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RESUMO

A Leptospirose € considerada a antropozoonose mais amplamente difundida no mundo. De
acordo com a classificacdo soroldgica, a espécie Leptospira interrogans contempla os sorovares
patogénicos mais envolvidos em infec¢BGes que acometem o0 homem e 0s animais e a LipL32 é
a mais abundante proteina transmembrana, sendo altamente imunogénica. A utilizacdo de
lipoproteinas, como a LipL32, pode representar uma alternativa de menor custo, maior
seguranca e especificidade para o desenvolvimento de testes sorologicos de diagndéstico. Diante
disso, objetivou-se contribuir para o desenvolvimento de um teste diagndstico rapido, de facil
interpretacdo e acessivel em nivel ambulatorial que possa diagnosticar em minutos a
leptospirose humana e animal em qualquer fase da infec¢do. Foram submetidos a amplificacéo
do gene da lipoproteina LipL32 o DNA gendmico extraido de cepas padrdo de 19 leptospiras
patogénicas (sorovar Australis, Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Canicola, Castellonis,
Copenhageni, Cynopteri, Djasiman, Grippotyphosa, Guaricura, Hardjobovis, Hebdomadis,
Icterohaemorrhagiae, Panama, Pomona, Sejroe, Tarassovi, Wolfii). Os oligonucleotideos
iniciadores utilizados para amplificacdo deste gene foram validados em trabalhos ja publicados,
de acordo com Seixas et al. (2007) e Amutha et al. (2007). Os produtos da amplificagdo pela
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, em tampao Tris-Acetato-EDTA
(TAE), utilizando o brometo de etideo (0,5mg/mL), como corante evidenciador do DNA. Os
primers tinham, em suas extremidades 5°, sitios de restri¢do para as enzimas ECOR | e Kpn I,
para permitir a inser¢do no sentido correto no plasmideo recombinante. O vetor recombinante
utilizado neste estudo ja havia sido previamente construido, pAE / lipL32 (SEIXAS, et al.,
2007). As cepas utilizadas foram as linhagens de E. coli XL1-Blue, BL21(DE3) PLys e E. coli
BL21 Star™ (DE3). A E. coli XL1-Blue foi utilizada para a clonagem e a BL21(DE3) PLys e
E. coli BL21 Star™ (DE3) foram utilizadas para a expressdo das proteinas recombinantes. Foi
realizado o preparo de bactérias competentes por CaCly, transformacéo de bactérias E. coli
XL1-Blue, cultivo das células transformadas, extracdo de plasmideos, transformacdo das
Células de expressdo, crescimento do inoculo e indugdo da expressdo por isopropyl-p-D-
thiogalactopyranoside, extracdo da proteina recombinante por lise celular por sonicador e a
analise da proteina LipL32 por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. Das 19
amostras submetidas a PCR direcionada ao gene da lipoproteina LipL32, todas apresentaram
positividade, resultando na amplificacdo de uma regido de 756 pb e 771 pb. O que era esperado,
tendo em vista que a LipL32 é codificada por um gene conservado entre as espécies patogénicas
de Leptospiras. Apos a realizacdo da PCR das aliquotas provenientes das unidades formadoras
de colbnias (UFCs) que apresentavam a coloracdo branca, foi detectada positividade para
amplificacdo do gene LipL32. Evidenciando alta taxa de transformac&o na linhagem de E. coli
XL1-Blue e sucesso na clonagem do gene LipL32 de Leptospira para expressao heteréloga do
peptideo correspondente. As amostras provenientes do protocolo de expressdo utilizando a
Cepa bacteriana E. coli BL21(DE3) PLys foram sonicadas, e as aliquotas, utilizadas para
verificar o tempo em que a proteina foi expressa em maior concentragdo pela bactéria, através
de uma eletroforese em um SDS-PAGE. Houve sucesso na expressdo da proteina LipL32
recombinante mas sdo necessarios ajustes para melhorar o rendimento da extracdo. A cepa
bacteriana E. coli BL21 Star™ (DE3), ndo apresentou taxa de transformagéo, e
consequentemente expressdo da proteina heteréloga.

Palavras-chave: Leptospira, LipL32, Diagnostico.



ABSTRACT

Leptospirosis is seen as the most widespread anthropozoonosis in the world. According to the
serological classification, the species Leptospira interrogans includes the pathogenic serovars mostly
involved in infections that affect man and animals, being LipL32 the most abundant and highly
immunogenic transmembrane protein. The use of lipoproteins, such as LipL32, may represent a lower
cost, higher safety and specific alternative for the development of serological diagnostic tests. Thus, the
objective was to contribute to the development of a rapid diagnostic point of care test, easily to read and
interpret that can diagnose human and animal leptospirosis in minutes at any stage of infection.
Genomic DNA extracted from standard strains of 19 pathogenic leptospires (serovar Australis,
Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Canicola, Castellonis, Copenhagen Panama, Pomona, Sejroe,
Tarassovi, Wolfii). The oligonucleotides primers used for amplification of this gene have been validated
in published studies, according to Seixas et al. (2007) and Amutha et al. (2007). PCR amplification
products were submitted to 1% agarose gel electrophoresis in Tris-Acetate-EDTA (TAE) buffer, using
ethidium bromide (0.5mg / mL) as DNA evidencing dye. The primers had, at their 5 'ends, restriction
sites for the EcoR I and Kpn | enzymes, to allow insertion in the right direction into the recombinant
plasmid. The recombinant vector used in this study had been previously constructed, pAE / lipL32
(SEIXAS, et al., 2007). The strains used were E. coli XL1-Blue, BL21 (DE3) PLys and E. coli BL21
Star ™ (DE3) strains. E. coli XL1-Blue was used for cloning and BL21 (DE3) PLys and E. coli BL21
Star ™ (DE3) were used for expression of recombinant proteins. CaCl2 competent bacteria preparation,
E. coli XL1-Blue bacterial transformation, transformed cell culture, plasmid extraction, expression cell
transformation, inoculum growth and isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside expression induction were
performed. Recombinant protein extraction by sonicator cell lysis and LipL32 protein analysis by SDS-
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis. Of the 19 samples submitted to PCR directed to lipoprotein
gene LipL32, all were positive, resulting in amplification of a region of 756 bp and 771 bp as expected
given that LipL32 is encoded by a conserved gene among the pathogenic Leptospira species. After
selection of white colony forming units (CFUs), the presence of LipL32 gene was detected by PCR
amplification. Evidence of high transformation rate in E. coli XL1-Blue strain and successful cloning of
Leptospira LipL32 gene for heterologous expression of the corresponding peptide. Samples from the
expression protocol using the E. coli BL21 (DE3) PLys bacterial strain were sonicated and the aliquots
used to verify the time the protein was expressed in the highest concentration by the bacterium by
electrophoresis on an SDS-PAGE. LipL32 protein was successfully expressed however adjustments to
improve protein extraction level are needed. The bacterial strain E. coli BL21 Star ™ (DE3) showed no

transformation rate and consequently no heterologous protein expression.

Keywords: Leptospira, LipL32, Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

A leptospirose € considerada a antropozoonose mais amplamente difundida no
mundo (DAMASCO et al., 2011). A doenga é causada por espiroquetas do género Leptospira
que apresentam, pela classificagdo sorologica, as espécies L. interrogans e L. biflexa, sendo a
primeira detentora dos sorovares patogénicos mais envolvidos em surtos que acometem o
homem, a exemplo do sorovar Icterohaemorraghiae e a segunda a que relne 0s sorovares
saprofitos de vida livre (FREITAS et al., 2004).

Essa enfermidade é uma infeccdo que atinge comumente os mamiferos silvestres,
animais domésticos e sinantropicos, a exemplo do rato de esgoto Rattus novergicus que €
portador assintomatico desse agente (FREITAS et al., 2004). L. interrogans se multiplica nos
rins destes animais sem causar prejuizos a sua sobrevida, sendo eliminadas na urina (DUTRA
et al., 2015).

O homem pode contaminar-se através do contato direto com a urina de animais
infectados ou de forma indireta pela exposi¢do a agua ou solos contaminados. A bactéria pode
facilmente penetrar através das mucosas, ou ainda através da pele lesada ou integra, esta Gltima
necessitando de maior tempo de exposicdo (HUTTNER; PEREIRA; TANAKA, 2002;
MARTINS; PENNA; LILENBAUM, 2010).

Em humanos a leptospirose pode apresentar-se na forma leve como uma doenca
febril, facilmente confundida com um resfriado comum, ou como uma doenca multissistémica
grave. Sua forma mais grave é denominada sindrome de Weil que se ndo diagnosticada e tratada
corretamente a tempo, pode chegar a ser fatal em 40% dos casos (MOURA; ROCHA, 2013).

No Brasil é uma doenca endémica de notificacdo compulséria desde 1993. No
ambito nacional, em 2017 a regido com maior notificacdo de casos foi a Regido Sul (1.068),
seguida da Sudeste (929) e Norte (524). As regides Nordeste e Centro-Oeste apresentaram
respectivamente 464 e 54 (SISTEMA DE INFORMAQAO DE AGRAVOS DE
NOTIFICACAOQ, 2019). Em 2017, foram registrados 3.039 casos; destes, 85% dependeram de
confirmacéo laboratorial e 13% usaram o critério clinico epidemiolégico (Tabela 1) (SISTEMA
DE INFORMACAO DE AGRAVOS DE NOTIFICACAO, 2019).
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Tabela 1. Casos confirmados de leptospirose notificados no Sistema de Informacéo de Agravos de Notificagéo —
Brasil no ano de 2017.

Critério de confirmacdo Norte Nordeste Sudeste Sul Centro-Oeste Total

Branco 6 8 12 23 - 49

Clinico-Laboratorial 447 325 796 977 49 2594
Clinico-epidemiolégico 71 131 121 68 5 396
Total 524 464 929 1068 54 3039

Fonte: SINAN (2019).

Periodos chuvosos facilitam a ocorréncia de leptospirose, mas também de outras
doencas tropicais, como dengue, malaria, febre amarela, febre tifoide e febre maculosa. Nesses
casos, 0 diagnostico da leptospirose apenas por meio da observacdo de suas manifestacGes
clinicas, revela-se ineficiente, ja que as sintomatologias dessas doencas sdo comuns, fato que
dificulta sua diferenciacdo (MOURA; ROCHA, 2013).

