100% 92% 3,00E-06
Pep 6 WP_020772482.1 100% 92% 3,00E-06
WP_002998667.1 100% 92% 3,00E-06
WP_069609704.1 100% 92% 3,00E-06
LruC domain-containing WP_004443213.1 100% 100% 0,11
protein WP_000721953.1 100% 100% 0,11
WP_061205385.1 100% 100% 0,11
WP_061216776.1 100% 100% 0,11
Pep 7 WP_004767826.1 100% 100% 0,11
WP_135651040.1 100% 100% 0,11
WP_020984624.1 100% 100% 0,11
WP_117340911.1 100% 100% 0,11
WP_061209339.1 100% 100% 0,11
WP_100762626.1 100% 100% 0,11

Fonte: Proprio autor, 2022
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4.2 Analise da purificacao dos peptideos sintéticos

Os sete peptideos selecionados na literatura foram sintetizados quimicamente
e purificados através de HPLC. Os peptideos foram analisados frente a capacidade
de interacdo com anticorpos de hamsters previamente imunizados com vacinas com
baixo teor de LPS.

Conforme representado na Figura 1, todos os peptideos, exceto o Pep 4,
apresentaram uma purificacao eficiente, com picos bem definidos. Os peptideos 1, 3
e 7 apresentaram ruidos baixos e distantes do pico de interesse. Além disso, os trés
peptideos obtiveram picos de absorbéancia acima de 2 milhées pAU (2mi, 2,5mi e
4mi respectivamente), indicando um alto rendimento na purificacdo. Ja os peptideos
2, 5 e 6 apresentaram picos adjacentes ao pico de interesse, porém nao
comprometendo a eficiéncia dos mesmos durante as analises. Por fim, com relagao
ao peptideo 4, ndo foi possivel obter uma pureza e rendimento eficiente com

absorbancia de aproximadamente 500mil pAU.

Figura 3: Analise e purificacao por HPLC de peptideos sintetizados
quimicamente.

<Chromatogran>

a) — Pep1 " b) — Pep 2

c) — pep3 - d) Pep 4

~ e) - peps| =5 1) - —
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e g) — Pep 7

Fonte: Proprio autor, 2022.

Cromatograma representando os picos dos peptideos de interesse apds a purificagdo por HPLC.

4.3 Ensaio de Dot Blot utilizando os peptideos sintéticos incubado com o soro
de animais previamente imunizados.

Dentre os sete peptideos selecionados e testados frente ao soro de hamster,
destacam-se os Pepl, 2, 4 e 7, os mesmos apresentaram maior sinal
quimioluminescente, indicando maior reconhecimento pelos anticorpos presentes no
soro de hamsters previamente imunizados (Fig 3a). Entretanto, o peptideo 4 também
foi reconhecido no soro de hamsters ndao imunizados (controle). Ja os peptideos 1, 2
e 7 apresentaram maior especificidade com deteccédo do sinal apenas pelo soro de
hamsters do grupo imunizado. Entre estes, o Pep7 apresentou maior sinal
quimioluminescente com uma densidade de 51178 (Fig 3b).

Ja os peptideos 3, 5 e 6 apresentam sinal quimioluminescente préximo aos
valores detectados no controle, indicando que este peptideo nao apresenta a
especificidade desejada.

Figura 4: Reconhecimento dos peptideos por anticorpos no soro de hamsters
previamente imunizados

a)

PEP-1  |PEP-2  |PEP-3  |PEP-4  |PEP-5 [PEP-6  |PEP-7
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b)

Comparagdo entre o reconhecimento de peptideos de
Leptospira pelos anticorpos presentes no soro de hamster
50000
45000
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25000
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15000
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0
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Fonte: Proprio autor, 2022.

Reconhecimento dos peptideos sintéticos desenhados a partir de proteinas de Leptospira por
anticorpos presentes no soro de hamsters previamente imunizados com vacinas inativadas com baixo
teor de LPS. a) Sinal detectado na membrana de nitrocelulose demonstrando a interagdo dos
peptideos com anticorpos de hamsters imunizados (I) e ndo imunizados (NI). b) Comparagao do sinal
quimioluminescente entre os peptideos com maior reconhecimento pelos anticorpos presentes no

SOro.

4.4 Ensaio de Dot Blot utilizando os peptideos sintéticos incubados com o
soro de pacientes diagnosticados com leptospirose.

Dentre os peptideos testados, Pep 2 e 7 foram selecionados para testes
posteriores com o soro de individuos diagnosticados com leptospirose. As
membranas, contendo os peptideos aderidos, foram incubadas com o soro de
pacientes afim de avaliar a capacidade de reconhecimento e especificidade dos
peptideos.

Conforme apresentado (Fig. 4a), o peptideo 2 ndo apresentou resultados
satisfatorios, uma vez que foi detectado um leve sinal na membrana controle o que
nao aconteceu nas membranas tratadas com o soro de pacientes contendo os
anticorpos primarios anti-leptospira. Além disso, notou-se maior densidade do spot
comparativamente ao da membrana testada com o soro de pacientes diagnosticados
com leptospirose (Fig 4b).