Por isso, exames laboratoriais sdo essenciais para o diagndstico da leptospirose. O
teste preconizado pela Organizacdo Mundial de Saude € a soroaglutinacdo microscopica (MAT)
que exige laboratorios especializados que mantenham culturas de Leptospiras vivas com as
quais o soro do paciente deve reagir. Além de complexo e com alto risco bioldgico, esse teste
ndo permite ser aplicado na forma aguda (inicial), que € 0 momento mais determinante quanto
ao curso da doenca (WHO, 2003).

Diante das limitacGes desse teste, a utilizagdo de lipoproteinas como a LipL.32 pode
representar uma alternativa de menor custo, maior seguranca e especificidade para o
desenvolvimento de testes sorolégicos de diagndstico. A LipL32 € a proteina mais abundante e
conservada entre as espécies patogénicas de Leptospiras e que ndo possui ortélogos na espécie
L.biflexa (HAAKE et al., 2000).

A LipL32 esta localizada na superficie externa das leptospiras, e provavelmente
estd envolvida na interacdo da bactéria com o hospedeiro, o que a torna um possivel alvo do
sistema imune (FAINE, 1999).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS HISTORICOS

Relatos de sindromes similares a causada pela leptospirose sdo descritas desde a
antiguidade. Em 1883, os sintomas da leptospirose, embora ainda néo tivesse esse nome, foram
associados a trabalhadores do sistema de esgotos de Paris por Landouzy (INADA et al., 1916).
O primeiro relato clinico descrevendo a leptospirose nos tempos modernos foi realizado
somente em 1886, quando o médico alemédo Adolf Weil descreveu a forma grave da doenca
em humanos (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009), que ficou conhecida como sindrome ou
doenca de Weil.

A doenca no cdo foi descrita antes que em humanos, por Hofer (GSELL, 1984, apud
RODRIGUES, 2008), que a denominou tifo canino. Mais tarde, em 1898, passou ser
denominada como doenca de Stuttgart (ENRIETT]I, 2001). Contudo, a nomenclatura Leptospira
interrogans surgiu quando Stimson (1907, apud ENRIETTI, 2001) demonstrou, através da
impregnacdo por prata, aglomerados de espiroquetas nos tabulos renais de um paciente cuja
morte foi atribuida a febre amarela. Ao observar que as espiroguetas apresentavam terminais
em gancho, Stimson as chamou de Spirochaetas interrogans devido a sua semelhanca com um
ponto de interrogacdo. A partir da primeira Grande Guerra o estudo da leptospirose teve grande
desenvolvimento e diversos cientistas passaram a pesquisar sobre o agente etiolégico da
“ictericia infecciosa” (ENRIETTI, 2001).

A identificacdo do agente etioldgico ocorreu somente em 1914, quando Inada e
colaboradores obtiveram isolados de Leptospira spp. por meio de um estudo e infecgédo
experimental, no qual inocularam em cobaias (Cavia spp.) o sangue de pacientes humanos
ictéricos e febris (INADA et al., 1916). Ao analisarem o tecido hepético dos animais infectados,
perceberam a presenca de espiroquetas, as quais foram denominadas Spirochaeta
icterohaemorrhagiae (INADA et al., 1916). Foi ainda, pelo trabalho de 1916 do pesquisador
japonés Noguchi, que o papel do rato na transmissdo da doenca para humanos foi elucidado
(LEVETT, 2001).

Em 1918, Noguchi e colaboradores conseguiram classificar o agente em um novo
género, o qual foi denominado de Leptospira. Este género incluia leptospiras patogénicas, todas
denominadas Leptospira (Spirochaeta) icterohaemorrhagiae, e também leptospiras saprofitas,
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devido a similaridades morfoldgicas. As leptospiras saprofitas foram agrupadas sob a
denominacdo de Spirochaeta biflexa (NOGUCHI, 1918).

No Brasil, as infeccbes com Leptospira interrogans em humanos foram
reconhecidas pela primeira vez por McDowel (1917, apud MONTEIRO, 2003), no Parana. Por
ser uma doenca de alta incidéncia em regides tropicais, causar prejuizos econdmicos e ter
importante carater zoono6tico, ao longo do tempo, as pesquisas a respeito da leptospirose no
Brasil se intensificaram e atualmente diversos grupos de pesquisadores desenvolvem avancados

estudos a respeito da leptospirose humana e animal (RODRIGUES, 2008).

2.2 ETIOLOGIA E CLASSIFICACAO DO AGENTE

2.2.1 A leptospira

As Leptospiras sdo bactérias Gram-negativas filamentosas, moveis, aerdbias
obrigatdrias, classificadas em diferentes sorovares de acordo com seus determinantes
antigénicos (FAINE, 1999). Membros do género Leptospira apresentam formato espiralado
com diametro de aproximadamente 100 nm e comprimento de até 20 um e possuem 2 flagelos
axiais no espaco periplasmatico, responsavel por sua motilidade (KO; GOARANT,;
PICARDEAU, 2009). Possuem membrana dupla, onde a membrana citoplasmética fica
associada a parede celular de peptideoglicano, envoltas pela membrana externa (ADLER; DE
LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

O género Leptospira pertence a ordem Spirochaetales, diferindo das demais
espiroquetas pela presenca de ganchos nas extremidades (HWO, 2003). Atualmente coexistem
dois tipos de classificacdo de Leptospira, a sorolégica e a genotipica. A classificacdo sorolégica
¢ a mais antiga e é feita em duas espécies de Leptospiras, a Leptospira interrogans e a
Leptospira biflexa, que sdo separadas de acordo com suas caracteristicas bioquimicas de
cultivo. A L. biflexa cresce a 13°C e na presenca de 8- azaguanina, e ndo forma células esféricas
na presenca de 1M de NaCl (LEVETT, 2001).

Leptospiras sdo cultivadas tanto em meio liquido como semissolido e solido,
obtendo energia de 4cidos graxos de cadeia longa por beta-oxidagéo e necessitam a presenca de
vitaminas B2 e B12, bem como ferro e sais de aménia (FAINE, 1999). A temperatura e pH
Otimos para o cultivo de Leptospira sdo aproximadamente 30°C e entre 7,2 e 7,4,

respectivamente, com um tempo de geracdo de aproximadamente 12 horas (FAINE, 1999).



22

2.2.2 Taxonomia

As espiroquetas estdo classificadas na Ordem Spirochaetales, a qual compreende
trés familias: Brachyspiraceae, Spirochaetaceae e Leptospiraceae. Leptospiraceae por sua vez
possui trés géneros, Leptonema, Turneriella e Leptospira, sendo este Ultimo o género que
alberga as espiroquetas mais estudadas devido a sua importancia clinica (HAAKE; LEVETT,
2015). A divisdo do género Leptospira entre espécies se da pela hibridizacdo de DNA (BHARTI
et al.,, 2003). Atualmente existem 10 espécies patogénicas L. alexanderi, L. alstonii, L.
borgpetersenii, L. interrogans, L. kirschneri, L. kmetyi, L. noguchii, L. mayottensis, L.
santarosai, L. weilii; cinco intermediarias — L. broomii, L. fainei, L. inadai, L. licerasiae, L.
wolffii; e sete saprofitas — L. biflexa, L. idonii, L. meyeri, L. terpstrae, L. vanthielii, L. wolbachii,
L. yanagawae e (HAAKE; LEVETT, 2015), totalizando 22 espécies.

Além disso, membros do género Leptospira se dividem também em sorovares com
base em diferencas antigénicas nos carboidratos do antigeno O do lipopolissacarideo (LPS). Os
sorovares que apresentam certo grau de identidade sdo agrupados em sorogrupos (LEVETT,
2001). Os sorogrupos ndo possuem status taxonémico oficial, mas possuem importancia clinica
e epidemioldgica. A lista de sorovariedades é atualizada periodicamente e ja conta com mais
de 300 sorovariedades de Leptospiras patogénicas distribuidas em 25 sorogrupos (ADLER,
2014).

2.2.3 Classificagdo

Quanto a sistematica, coexistem dois tipos de classificacdo para as Leptospiras, a
soroldgica e a genotipica (FAINE, 1999). Devido a limitada diferenciacdo fenotipica dentro do
género Leptospira, foram utilizados critérios antigénicos como base para sua identificacdo e
classificacdo em sorovares. Para a area epidemioldgica e clinica é fundamental que o0s
laboratdrios tenham a capacidade de classificar e identificar com precisdo as cepas de
Leptospira spp. que causam doenca para que sejam tomadas decisGes coerentes com relacdo a
salde publica (AHMED et al., 2006).

A classificagdo genotipica por ser mais atual, ainda estd restrita a poucos
laboratdrios. Esta classificacdo divide as Leptospiras em 22 espéecies gendémicas de acordo com
o perfil obtido na hibridizacdo de DNA (HAAKE; LEVETT, 2015), ja a divisdo em sorovares
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foi baseada na variabilidade do lipopolissacarideo (LPS) de membrana, sendo definidos por
aglutinacdo apds adsorcdo cruzada com antigeno homélogo (BOURHY et al., 2014,
PICARDEAU, 2013).

2.2.3.1 Classificacdo soroldgica

A epidemiologia da leptospirose foi construida a partir de abordagens soroldgicas,
que tém sido tradicionalmente utilizadas para identificar e classificar os isolados de Leptospira.
Com base na sorologia, ja foram classificados mais de 300 sorovares, sendo estes agrupados
em 25 sorogrupos (ADLER, 2014). Esta variedade soroldgica é consequéncia da vasta
diversidade de epitopos expostos na superficie, em um mosaico de antigenos
lipopolissacarideos (LPS), bem como da orientacdo e composicdo de seus agucares (ADLER;
DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

Até 1989, o género Leptospira foi dividido em duas espécies: Leptospira
interrogans, que compreende todas as estirpes patogénicas; e Leptospira biflexa,
compreendendo Leptospiras saprofitas isoladas do ambiente (FAINE; STALLMAN, 1982).
Com base em critérios soroldgicos, as Leptospiras sdo diferenciadas em sorovares, definidas
como os representantes basicos do taxon. Os sorovares que possuem semelhancas antigénicas

séo agrupadas dentro de um mesmo sorogrupo (Quadro 1).

Quadro 1 Sorogrupos e alguns sorovares de Leptospira interrogans lato sensu

Sorogrupos Sorovares

Icterohaemorrhagiae | Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Lai, Zimbabwe
Hedomadis Hebdomadis, Jules, Kremastos

Autumnalis Autumnalis, Fortbragg, Bim, Weeransinghe
Pyrogenes Pyrogenes

Bataviae Bataviae

Grippotyphosa Grippotyphosa, Canalzonae,Rratnapura
Canicola Canicola

Australis Australis, Bratislava, Lora

Pomona Pomona

Javanica Javanica

Sejroe Sejroe, Saxkoebing, Hardjo

Panama Panama, Mangus

Cynopteri Cynopteri

Djasiman Djasiman

Sarmin Sarmin
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Mini Mini, Georgia
Tarassovi Tarassovi
Ballum Ballum, aroberea
Celledoni Celledoni
Louisiana lousiana, lanka
Ranarum Ranarum
Manhao Manhao
Shermani Shermani
Hurstbridge Hurstbridge

Fonte: adaptado de Levett (2001).

2.2.3.2 Classificacao genotipica

Devido os testes soroldgicos serem baseados na resposta imunoldgica do
hospedeiro e langarem um cenério artificial e ndo confiavel da diversidade de sorovares
(NALAM et al., 2010), métodos moleculares de classificacdo de espécies de Leptospira e seus
sorovares tém sido utilizados como uma alternativa aos métodos sorologicos (LEVETT et al.,
2006).

Para os microbiologistas a classificacdo molecular ainda é bem problemética por
causa da clara incompatibilidade com o sistema de sorogrupos (LEVETT, 2001). Tracar uma
correlacdo entre isolados classificados pela abordagem molecular e pela abordagem soroldgica
ndo € uma tarefa facil, pois o tdxon inferido pela abordagem molecular varia em relacdo ao
sorovar inferido pela abordagem soroldgica (VARNI et al., 2014). A relacdo entre essas duas
classificacOes ainda é pobre e ambigua (VALVERDE et al., 2008).

Segundo a classificacdo genotipica, baseada em homologia de DNA, estéo descritas
17 espécies de Leptospira (Quadro 2) que relinem variedades patogénicas, saprofitas e aquelas
que ainda causam davidas quanto a sua forma de manutencdo no ambiente (LAFETA, 2010).

Quadro 2 Genomospécies de Leptospiras associados aos sorogrupos, segundo a classificagcdo genotipica

Sorogrupos Genomospécies

Andamana L. biflexa

Australis L. interrogans, L. noguchii, L. borgpetersenii, L.kirschneri

Autumnalis L.interrogans, L. noguchii, L. santarosai, L.borgpetersenii, L.
kirschneri

Ballum L. borgpetersenii

Bataviae L. interrogans, L. noguchii, L. santarosai, L.borgpetersenii, L.
kirschneri

Canicola L. interrogans, L. inadai, L. kirschneri
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Cadice L. wolbachii

Cynopteri L. santarosal, L. kirschneri

Djasiman L. interrogans, L. noguchii, L. kirschneri

Grippotyphosa L. interrogans, L. santarosai, L. kirschneri

Hebdomadis L. interrogans, L. santarosai, L. Kirschneri, L.weilli, L.
borgpetersenii, L. alexanderi

Hurstbridge L. fainei

Icterohaemorrhagiae | L. interrogans, L. weilli, L. kirschneri, L. inadai

Javanica L. weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L.meyeri, L. inadai, L.
alexanderi

Lousiana L. interrogans, L. noguchii

Lyme L. inadai

Manhao L. weilii, L. inadai, L. alexanderi

Mini L. interrogans, L. santarosai, L. weilii, L.borgpetersenii, L. meyeri, L.
alexanderi

Panama L. noguchii, L. inadai

Pomona L. interrogans, L. santarosai, L. kirschneri, L.noguchii

Pyrogenes L. interrogans, L. santarosai, L. noguchii, L.weilii, L. borgpetersenii

Ranarum L. interrogans, L. meyeri

Sarmin L. interrogans, L. santarosai, L. weilii

Sejroe L. interrogans, L. santarosai, L. kirschneri, L.weilii, L.
borgpetersenii, L. meyeri

Hurstbridge Hurstbridge

Semaranga L. meyeri, L. biflexa

Shermani L. noguchii, L. santarosai, L. inadai

Tarassovi L. noguchii, L. santarosai, L. weilii, L.borgpetersenii, L. inadai

Fonte: adaptado de Levett (2001).

2.3 CICLO DE TRANSMISSAO

O ciclo de transmissao da Leptospirose requer a circulacdo enzodtica da Leptospira
entre 0s animais reservatorios (GRASSMANN, 2011). Esses animais infectados podem
manifestar a doenca de forma aguda ou crénica, podendo carrear as Leptospiras durante longos
periodos e de forma assintoméatica (BHARTI et al., 2003), eliminando-as continua ou
intermitentemente (LEVETT; HAAKE, 2009).

Apesar dos roedores serem 0s principais hospedeiros da leptospirose, uma ampla
gama de animais domésticos e silvestres podem ser infectados e carrear o agente. Os sorovares
de Leptospira demonstram moderada especifidade para o hospedeiro, a exemplo dos sorovares
Ballum e Icterohaemorrhagiae em camundongos, sorovar Copenhageni em ratos e Hardjo em
bovinos (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Embora cada sorovar tenha

predilecdo por determinado hospedeiro, eles ndo sdo hospedeiro exclusivos podendo infectar
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outros animais, e do mesmo modo, um hospedeiro pode ser reservatorio de diversos sorovares
(ZARDO, 2017). Esta variedade de hospedeiros, somada a variabilidade antigénica das
Leptospiras e sua resisténcia ao meio ambiente, é fundamental para a manutencéo da circulacédo
da doenca (BHARTI et al., 2003; FAINE, 1999).

Os humanos s&o hospedeiros acidentais e terminais da Leptospira, sendo
contaminados durante atividades ocupacionais, recreacionais ou domeésticas, em que haja
contato com urina de animais portadores, sendo infectados diretamente, por meio de leses na
derme e contato com mucosas dos olhos, boca ou nasofaringe; ou indiretamente, através da
ingestdo de &gua e alimentos contaminados ou contato com solo contaminado (ADLER; DE
LA PENA MOCTEZUMA, 2010; GUERRA, 2009).

Segundo Zardo (2017), pode haver também transmissdo da infeccdo através do
sémen contaminado, tanto através da monta natural quanto da inseminacao artificial, e a via
oral ndo é uma via comum de infeccdo. A Leptospira é capaz de sobreviver semanas em solo
umido ou na agua, podendo formar biofilmes e agregados celulares, o que auxiliaria nesta
sobrevivéncia fora do hospedeiro (TRUEBA et al., 2004).

Apdbs o contato direto ou indireto com urina ou tecidos de um animal infectado,
humanos e outros animais sdo infectados pela Leptospira, e quando expostos a estas condicoes,
as Leptospiras penetram na corrente sanguinea pelas membranas mucosas ou conjuntivas,
mesmo que intactas, ou pela pele com abrasoes e cortes (LEVETT, HAAKE, 2009). Uma vez
dentro do hospedeiro, as Leptospiras patogénicas provocam uma infeccdo sistémica,
manifestada de forma aguda e crbnica, com variada sintomatologia e sinais clinicos
(GRASSMANN, 2011).

2.4 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A prevaléncia de leptospirose é bastante variavel em razdo de sua ocorréncia estar
relacionada aos diversos fatores ambientais e climaticos. Além disso, existe ainda variagdo dos
sorovares presentes em cada regido, e das diferentes relacGes estabelecidas entre eles e a espécie
hospedeira, apresentando diferentes niveis de infectividade, patogenicidade e viruléncia, de
acordo com o grau de adaptacdo aquela espécie (MARINHO, 2008).

O processo de ocupacgéo descontrolada dos centros urbanos, aliado a mas condigdes
de saneamento bésico, sobretudo em paises em desenvolvimento, fez com que a leptospirose

humana fosse considerada, na Gltima década, como uma zoonose emergente (DELIBERALLI,



27

2014). Além disso, a doenca tornou-se um grande problema em &reas rurais e em paises
tropicais, 0s quais contam com altos indices pluviométricos aliados a uma grande diversidade
de sorovares presentes (BHARTI et al., 2003; KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009).

Estudos realizados no Brasil identificaram sorovares predominantes no pais de
acordo com a espécie animal acometida. Assim como o estudo realizado por Paz et al. (2015)
que identificaram o sorovar Canicola como 0 mais comum em cées, enquanto que em humanos
0S sorovares mais comumente isolados pertencem aos sorovares lIcterohaemorrhagiae e
Copenhagen (DIAS et al., 2007; MIRAGLIA et al., 2013).

Nos cdes, a infec¢do leptospirica ocorre em cendrios semelhantes aos do homem
(GREENE, et al., 2006). Para os cées urbanos, assim como para o homem, a grande fonte de
infeccdo é o contato direto com ratos ou indireto com sua urina contaminada. Nas areas rurais
ou de mata, as fontes de infeccdo estdo relacionadas a roedores e outros animais silvestres
(GREENE, et al., 2006).

Os ratos sé@o os hospedeiros do sorovar Icterohaemorrhagiae, mas os cédes séo
frequentemente hospedeiros acidentais deste agente (BROD, 2005). Ante isso, segundo Feigin
et al. (1973) os cées apresentam um potencial significativo na transmissdo da leptospirose em
meios urbanos, devido a intima relacdo do homem com esses animais de companhia.

Oliveira et al. (2010) em seu trabalho com fémeas bovinas em idade reprodutiva no
Estado da Bahia, conseguiu identificar em sua maioria a presenca do sorovar Hardjo
(Hardjoprajitno). Além das espécies ja citadas existem diversas outras que também séo
acometidas por Leptospiras no Brasil, provocando grandes perdas econdmicas, como relatado
por Miraglia et al. (2015) em seus estudos com suinos nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais,
identificando o sorovar Pamona como o mais incidente.

No Brasil, nas regies de maior incidéncia da doenca (sul e sudeste),
predominantemente na regido sul, os individuos expostos aos riscos de contaminagao por estes
agentes infecciosos sao identificados com maior clareza em areas rurais onde trabalhadores,
principalmente agricultores do sexo masculino, estdo em contato direto com ambientes
alagados e/ou utilizam cole¢des hidricas para banhar-se. J& em areas urbanas esses fatores de
riscos ndo sao téo facilmente identificados, sendo mais aparentes na presenca de enchentes ou
desastres ambientais relacionados (BRASIL, 2008).