Por outro lado, o peptideo 7 ndo apresentou sinal quimioluminescente na
membrana controle, enquanto as membranas experimentais incubadas com o soro
de pacientes diagnosticados apresentaram sinal quimioluminescente em diferentes

proporcées. O menor sinal observado foi registrado na membrana tratada com o
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soro do paciente 1 (S1), (Fig 4a) ja o maior reconhecimento foi constatado com o
soro do paciente 4 (S4) um sinal de aproximadamente 17x e 100x maior do que na

membrana controle respectivamente (Fig 4b).

Figura 5: Reconhecimento dos peptideos por anticorpos no soro de pacientes
diagnosticados com Leptospirose.

a)
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Fonte: Proprio autor, 2022.
Reconhecimento dos peptideos de proteinas de Leptospira pelos anticorpos presentes no soro de
pacientes diagnosticados com leptospirose. a) Sinal quimioluminescente detectado nas membranas
de nitrocelulose demonstrando a interacdo dos peptideos com anticorpos presentes nos soros de 4
pacientes (S1-4) diagnosticados com leptospirose, e ndo infectados (NI) b) Diferenca no sinal
quimioluminescente entre os peptideos 2 e 7 incubados com os diferentes soros de pessoas
diagnosticadas com Leptospira (S1-4) e nao infectados (Controle).
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5. DISCUSSAO

A aplicacao de peptideos no desenvolvimento de drogas e vacinas vem sendo
amplamente estudada. Muitos peptideos ja sao utilizados como farmacos, e muitos
outros estdo em fase de testes pré-clinicos e clinicos, sendo utilizados na industria
médica e farmacéutica, principalmente no tratamento do céancer e de desordens
metabdlicas, além de outras condi¢des como alergia, desordens imunoldgicas e
doencas cardiovasculares.

Neste trabalho foi avaliado a capacidade de ligacao de anticorpos, produzidos
através de imunizagcbes com vacinas com baixo teor de LPS, a peptideos
desenhados a partir de sequencias de proteinas de Leptospira. A identificacdo da
interacdo de ligacao entre os epitopos de proteinas as moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) é considerada como o primeiro passo para o
desenho de uma vacina promissora. Considerando essa premissa, peptideos foram
desenhados a partir de sequencias da proteina LruC de Leptospira, presente na
parte interna da membrana extracelular.

A LruC é uma proteina conservada na maioria das espécies patogénicas de
Leptospira. Essa proteina, assim como LruA e LruB, foi identificada em casos de
uveites em cavalos acometidos por Leptospira (LATA et al., 2018; VERMA et al.,
2005, 2012). Por ser uma proteina de membrana externa imunogénica e altamente
conservada, LruC é considerada uma interessante candidata no desenvolvimento de
vacinas. Os resultados obtidos neste estudo corroboram com a literatura, uma vez
que as sequéncias dos peptideos desenhados a partir da proteina LruC foram
identificadas em mais de uma espécie de Leptospira e com alta identidade no estudo
in silico, sugerindo que a proteina é conservada entre as espécies patogénicas de
Leptospira, conforme relatado previamente (VERMA et al., 2005, 2012).

Além disso, os baixos valores de E-value apontam uma alta confiabilidade dos
resultados obtidos nos alinhamentos. Dentre os 7 peptideos utilizados no trabalho, 6
deles foram relacionados a proteina LruC com Query Cover acima de 83%, com
excegao ao peptideo 4 que foi relacionado a diferentes proteinas. Essa alta
homologia indica que esses peptideos poderiam ser utilizados para estratégias de
desenvolvimento de vacinas e métodos diagnosticos por ser uma proteina
conservada em diferentes espécies patogénicas de Leptospira, possibilitando uma
cobertura maior e protecdo contra os sorovares de Leptospira incidentes na
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populacdo (LATA et al.,, 2018). Dentre os peptideos selecionados na literatura,
aqueles nomeados como 3, 5 e 6 nado apresentaram diferenca no sinal
quimioluminescente das membranas experimentais e controle, sugerindo que nao
houve reconhecimento dos anticorpos presentes no soro de hamsters previamente
imunizados. A auséncia de reconhecimento pode ser devido a diferentes fatores
como baixa imunogenicidade ou acessibilidade desse epitopos frente ao sistema
imunolégico.

De maneira contraria, o Pep 4 foi reconhecido por soros dos animais nao
imunizados e nos soros dos grupos experimentais, apontando inespecificidade deste
peptideo. Outro fator que pode explicar o sinal quimioluminescente na membrana
controle foi o processo de purificacdo, ja que o cromatograma do Pep 4 apresentou
diversos picos menores adjacentes ao pico principal.

Por fim, os peptideos 1, 2 e 7 apresentaram resultados satisfatérios, uma vez
que houve sinal quimioluminescente apenas na membrana experimental,
evidenciando um reconhecimento especifico dos anticorpos presentes no soro de
hamsters previamente imunizados. Esse reconhecimento era esperado por serem
peptideos descritos como bons indutores da resposta humoral e adaptativa (LATA et
al., 2018). A presenca de sinal quimioluminescente sugere que ao administrar a
vacina de bacterina com baixo teor de LPS, os epitopos desses peptideos foram
capazes de estimular a resposta imune adaptativa, resultando na producédo de
anticorpos nos animais imunizados, indicando ser um forte candidato vacinal com
possivel capacidade de neutralizar o patégeno e auxiliar a resposta do hospedeiro
através da exposicao de epitopos (MALONIS; LAI; VERGNOLLE, 2019).

Nas analises complementares, os peptideos 2 e 7 foram incubados com o
soro de pacientes acometidos por leptospirose. Nao houve reconhecimento do Pep2
pelos anticorpos presente no soro dos pacientes analisados, o sinal
quimioluminescente foi detectado apenas na membrana controle, indicando
inespecificidade deste peptideo para soros humanos, apesar das analises in silico
nao ter apresentado homologia com proteinas de humanos.

Neste trabalho conseguimos identificar um peptideo promissor. O Pep7 que
foi reconhecido por soros de hamsters imunizados e por soros de humanos
diagnosticados com leptospirose, apresentando maior especificidade frente aos
demais peptideos analisados. Tal resultado reforca a analise in silico realizada,

sugerindo que essa sequéncia de aminodacidos é conservada e imunogénica mesmo
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entre diferentes espécies de Leptospira. Reforcando assim os relatos da literatura,
indicando que um peptideo com tais caracteristicas é potencialmente interessante
para o desenvolvimento de vacinas, e possivelmente com cobertura para uma maior
diversidade de espécies patogénicas ou para o uso em métodos diagnésticos com
maior especificidade (KANAGAVEL; SHANMUGHAPRIYA; ANBARASU, 2014; LI et
al., 2014).

Corroborando 0s nossos resultados Tatum e colaboradores (2012)
identificaram um peptideo FHAB2, um fator de viruléncia de Pasteurella multocida,
altamente conservado e imunogénico e seu uso em vacina demonstrou imunidade
cruzada contra outros sorotipos (TATUM et al., 2012). Similarmente, estudos
realizados buscando identificar epitopos de proteinas virais, Lee e colaboradores
(2013), selecionaram um polipeptideo de H5N1 e desenvolveram uma vacina capaz
de proteger camundongos contra outros subtipos virais tais como H1IN1 e H5N2,
além do H5N1 (LEE et al., 2013).

Estudos também descrevem diferentes estratégias utilizando peptideos e
epitopos de proteinas como candidatos no desenvolvimento de uma vacina universal
contra as diferentes espécies de Leptospira. Dentre eles, destacam-se 0s peptideos
desenhados a partir de proteinas OmpL1 e LipL41 com epitopos capazes de
induzir diferenciacao de linfécitos e producédo de anticorpos, bem como, epitopos
das proteinas LmpL1, LipL32 E LipL21 que foram selecionados e fusionados no
desenvolvimento de vacinas contra leptospirose, baseada em peptideo (LIN et al.,
2011, 2016).

Nesta mesma linha de estudos, pesquisadores selecionaram regides
conservadas de LigA para desenvolvimento de método de diagnostico de
leptospirose com resultados promissores devido a maior sensibilidade na fase
aguda da doenca (KANAGAVEL; SHANMUGHAPRIYA; ANBARASU, 2014).

Pesquisas com o intuito de identificar epitopos imunogénicos, conservados e
acessiveis ao sistema imune do hospedeiro com capacidade de interagir com 0s
linfécitos T e B, induzindo fortes respostas humoral e celular sdo areas bastante
promissoras para o desenvolvimento de vacinas e meétodos de diagnostico na
leptospirose uma vez que oferecem a possibilidade de cobrir uma maior diversidade

de sorovares e especificidade nos testes de diagnéstico.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo conseguimos identificar um peptideo com maior especificidade
frente aos soros testados, que foi capaz de ser reconhecido pelo soro tanto de
animais previamente imunizados quanto de pacientes diagnosticados com
leptospirose.

Com isso novos testes serdo efetuados a fim de utilizar este peptideo no
melhoramento de testes para diagnéstico rapido e seguro da leptospirose,
oferecendo maior precisao e sensibilidade. Além disso, esse peptideo pode auxiliar
no desenvolvimento futuro de uma vacina recombinante mais eficiente, que ofereca
maior capacidade imunogénica e protetora, sendo capaz de cobrir uma maior
diversidade de sorovares da bactéria.

A nossa estratégia de uso de peptideos desenvolvida neste estudo, tem o
potencial de gerar dados importantes para a criagdo de uma nova vacina contra
leptospirose para uso em humanos. Além disso, nos fornece informacgdes relevantes
sobre o tipo de resposta imune gerada contra os peptideos analisados, direcionando
pesquisas para a producdo de uma vacina recombinante como alternativa
promissora e extremamente importante para o controle da doenca e como medida

preventiva em animais domésticos.
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