Segundo informacdes do Portal da Saude, existem caracteristicas ambientais que
fazem com que a leptospirose se torne epidémica no Brasil, tais como intensas chuvas que
levam a enchentes em regides cuja populacdo cresceu de forma desordenada, formando

aglomerados de intensa pobreza e escassez de condicdes sanitarias adequadas. Diante dessa
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realidade, profissGes como as de garis, catadores de lixo, médicos veterinarios, pescadores,
dentre outras, estdo sob intenso risco de contaminacdo (BRASIL, 2019).

Assim, a grande diversificacdo climatica do pais e as condi¢des sanitarias
desfavoraveis sdo as razdes pelas quais o controle e erradicacdo da leptospirose no Brasil sejam
dificultados (CASELANI et al., 2012).

A Resolucdo GM / MS N° 1.271 de 2014, consolidada pelo SINAN - Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo, estabelece a obrigatoriedade de que a leptospirose
humana seja notificada no Brasil (BRASIL, 2014). Notificar sempre que houver casos da
doenca é de fundamental importancia, principalmente por se tratar de uma enfermidade com
alta porcentagem de letalidade, cerca de 40% em suas formas mais graves (MOURA; ROCHA,
2013).

2.5 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

Segundo Ko et al. (2009), na fase inicial da doenca, apds a entrada das Leptospiras
no hospedeiro, essas bactérias multiplicam-se rapidamente no sangue (leptospiremia) e migram
pelos tecidos até atingirem érgdos-alvo, como rins, pulmdes e figado. Apesar de ndo serem
microrganismos intracelulares, sdo capazes de atravessar e residir transientemente no interior
de células, como demonstrado in vitro, o que parece ser importante para evasdo do sistema
imune e rapida colonizacdo de o6rgdos do hospedeiro (BAROCCHI et al., 2002; KO;
GOARANT; PICARDEAU, 2009). Proteinas de membrana externa com afinidade por
componentes da matriz extracelular do hospedeiro também séo importantes na invasdo e na
disseminacdo da bactéria no organismo (CULLEN et al., 2005; HAAKE; MATSUNAGA,
2010).

Nascimento et al. (2004), com o auxilio de estudos genémicos funcionais com base
na sequéncia do genoma de L. interrogans Copenhageni conseguiu prever mais de 200 proteinas
de membrana externa, como proteinas provavelmente relacionadas a patogénese da
leptospirose.

Os fatores de viruléncia ja identificados em Leptospira spp. sdo o Loa22 (RISTOW
etal., 2007), HemO (MURRAY et al., 2009), LPS (MURRAY et al., 2010), FlaA (LAMBERT
etal., 2012) e FliY (LIAO et al., 2009), indicando a participacdo dos mesmos na patogénese da
Leptospira spp. Leptospiras patogénicas sdo capazes de evadir dos mecanismos imunes de

defesa do hospedeiro, principalmente no que se refere as estratégias de migragdo para sitios
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imunoprivilegiados, como rins e olhos, e evasdo do sistema complemento (FRAGA;
BARBOSA; ISAAC, 2011).

A primeira proteina de Leptospira a ser identificada como essencial para a
viruléncia foi Loa22, proteina de membrana externa contendo um dominio C-terminal OmpA,
que supostamente faz a ligacdo entre a membrana externa e a camada de peptidoglicano
(NALLY et al., 2007). Ristow et al. (2007) utilizaram um mutante loa22 em hamsters e em
porquinhos da india e 0 mesmo mostrou-se totalmente avirulento, sugerindo um papel dessa
proteina na viruléncia da leptospirose.

Outro mecanismo fundamental para a patogénese da doenca é a motilidade da
bactéria (DELIBERALLLI, 2014). A capacidade de deslocamento em meios altamente viscosos
e a localizacdo interna do flagelo periplasmatico, que além de permitir a protecdo contra
variacOes extremas de condicdes externas, como pH e osmolaridade, também previne a
imobilizacdo da bactéria via anticorpos anti-flagelares, sendo entdo caracteristicas
evolutivamente vantajosas para a espiroqueta (CHARON; GOLDSTEIN, 2002; GOLDSTEIN;
CHARON, 1988). Estudos de mutagénese mostraram que as proteinas FlaA e FliY que
compdem o flagelo sdo essenciais para a viruléncia das Leptospiras, e FlaB, essencial para
motilidade (LAMBERT et al., 2012; LIAO et al., 2009; PICARDEAU; BRENOT; SAINT
GIRONS, 2001).

Trabalhos como os de Liao et al. (2009) e Lambert et al. (2012) anularam a
motilidade da Leptospira por inativacdo dos genes envolvidos na biossintese ou na estrutura
flagelar e observaram que a inativacdo de fliY, o qual codifica uma proteina flagelar motora,
resultou na atenuacdo da viruléncia em porquinhos da india. Além disso, a mutacdo de flaA2,
mas ndo flaAl, levou a viruléncia atenuada em hamsters, possivelmente porque 0s mutantes
flaA1 mantiveram alguma mobilidade de translacéo.

O ferro é essencial para a viabilidade da maioria das bactérias e a capacidade de
adquirir ferro in vivo € um fator de viruléncia importante. Leptospiras patogénicas possuem a
enzima heme oxigenase, também conhecida como HemO, que facilita a aquisi¢do de ferro
presente no heme, principal fonte de ferro nas células do hospedeiro mamifero (MURRAY et
al., 2008, 2009).

Em humanos a leptospirose apresenta um amplo espectro de sintomas, ou até a
auséncia dos mesmos, desde febre alta e sintomatologia similar a gripe até suas formas mais
graves, a sindrome de Weil e a Sindrome Hemorragica Pulmonar Severa (SPHS) (DUPONT et
al., 1997). A sindrome de Weil, caracterizada pela triade ictericia, insuficiéncia renal e
hemorragia, pode apresentar taxa de mortalidade de até 15% (LEVETT, 2001). Ja a SPHS,
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possui taxa de mortalidade de mais de 50% e pode causar insuficiéncia respiratoria, arritmias e
estado mental alterado(MCBRIDE et al., 2005; RICALDI; VINETZ, 2006).

A severidade da leptospirose humana pode variar de acordo com a idade, estado de
salde e imunocompeténcia do paciente e com o sorovar de Leptospira. As primeiras
manifestacdes sdo dor de cabeca e febre, indistinguivel daquelas causadas por qualquer outra
infecgdo. Mialgias, mal-estar e sufusdo conjuntival também sdo comuns. Muitos desses
sintomas fazem com que a leptospirose seja confundida com outras doencas infecciosas,
dificultando estudos epidemiologicos e tratamento, caracterizando a doenga como
negligenciada (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009; MCBRIDE et al., 2005; RICALDI;
VINETZ, 2006).

No cdo, embora a maioria dos sorovares possa causar leptospiremia e vasculite, o
envolvimento dos orgaos esta relacionado ao sorovar infectante (GEISEN et al., 2007). A
leptospirose canina tipica apresenta como sinais cléssicos febre, ictericia, vomitos, diarréia,
coagulacdo intravascular disseminada, uremia causada por falha renal, hemorragias e por fim,
a morte (BOLIN, 1996).

Em bovinos e suinos, a maioria das infeccdes causadas por Leptospiras sdo
assintomaticas, e sinais reprodutivos sdo a principal evidéncia de infecgdo. Esses sinais de
leptospirose incluem problemas reprodutivos, como aborto, natimortos, mumificacdo fetal,
prole fraca e agalatica (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Na fase aguda as
principais manifestacBes clinicas nos bovinos sdo febre, anemia hemolitica com
hemoglobindria, ictericia e petéquias nas mucosas, alteracdes no leite como queda na producéo
e leite avermelhado com presenca de coagulos (RADOSTITS et al., 2000). Na forma cronica
ocorrem infertilidade, aborto, natimortos e a queda na producdo de leite, além de gerar perdas
econdmicas relacionadas a custos com assisténcia veterindria, medicamentos, vacinas e testes
laboratoriais (TONIN et al., 2010).

As formas mais graves ocorrem com mais frequéncia em bezerros e cursa com febre
alta, anemia hemolitica, hemoglobinuria, ictericia, congestdo e angUstia pulmonar, insuficiéncia
renal e hepatica, e ocasionalmente meningite e morte (FAINE, 1999). Ja em equinos a principal
manifestacdo da doenca é uveite recorrente, que também é observada em humanos. Animais
que se recuperam da leptospirose podem se tornar portadores assintomaticos de Leptospiras por
longos periodos e elimina-las no ambiente (LEVETT, 2001).

2.6 PREVENCAO
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No contexto brasileiro, a transmissdo da leptospirose se d& principalmente em
cenarios propicios a disseminacao de roedores. O controle da leptospirose consiste basicamente
em interromper a transmissao atraves da identificacdo da fonte e melhoramento das condicdes
de higiene da populacdo, bem como a vacinacdo das espécies acometidas pela doenca
(CUNHA, 2014).

A implementacdo de uma série de medidas de controle, como o controle da
populacdo de roedores, a manutencdo de um ambiente desfavoravel a sobrevivéncia das
Leptospiras, isolamento e tratamento dos animais infectados, além de se evitar o contato com
agua de enchente, se faz necessario para que ndo ocorra a disseminacdo da doenca
(RODRIGUES, 2008).

Como alternativa para o controle da doenca, tem-se as bacterinas, vacinas
atualmente disponiveis contra leptospirose. Porém, estas vacinas sao sorovares- especificas,
sendo necessarios estudos epidemioldgicos continuos para que se tenha conhecimento dos
sorovares prevalentes numa determinada regido e assim inclui-los da preparacdo da vacina.
Além disso, esse tipo de vacina ndo € indicado para humanos em razdo da sua elevada
reatogenicidade, justificando o estudo para o desenvolvimento de novas vacinas visando o
controle desta zoonose (DELLAGOSTIN et al., 2011; FAINE, 1999).

Atualmente busca-se estratégias que possibilitem o desenvolvimento de uma
resposta imune duradoura e que induza protecdo cruzada entre varios sorovares através de
novos adjuvantes, vias de apresentacdo de antigenos ou fusdo/coadministracdo de antigenos
(CUNHA, 2014).

2.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA LEPTOSPIROSE

Métodos diretos (identificam o agente etioldgico) e indiretos (detectam anticorpos)
sdo empregados para o diagnostico da leptospirose (FAINE, 1999). O diagnostico indireto €
realizado através de provas soroldgicas como a soroaglutinacdo microscépica (SAM). Este é o
teste atualmente preconizado pela Organizacdo Mundial de Saude, padrdo ouro no diagnostico
da leptospirose humana (WHO, 2010) e animal (OIE, 2012). Apesar de eficaz ndo permite ser
aplicado na forma aguda (inicial), que é 0 momento mais determinante quanto ao curso da
doenga (WHO, 2010).

A SAM, quando empregada para o diagnéstico da leptospirose deve seguir a

recomendacéo oficial de apresentar pelo menos um representante por sorogrupo da colegéo de
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antigenos utilizada para o teste. Além dos cuidados com a colegdo de antigenos deve-se ainda
observar outros parametros para a eficacia do teste, tais como: a temperatura e tempo de
incubacdo adotados, idade e densidade dos cultivos, bem como a diluicdo final dos soros
(SARMENTO et al., 2012).

O teste padrdo-ouro (SAM), é bastante complexo e por isso exige mao de obra
especializada (Leptospiras vivas sdo utilizadas como antigenos) e laboratérios equipados o que
torna alto o custo para sua implantacdo. Uma desvantagem do teste é sua baixa sensibilidade
que possibilita a ocorréncia de reagdes cruzadas entre diferentes sorovares. O teste também nédo
permite diferenciar entre infecgdes atuais, recentes ou passadas (LIMMATHUROTSAKUL et
al., 2012). Diante das limitacdes do teste padrdo-ouro, atualmente é crescente a busca por novos
métodos diagnadsticos (SOUZA, 2014).

Com isso, diferentes Ensaios de imunoabsorcdo ligado a enzima (ELISA) vém
sendo desenvolvidos com o intuito de adotar um teste que seja mais rapido e que permita
diferenciar entre uma infeccdo aguda ou cronica, principal vantagem dessa técnica
(FLANNERY et al., 2001; HAMOND et al., 2012). ELISAs ja foram desenvolvidos tanto para
o diagnostico humano como animal. No entanto, ainda € um desafio o desenvolvimento de um
Kit ELISA adequado para identificacdo de todos os sorovares, assim dependendo do antigeno
pesquisado o teste pode ndo ser suficiente para diagnosticar a leptospirose, sendo necesséario a
adocdo de técnicas complementares como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(PICARDEAU, 2013).

Estudos como o de Higino et al. (2012) utilizaram a SAM para investigar a
prevaléncia de leptospirose em caprinos leiteiros de propriedades do Municipio de Monteiro,
microrregidao do Cariri Ocidental, Estado da Paraiba. Embora a espécie seja considerada menos
susceptivel a infeccdo, a situacdo tem se agravado principalmente em propriedades que
apresentam outras espécies animais em conjunto (LEON-VIZCAINO; HERMOSO DE
MENDOZA; GARRIDO, 1987). Higino et al. (2012) utilizaram como antigenos uma cole¢édo
de 24 sorovares para avaliar os 975 caprinos de propriedades do semiarido paraibano, obtendo
na ordem de prevaléncia os sorovares Autumnalis, Sentot e Whitcomb.

Castro et al. (2011) analisou em seu estudo a prevaléncia de Leptospira spp. em
cdes domeésticos no municipio de Uberlandia, Estado de Minas Gerais. O estudo utilizou a
técnica de soroaglutinacdo microscopica (SAM), padréo ouro para animais e humanos e que foi
aplicado em pessoas do mesmo municipio no ano de 2008. Com isso o trabalho teve como
comparar os sorovares isolados e determinar se se tratava do mesmo sorovar ou de sorovares

diferentes. Os cdes reagiram principalmente aos sorovares Autumnalis (34,2%) e Tarassovi
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(23,7%), sendo este também detectado em humanos no mesmo ano. O resultado desse estudo
demonstra a importancia epidemioldgica de técnicas soroldgicas de diagndstico, tais como a
SAM, pois atraves dela os autores puderam constatar que ambos foram infectados pela mesma
fonte ou que o céo foi o provavel transmissor para 0 homem.

Estudos como os de McBride et al. (2007) e Oliveira et al. (2008), adotaram técnicas
soroldgicas similares (ELISA e SAM), além do estudo de ambos ter sido voltado para o
diagnostico da leptospirose em humanos. O primeiro estudo foi realizado na cidade de Salvador,
e avaliou a eficacia de quatro testes sorologicos: SAM, ELISA Dip-S-Tick (PanBio), LeptoTek
Dri-Dot (Biome'rieux) e EIE-IgM-Leptospirose (Bio-Manguinhos). Todos 0s ensaios com
excecdo do Dri-Dot que detecta anticorpos especificos da doenca, detectam IgM. Esse estudo
relatou que o teste ELISA PanBio foi o que apresentou a maior sensibilidade de detec¢éo.
Podendo ainda constatar que apesar dos trés testes serem mais sensiveis que o0 SAM durante a
fase inicial da doenca, os mesmos ainda apresentam limitacOes apesar da elevada especificidade
apresentada. McBride et al. (2007) alertou ainda para a necessidade do desenvolvimento de kit-
diagnosticos mais eficazes para essa enfermidade.

Ja o0 segundo estudo (OLIVEIRA et al., 2008), avaliou 0 uso de duas proteinas
recombinantes a MPL17 e MPL21. Essas proteinas estdo presentes na superficie de Leptospiras
e tém sido comumente estudadas como possiveis alvos para o diagnéstico da infec¢do. Diante
dessa possibilidade, Oliveira e colaboradores (2008) estudaram sua utilizagdo em ensaios
soroldgicos (ELISA e SAM), conseguindo demonstrar que se trata de proteinas altamente
imunogénicas que quando utilizadas em conjunto, podem ser Uteis para diagnosticar a
leptospirose.

Outro estudo analisou 0 comportamento da doenga no homem, através da aplicacdo
da técnica de ELISA. Este trabalho relatou um dos principais problemas para o diagnéstico da
doenca: a realizacdo de diagndsticos diferenciais para distinguir a leptospirose de outras
doencas que ocorrem na mesma sazonalidade, tais como a dengue (BEZERRA et al., 2015).

Técnicas moleculares séo utilizadas no diagnostico de muitas doengas por serem
altamente sensiveis e especificas, a exemplo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e da
PCR em tempo real que utilizam equipamentos automatizados que garantem uma maior
seguranca e confiabilidade aos resultados. Estas técnicas tém sido desenvolvidas visando
diagnosticar precocemente a leptospirose (BOURHY et al., 2011). Apesar de sensivel a técnica
de PCR apresenta limitacOes, j& que ha dificuldade de identificacdo da doenca em sua fase
inicial e a sensibilidade da PCR diminui nas fases tardias da mesma. Talvez, por isso, as técnicas
soroldgicas ainda sdo mais comumente utilizadas (BLANCO; ROMERO, 2014).
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No homem, a leptospirose pode ser facilmente confundida com outras enfermidades
que ocorrem a mesma sazonalidade e com caracteristicas clinicas semelhantes, caso ndo sejam
realizados diagndsticos laboratoriais especificos. Diante disso, Bezerra et al. (2015) estudaram
pacientes com suspeita clinica de dengue em um periodo de grande incidéncia da doenca no
estado do Ceard, objetivando aplicar um diagndstico diferencial para leptospirose, descartando
ou confirmando sua ocorréncia. Seus estudos envolveram técnicas sorolégicas e moleculares,
sendo a RT-PCR (do inglés, Reverse transcription polymerase chain reaction) a técnica
molecular adotada que ajudou a identificar, em meio a 86 casos suspeitos de dengue, 5
individuos positivos para leptospirose. O estudo demonstra que em situacbes epidémicas e
devido as similaridades clinicas dessas doencas, um diagnostico errbneo pode estar sendo
aplicado.

Dificuldades no diagnoéstico da leptospirose tem impulsionado a busca por métodos
diagndsticos mais eficazes, como propds o estudo de Balassiano et al. (2012). Seu trabalho
testou a reacdo em cadeia da polimerase de imunocaptura (IC- PCR) utilizando anticorpos
monoclonais e policlonais. Seus resultados demonstraram na IC-PCR com anticorpos
policlonais capacidade de reconhecer diferentes sorovares, embora tenha ocorrido algumas
reacOes cruzadas no teste. O inverso ocorreu utilizando anticorpos monoclonais, onde apesar
de ndo ter sido observado reacGes cruzadas a sensibilidade apresentada foi baixa. Contudo, de
acordo com os autores 0 teste revelou ser especifico para Leptospira e, portanto, um teste
promissor.

Além da procura por novos métodos diagnosticos, estudos recentes estdo a todo
instante verificando a eficécia das técnicas ja utilizadas bem como uma forma de potencializa-
las utilizando-as em combinacdo com outras técnicas almejando um resultado mais preciso e
seguro.

Atualmente, sdo poucos os laboratdrios disponiveis no pais para o diagnostico da
leptospirose (PORTAL DA SAUDE). Este fato causa demora na obtencdo do resultado e
aumento no custo associado ao condicionamento, refrigeracdo e transporte das amostras

clinicas.

2.8 MEMBRANA EXTERNA DA LEPTOSPIRA

A estrutura de dupla membrana agrega caracteristicas de bactérias Gram- negativas,

porém com a camada de peptideoglicano ancorada a membrana interna (M), tipico de bactérias
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Gram-positivas (VIJAYACHARI; SUGUNAN; SHRIRAM, 2008). A membrana externa (OM)
apresenta LPS e diversas lipoproteinas, as quais tém sido consideradas potenciais alvos vacinais
(DELLAGOSTIN et al., 2011; HAAKE; MATSUNAGA, 2010). Os lipopolissacarideo (LPS)
da membrana externa sao o principal antigeno das Leptospiras. Ele é imunologicamente
semelhante ao LPS de organismos Gram-negativos, porém com menor atividade endotdxica
(LEVETT, 2001).

Os LPS de bactérias Gram-negativas sdo altamente imunogénico, tanto que
inicialmente pensava-se que ele era o Unico antigeno importante nas Leptospiras e que
provocava uma resposta protetora exclusivamente humoral (FAINE, 1999). Atualmente se sabe
que também existem varias proteinas expostas na superficie da membrana que interagem com
o sistema imune (CULLEN et al., 2005; CULLEN; HAAKE; ADLER, 2004), e que embora o
LPS continue sendo a estrutura mais imunogénica, ndo € a unica.

Recentemente, foram identificadas varias proteinas da membrana externa (outer
membrane protein) das Leptospiras que sdo altamente imunogénicas. As OMPs de Leptospiras
foram divididas em trés classes (CULLEN et al., 2003). Através de técnicas de protedmica,
Malmstrom et al. (2009) determinaram o ndmero de coOpias de proteinas por célula,
demonstrando que as lipoproteinas sdo as proteinas mais abundantes na célula leptospiral. A
maior classe de OMPs é composta pelas lipoproteinas LipL32, LipL21, LipL36, LipL48 e
LipL41 (HAUK et al., 2005).

A LipL32 é uma proteina de 32kDa e é muito abundante em Leptospiras
patogénicas, representando 75% do proteoma da membrana externa (CULLEN et al., 2002),
ndo existindo em saprofitas (CULLEN et al., 2005; CULLEN; HAAKE; ADLER, 2004;
MATSUNAGA et al., 2005). Além de ser a proteina mais reconhecida pelo soro de pacientes
infectados com leptospirose (HAAKE et al., 2000), ela possui atividade de hemolisina (HAUK
et al., 2005).

A segunda e terceira classes de proteinas sdo compostas por apenas um
representante cada uma. A OmpL1 (segunda classe) € uma proteina transmembrana com funcédo
de porina e a P31LipL45 (terceira classe) € uma proteina periférica da membrana que usa o
canal de secrecdo das lipoproteinas para se lancar nas membranas interna e externa da bactéria
(CULLEN et al., 2003).

Recentemente, uma quarta classe de proteinas de membrana foi descrita. Ela é
constituida pelas Ligs (Leptospiral immunoglobulin-like proteins) e possui trés proteinas
identificadas até agora: Lig A (PALANIAPPAN et al., 2002), Lig B e Lig C (MATSUNAGA
et al., 2003).
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O sistema imune dos pacientes infectados com leptospirose responde a essas
proteinas de forma muito efetiva e, por isso, elas tém sido consideradas para uso no
desenvolvimento de novos testes de diagnostico, tanto para deteccdo de anticorpos
(FLANNERY et al., 2001; OKUDA et al., 2005) como para deteccdo de antigenos (TAYLOR
etal., 1997).

2.9 UTILIZACAO DA LIPL32

A LipL32 é uma proteina altamente imunogénica, mais de 95% dos pacientes com
leptospirose produzem anticorpos anti-LipL32 (GUERREIRO et al., 2001). Experimentos de
Hoke et al. (2008) e Hauk et al. (2008) demonstraram que a LipL32 se liga a proteinas da matriz
extracelular do hospedeiro, como laminina, colageno I, IV e V, e fibronectina do plasma, sendo
importante para a adesao bacteriana na matriz extracelular do hospedeiro.

Atualmente, h& diversas pesquisas no sentido de desenvolver novos testes
diagndsticos que sanem as falhas das metodologias ja empregadas. Nesse contexto, tém-se
desenvolvido reacfes em cadeia da polimerase para detectar e quantificar a carga de Leptospiras
no sangue (QPCR), soro ou tecidos, ELISA, teste de aglutinacdo de microesferas de latex e
testes imunocromatograficos (AHMED et al., 2006; BOURHY et al., 2011; CANAL et al.,
2013; DENEKE et al.,, 2014; MCBRIDE et al., 2007; PALANIAPPAN et al.,, 2004;
STODDARD et al., 2009; YE et al., 2014).

Para eliminar as adversidades do cultivo de baterias de sorovares de Leptospiras, a
maioria desses testes emprega antigenos recombinantes de Leptospira patogénicas,
principalmente a proteina LipL32 (MCBRIDE et al., 2007). Ensaios imunoenzimaticos para
detectar anticorpos anti-Leptospiras em amostras bioldgicas estdo disponiveis comercialmente
ou em desenvolvimento (VASCONCELLOS, 2007). A proteina da membrana externa LipL32,
especifica de leptospiras patogénicas (HAAKE et al., 2000), foi utilizada como antigeno em
ELISA para o diagnéstico soroldgico de leptospirose em caninos (DEY et al., 2004) e em
bovinos (BOMFIM; KO; KOURY, 2005), mostrando-se mais sensiveis e especificos do que a
SAM.

Multiplos estudos foram realizados utilizando a LipL32 como candidata vacinal e
foi demonstrado que a proteina promove protecdo contra L. interrogans sorovares Canicola
(BRANGER et al., 2005) e Copenhageni (GRASSMANN et al., 2012; SEIXAS et al., 2007Db),
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mas ndo contra L. interrogans sorovares Pomona (CAO et al., 2011) e Manilae (LUCAS et al.,
2011) em hamsters.

Branger et al. (2005) observaram que uma vacina de DNA codificando LipL32
conferiu imunidade protetora contra L. interrogans sorovar Canicola em chinchila. Humphryes
et al. (2014) realizaram experimentos com hamsters e verificaram que o grupo imunizado com
LipL32 recombinante ndo apresentou aumento significativo na taxa de sobrevivéncia dos
animais ap6s desafio com L. interrogans sorovar Canicola, mas verificaram diminuicdo
significativa na quantidade de Leptospiras presentes nos rins e na taxa de lesdes nesse 6rgéo,
indicando que apesar da proteina recombinante ndo ter conferido completa protecdo apds
desafio, ela foi capaz de reduzir a severidade da infec¢do nos animais.

Estudos de Grassmann et al. (2012) demonstraram que a LipL32 conferiu
imunidade protetora contra L. interrogans sorovar Copenhageni em hamsters quando a proteina

foi coadministrada com a subunidade B da enterotoxina termolabil (LTB) de E. coli.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Contribuir para o desenvolvimento de um teste diagndstico rapido, de facil
interpretacdo e acessivel em nivel ambulatorial que possa diagnosticar em minutos a

leptospirose humana e animal em qualquer fase da infeccao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Padronizar a produgdo in vitro de antigeno recombinante de Leptospira (LipL32) para
uso futuro na técnica de aglutinacdo em latex.
Para tal, pretende-se neste trabalho fazer a clonagem, expressao e purificacdo da LipL32

recombinante produzida em sistema E. coli BL21(DE3).
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4.1 LOCAL DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS
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Laboratorio Interdisciplinar do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude (CCBS)
da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).

4.2 EXTRACAO DE DNA E AMPLIFICACAO DO GENE LIPL32 DE LEPTOSPIRAS
PATOGENICAS

4.2.1 Amostra

A colecédo de culturas bacterianas de Leptospiras patogénicas (Quadro 3) foram

gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Doengas Transmissiveis (LDT) do Centro de Salde e
Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), coordenado
pelo Prof. Dr. Sérgio Santos de Azevedo.

Quadro 3 Leptospiras patogénicas usadas neste estudo de acordo com a cepa, espécie, sorogrupo, sorovar e

instituicdo de origem

Cepa Espécie Sorogrupo Sorovar Instituicdo de Origem
Pomona L. interrogans Pomona Pomona Instituto Pasteur
Sponselee L.borgpetersenii | Sejroe Hardjobovis Instituto Pasteur
Moskva V L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa | Instituto Pasteur
Hond Utrecht | L. interrogans Canicola Canicola Instituto Pasteur
v

Ballico L. interrogans Australis Australis Instituto Pasteur
Akiyami A L. interrogans Autumnalis Autumnalis Instituto Pasteur
Verdun L. interrogans Icterohaemorrhgiae | Icterohaemorr | Instituto Pasteur

hgiae

M84 L.borgpetersenii | Sejroe Sejroe Instituto Pasteur
Djasiman L. interrogans Djasiman Djasiman Instituto Pasteur
Van Tienen L. interrogans Bataviae Bataviae Instituto Pasteur
Castellon 3 L.borgpetersenii | Ballum Castellonis Instituto Pasteur
CZ 214K L. noguchi Panama Panama Instituto Pasteur
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Jez Bratislava | L. interrogans Australis Bratislava FIOCRUZ
M20 L. interrogans Icterohaemorrhgiae | Copenhageni FIOCRUZ
Perepelitsin L.borgpetersenii | Tarassovi Tarassovi Instituto Pasteur
3705 L. interrogans Sejroe Wolffi Instituto Pasteur
3522C L. kirschneri Cynopteri Cynopteri Instituto Pasteur
BOV G L. santarosai Sejroe Guaricura FIOCRUZ
Hebdomadis L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Instituto Pasteur

Fonte: Elaboracdo do autor, 2019.

4.2.2 Extracdo do DNA gendmico da Leptospira

A extracdo do DNA da Leptospira foi realizada seguindo o protocolo de lise com
isotiocianato de guanidina proposto por Ruibal (2009).

Foi pipetado 400 puL da amostra em meio Ellinghausen-McCullough-Johnson-
Harris (EMJH) mais 900 uL de GT (60g de isotiocianato de guanidina + 5 mL de TRIS-HCI
IMpH 7,5+ 10 mL de EDTA 0,25 M pH 8,0 + 100 mL de fenol + ddH20 g.s.p. 100 mL) em
um microtubo de 1500 pL. O material foi Vorterizado por 15 segundos com intervalo de 10
minutos, e um novo vortex ao final. Em seguida foi acrescentado 200 pL de cloroférmio com
conseguinte voértex de 15 segundos. Ap6s 10 minutos incubando em temperatura ambiente
(37°C), foi centrifugado a 12000 x g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recuperado e
adicionado igual volume de propanol com o intuito de insolubilizar o DNA. Apés a
insolubilizacdo o material foi congelado por 2 horas a -20°C com posterior centrifugacdo a
12000 x g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado com cuidado e o pellet
resultante foi ressuspendido em 500 pL de etanol 70% e homogeneizado manualmente.
Posteriormente, 0 eppendorf foi centrifugado a 12000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi desprezado e o pellet ressuspendido em 30 puL de TE com vortex e spin rapido ao final. O
DNA gendmico foi submetido a um banho seco a 56° C por 15 minutos e foi acondicionado em
freezer —20°C.

4.2.3 Amplificacéo do gene lipL32 por PCR

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados para amplificacdo deste gene
foram validados em trabalhos ja publicados, de acordo com Seixas et al. (2007) e Amutha et al.
(2007) (Quadro 4).
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Quadro 4 Primer, sequéncia e comprimento do fragmento direcionado ao gene LipL32

Primer Sequéncia5 - 3’ Amplicon Referéncia
L.copen GGGGTACCGGCGGCGGTGGTCTGCCAAGCCT (SEIXAS et al., 2007a)
LipL32-For 771 pb
L.copen GGAATTCTTACTTAGTCGCGTCAGAAGC (SEIXAS et al., 2007a)
LipL32-Ver
L.autum CGCGCTGCAGTTACTTAGTCGCGTCAGAAG (AMUTHA et al,
LipL32-For 756 pb | 2007)

L.autum CGCGGTCGACGCTTTCGGTGGTCTCTGCCAAGC (AMUTHA et al,
LipL32-Ver 2007)

Fonte: Elaboragdo do autor, 2019.

As reacdes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas num volume de 25pL,
contendo 12,5 pL de pré-mix 2x My Tag Red Mix (Bioline) (1.5 unidades de Tag DNA
polimerase, 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP e estabilizadores),
1,25 L de cada primer (10uM), 9 pL de agua DEPC e 1 pL de DNA molde. As reacdes de
PCR foram realizadas em um termociclador T100 thermal cycler utilizando programa com
desnaturacdo inicial de 5 min (95 °C), 35 ciclos de desnaturacao (95 °C), anelamento (50 °C) e
extensdo (72 °C), todos por um periodo de 30 s, e extensdo final de 7 min (72 °C) utilizando o
primer L.copen LipL32, e um programa com desnaturacao inicial de 3 min (94 °C), 30 ciclos
de desnaturagéo (94 °C) por 30 s, anelamento (62 °C) por 45 s e extenséo (72 °C) por 30 s, e
extensdo final de 10 min (72 °C) utilizando o primer L.autum LipL32 . Os produtos da
amplificacdo pela PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, em tampéo
Tris-Acetato-EDTA (TAE), por 45 minutos a 100 volts, utilizando o brometo de etideo
(0,5mg/mL), como corante evidenciador do DNA. Os primers tinham, em suas extremidades
5’, sitios de restri¢do para as enzimas EcoR | e Kpn |, para permitir a insercao no sentido correto
no plasmideo recombinante. Ap6s a amplificacdo dos fragmentos, eles foram armazenados no

freezer -20°C para posterior construcdo de vetores recombinantes.

4.3 CLONAGEM E EXPRESSAO DO GENE LIPL32

4.3.1 Vetor e Cepa



4.3.1.1 Vetor de expressao bacteriano
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O vetor recombinante utilizado neste estudo ja havia sido previamente construido,
pAE / lipL32 (SEIXAS et al., 2007a) e cedido pelo laboratério de Vacinologia do Centro de

Desenvolvimento Tecnoldgico da Universidade Federal de Pelotas (CDTec/UFPel).

4.3.1.2 Cepas de E.coli utilizadas

As cepas utilizadas foram as linhagens de E. coli XL1-Blue, BL21(DE3) PLys e E.
coli BL21 Star™ (DE3) (Quadro 5). A E. coli XL1-Blue foi utilizada para a clonagem e a
BL21(DE3) PLys e E. coli BL21 Star™ (DE3) foram utilizadas para a expressao das proteinas

recombinantes.

Quadro 5 Linhagens, gendtipo, meio de cultura e antibidtico utilizado

PLys

A(DE3) [pLysS Cam']

Linhagem Genotipo Meio de Cultura Antibidtico
E. coli XL1-Blue SUpE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 | Luria-Bertani (LB) | Cloranfenicol
thi  relAl lac- F’[proAB* lac® 100 pg/mi
lacZAM15 Tnl10(tet")
E. coli BL21 Star™ | FampT hsdSg (rs, mg’) galdcmrnel31 LB Cloranfenicol
(DE3) (DH3) 100 pg/ml
E. coli BL21(DE3) | B F dcm ompT hsdS (rems’) gal LB Cloranfenicol

100 pg/mi

Fonte: Elaborag&o do autor,

20109.

4.3.2 Preparo de bactérias competentes por CaCl:

As bactérias foram semeadas em placa LB-agar, incubadas por 16 horas a 37 °C. Duas

col6nias isoladas foram inoculadas em 5 mL de caldo LB e este mantido por 16 horas a 37 °C

a 250 rpm. O in6culo foi transferido para 100 mL de caldo LB e a suspensdo incubada por 2-3

horas a 37°C sob agitacdo a 250 rpm. Ao atingir densidade 6tica (OD 600nm) igual a 0,4 lido

em espectrofotdmetro, o cultivo foi transferido para dois tubos do tipo falcon de 50 mL e em

seguida para gelo por 30 minutos para estacionar a divisao celular. Os tubos tipo falcon
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contendo as células bacterianas foram centrifugados a 3.000 x g por 15 minutos a 4 °C. O
sedimento foi suspenso em 25 ml de CaCl, 100 mM estéril gelado, incubado em banho de gelo
por 30 minutos e posteriormente centrifugado nas condicdes anteriores. Os precipitados foram
ressuspendidos em 6 mL de CaCl> 100 mM gelado contendo 15 % de glicerol. As bactérias
competentes foram distribuidas em aliquotas de 250 pL em microtubos de 1,5 mL, os quais
foram imediatamente congelados e estocados a -80°C. Foi utilizada a linhagem de E. coli XL1-

Blue quimiocompetente para a transfeccdo do plasmideo contendo o inserto do gene LipL 32.

4.3.3 Transformacao de bacteérias E. coli XL1-Blue

Foram retirados do freezer -80°C as cepas competentes e o0 vetor, incubando em gelo
por 30 minutos. Aproximadamente, 50ng do vetor previamente quantificado por
espectrofotometria (Nanodrop®) foi adicionado a 100 pL de bactérias competentes e a mistura
foi mantida em banho de gelo por 30 minutos. As células foram submetidas a choque térmico
a 42 °C por 60 segundos e imediatamente incubadas em banho de gelo por 2 minutos. Em
seguida foram adicionados 900 uL de meio LB e incubada a 37 °C por 1h — 1h:30 minutos a
200 rpm. Apos essa recuperacdo 200 pL do indculo foi semeado em placas de meio LB

contendo 100 pg/ml de cloranfenicol. As placas serdo incubadas a 37 °C overnight.

4.3.4 Cultivo das células transformadas

Para o cultivo das células transformadas o 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-d-
galactopyranoside (X-Gal) 2% (solubilizado com DMSQ) foi utilizado como indicador de
transformantes com o inserto, 15 pl do produto a 50mg/ml foram espalhados sobre o meio LB
Agar seletivo (100 pg/ml de cloranfenicol e 100 pug/ml de ampicilina) antes da inoculagdo dos
transformantes. As placas com as células transformadas foram incubadas a 37°C por 24 horas.

Para a selecdo dos clones positivos contendo o inserto, todas as unidades
formadoras de col6nias (UFCs) que apresentaram a coloracdo branca foram novamente
plaqueadas e testadas pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os oligonucleotideos
iniciadores utilizados para amplificacdo deste gene foram validados em trabalhos ja publicados
(Quadro 4).

4.3.5 Extragéo de plasmideos
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Apos a selecdo dos clones que continham o plasmideo escolhido através da PCR e
visualizacdo em gel de agarose a 1%, os mesmos foram cultivados em LB caldo seletivo por 14
horas a 37°C, sob agitacdo de 250 rpm. Apo6s o final do cultivo utilizou-se o kit “Wizard® Plus
SV Minipreps DNA Purification System” da Promega, a fim de isolar ¢ purificar o DNA
plasmidial, segundo as recomendacdes do fabricante.

Foi realizada a colheita de 10 mL da cultura bacteriana por centrifugacdo durante 5
minutos a 10.000 x g. O sobrenadante foi despejado e o tubo invertido para remover 0 excesso.
Adicionou-se 250 pL de Solucdo de Ressuspensdo Celular e o sedimento foi completamente
ressuspendido por meio de vortex. O produto foi transferido para microtubos de 1500 pL. Logo
apos foi adicionado 250 uL de solucdo de lise celular e homogeneizado manualmente. Foi
incubado até se observar a limpeza parcial do lisado (aproximadamente 1 a 5 minutos).
Conseguinte foi adicionado 10 uL de Solugdo de Protease Alcalina e misturado invertendo o
tubo quatro vezes. A solucdo foi incubada por cinco minutos a temperatura ambiente. A
protease alcalina inativa as endonucleases e outras proteinas liberadas durante a lise das células
bacterianas que pode afetar adversamente a qualidade do DNA isolado. Posterior a lise das
células, foi adicionado 350 ul de Solugdo de Neutralizagdo e misturado imediatamente
invertendo o tubo quatro vezes. O lisado bacteriano foi centrifugado a velocidade maxima
(cerca de 14.000 x g) numa microcentrifuga durante 10 minutos a temperatura ambiente.

O lisado limpo (aproximadamente 850 pL) foi transferido para a coluna de
centrifugacdo e centrifugado a velocidade maxima por 1 minuto em temperatura ambiente. Foi
descartado o filtado e adicionado 750 uL de solucéo de lavagem de coluna, previamente diluida
com etanol a 95%, a coluna de centrifugacdo. Novamente o material foi centrifugado a
velocidade maxima durante um minuto a temperatura ambiente. O filtrado foi descartado e
repetiu-se o procedimento de lavagem usando 250 uL de solucdo de lavagem de coluna.
Conseguinte foi realizado a centrifugacdo a velocidade maxima durante dois minutos a
temperatura ambiente. A coluna foi transferida para um novo microtubo de 1500 pL estéril. O
DNA do plasmideo foi diluido adicionando 100 pL de &gua livre de nuclease a coluna de
centrifugacdo. O conjunto (microtubo e coluna de centrifugacéo) foi centrifugado a velocidade
maxima por 1 minuto em temperatura ambiente. A coluna foi descartada e 0 DNA plasmidial

armazenado no freezer — 20°C.
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4.3.6 Expressao da proteina recombinante

4.3.6.1 Preparo de Células de expressdo competentes por CaCl:

As linhagens BL21(DE3) PLys e E. coli BL21 Star™ (DE3) foram preparadas
conforme descrito no item 4.3.2.

4.3.6.2 Transformacao das Células de expresséo

As cepas competentes das linhagens BL21(DE3) PLys e E. coli BL21 Star™ (DE3)
e 0 plasmideo foram retiradas do freezer -80°C e submetidas a banho de gelo por 30 minutos.
Aproximadamente, 50ng do vetor foi adicionado a 100 pL de bactérias competentes e a mistura
foi mantida em banho de gelo por 30 minutos. As células foram submetidas a choque térmico
a 42 °C por 60 segundos e imediatamente incubadas em banho de gelo por 2 minutos. Em
seguida foram adicionados 900 uL de meio LB e incubada a 37 °C por 1h — 1h:30 minutos a
200 rpm. Apos essa recuperacdo 200 pL do indculo foi semeado em placas de meio LB

contendo 100 pg/mL de ampicilina. As placas foram incubadas a 37 °C overnight.

4.3.6.3 Crescimento do indculo e inducao da expressao por isopropyl-p-D-

thiogalactopyranoside (IPTG)

Para expressao de proteinas recombinantes, cepas bacterianas, BL21(DE3) PLys e
E. coli BL21 Star™ (DE3), transformadas com o plasmideo de interesse foram cultivadas em
cinco mL de meio de cultura LB com ampicilina (100 pg/mL), mantidos sob agitagao em torno
de 250 rpm a temperatura de 37°C por 16 horas. Posterior a essa etapa, a cultura foi diluida na
propor¢ao 1:20 em meio LB com ampicilina (100 pg/mL), e mantida nas mesmas condi¢des de
crescimento citadas acima por aproximadamente trés horas, até a cultura atingir uma densidade
optica de 0,6 com comprimento de onda (600 nm).

Quando a absorbancia desejada foi atingida, as culturas foram separadas em fragGes
para gerar controles, ndo induzido e induzidos. Apos o fracionamento da cultura, a expressao
de proteinas recombinantes foi induzida por 1 mM de isopropil-B-D-tiogalactopirandsido
(IPTG). A ativagdo das bactérias contendo os plasmideos recombinantes foi feita por 16 horas
a 37°C, com coletas de 1 ml de cada amostra nos tempos de 0 a 5 e 16 horas. Cada aliquota

proveniente das coletas foi centrifugada a 4.000 rpm por 10 minutos a 4°C e o pellet foi utilizado
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para verificar o tempo em que a proteina é expressa em maior concentracdo pela bactéria,

através de uma eletroforese em um SDS-PAGE.

4.4 EXTRACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE POR LISE CELULAR POR
SONICADOR

A cultura bacteriana foi centrifugada a 8.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O pellet de
bactérias formado foi ressuspendido em solucgéo de tris-HCI 20 mM, pH 7,5 e submetido a lise
celular por sonicador por cinco vezes em banho de gelo, 30 segundos cada vez. Essa suspensao
foi centrifugada a 8.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante contendo as proteinas
soluveis foi coletado.

O primeiro sobrenadante foi novamente centrifugado, nas mesmas condicbes da
primeira, para uma maior limpeza da amostra (denominado spl), o pellet foi novamente
ressuspendido, sonicado uma vez por 30 segundos em gelo e centrifugado nas mesmas

condigdes. O segundo sobrenadante foi denominado sp2.

4.5 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

A anélise da proteina LipL32 foi realizada por eletroforese das amostras em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate — Polyacrilamide Gel Electrophoresis)
com gel de separacdo a 12% e o de empilhamento a 5%.

Foram analisadas as amostras de cultura bacteriana com e sem ativacao por IPTG
nos diferentes tempos, com lise por sonicagdo. As amostras foram aplicadas diretamente no gel
e foram preparadas por mistura com o tampao de amostra 6x concentrado, o qual contém SDS
e B- mercaptoetanol, aquecidas por 10 minutos a 95°C.

A corrida foi feita em tampdo de eletroforese tris/glicina/SDS, sob corrente de 25
mA em temperatura ambiente, até que o corante azul de bromofenol chegasse ao final do gel.

A coloracdo das proteinas separadas no gel foi realizada tratando-o com uma
solucdo de Coomassie, o qual contém Coomassie blue R250, metanol, 4gua destilada e acido
acético, durante 30 minutos e em seguida foi descorado em uma solucéo descorante feita com
metanol, agua destilada e acido acético, até visualizacdo das bandas de proteina. Apos a
coloracgéo do gel, este foi fotografado e analisado no programa Image J versdo 1.36b (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, USA).
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5 RESULTADOS
5.1 EXTRACAO DO DNA GENOMICO E AMPLIFICACAO DO GENE LIPL32 POR PCR
Atraveés da quantificagdo por espectrofotometria (Nanodrop®) do material extraido

por meio do protocolo de lise com isotiocianato de guanidina, foi observado eficiéncia na

extracdo do DNA genémico das Leptospiras patogénicas (Tabela 2).

Tabela 2 Relagao de pureza e quantificagdo do DNA gendmico de cepas patogénicas de Leptospiras

Sorovar Pureza Concentragéo (ng/pl)
Pomona 2,69 1796,8
Hardjobovis 2,64 1754,2
Grippotyphosa 1,13 1464
Canicola 1,74 2081
Australis 2,43 1431,1
Autumnalis 2,50 2264,5
Icterohaemorrhgiae 2.48 1632,9
Sejroe 2.65 2231,5
Djasiman 2,74 2053,2
Bataviae 2,54 1606,8
Castellonis 1,30 1675,8
Panama 2,71 1806,4
Bratislava 2,74 2197,5
Copenhageni 2,21 2219
Tarassovi 2,59 1530,1
Wolffi 2,52 1528
Cynopteri 2,53 1583
Guaricura 2,50 1490,1
Hebdomadis 1,80 1974,9

Fonte: Elabora¢do do autor, 2019.

Das 19 amostras submetidas a PCR direcionada ao gene da lipoproteina LipL32,
todas geraram a amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 771 e 756 pb (Figura 1 —
AeB).
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756pb ——p

Figura 1. Amplificacao do gene LipL32 das cepas patogénicas de Leptospiras. A- Eletroforese em gel da agarose
1 % apresentando o resultado da amplificagéo do gene lipL32 utilizando o primer L.copen LipL32. B- Eletroforese
em gel da agarose 1 % apresentando o resultado da amplificacdo do gene lipL32 utilizando o primer L.autum
LipL32. 1) Marcador de peso molecular 100 pb; 2) controle positivo da reacdo de PCR; 3) controle negativo da
reacdo de PCR (agua); 4 — 21) amplificagéo do gene lipL32 com aproximadamente 771 pb (A) e 756 pb (B).

5.2 TRANSFORMACAO DE CLONES RECOMBINANTES

Varias colbnias transformantes cresceram no cultivo em meio solido seletivo
contendo 100 pg/mL de cloranfenicol e ampicilina (Figura 2). Algumas destas foram

aleatoriamente selecionadas e submetidas ao método de triagem miniprep.

Figura 2. UFCs de E. coli XL1 - Blue transformadas por choque térmico em meio LB seletivo com 100 pg/ml de
cloranfenicol e ampicilina.
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Apos a realizacdo da PCR das aliquotas provenientes das unidades formadoras de
colonias (UFCs) que apresentavam a coloragdo branca, foi detectada positividade para
amplificacdo do gene LipL32 (Figura 3). Evidenciando alta taxa de transformacéo na linhagem
de E. coli XL1-Blue e sucesso na clonagem do gene LipL32 de Leptospiras para expressao

heter6loga do peptideo correspondente.

700pb ——
500 pp ——>

300pb ——p

100pb —p

Figura 3. Eletroforese em gel da agarose 1 % apresentando o resultado da amplificacéo do gene lipL32 dos clones
extraidos da E. coli XL1 - Blue. 1) Marcador de peso molecular 100 pb; 2) controle positivo da reacdo de PCR;
3) controle negativo da reacdo de PCR (agua); 4 — 7) amplificacdo do gene lipL32 com aproximadamente 756
pb.

5.3 EXPRESSAO E PURIFICACAO DA RLIPL32

O clone proveniente do miniprep foi utilizado para transformar por choque térmico
células E. coli BL21(DE3) PLys e E. coli BL21 Star™ (DE3), que foram cultivadas em placas
de meio LB contendo 100 pg/mL de cloranfenicol e ampicilina. Varias coldnias transformantes
cresceram no cultivo em meio sélido utilizando a cepa E. coli BL21(DE3) PLys, entretanto,
ndo foi observado coldnias transformantes utilizando a cepa E. coli BL21 Star™ (DE3) (Figura
4-AeB).
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Figura 4. Transformag&o de células de expressdo em meio seletivo com 100 pg/mL de cloranfenicol e ampicilina.
A) células E. coli BL21(DE3) PLys; B) células E. coli BL21 Star™ (DE3).

As colbnias transformantes de E. coli BL21(DE3) PLys que cresceram no cultivo
em meio solido seletivo foram aleatoriamente selecionadas, submetidas ao metodo de triagem
miniprep e o produto utilizado na PCR direcionada ao gene LipL32. Das aliquotas provenientes
das unidades formadoras de colonias foi detectada positividade para amplificagdo do gene

LipL32, evidenciando a transformacdo da célula com o clone de interesse (Figura 5).

700 pb ——p»
500 pb —

300 pb ——p»

100 pb ——p»

Figura 5. Eletroforese em gel da agarose 1 % apresentando o resultado da amplificacao do gene lipL32 dos clones
extraidos da E. coli BL21(DE3) PLys. 1) Marcador de peso molecular 100 pb; 2) controle positivo da reagédo de
PCR; 3) controle negativo da reacao de PCR (&gua); 4 — 7) amplificacdo do gene lipL32 com aproximadamente
756 pb.

As amostras provenientes do protocolo de expressdo utilizando a cepa bacteriana
E. coli BL21(DE3) PLys foram sonicadas, e as aliquotas, utilizadas para verificar o tempo em
que a proteina foi expressa em maior concentracdo pela bactéria, através de uma eletroforese
em um SDS-PAGE, todavia, encontrou-se dificuldade na visualiza¢do da proteina LipL32 em
SDS-PAGE, sugerindo que a proteina heteréloga LipL32 ndo foi extraida em niveis

satisfatorios utilizando os protocolos de lise (Figura 5 — A e B).



Figura 6. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12 % com extrato das células ap6s indugéo de
expressao. A) fragdo sollvel E. coli BL21(DE3) PLys B) frac&o insollvel E. coli BL21(DE3) PLys.
1) controle positivo (LipL32 previamente caracterizada); 2 - 4) inducéo da expressao com 1 mM de
isopropil-p-D-tiogalactopiranésido (IPTG) 5° e 16° hora; 3 — 5) controle néo induzido da 5° e 16°
hora.
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6 DISCUSSAO

A leptospirose € uma antropozoonose de ampla distribuicdo mundial (KO,
GOARANT, PICARDEAU, 2009), sendo um importante problema de saude publica devido a
alta incidéncia e elevada taxa de letalidade (FAINE, 1999). As perdas sociais e econémicas
causadas por essa zoonose, e a dificuldade no diagnéstico da mesma, tem impulsionado a busca
por métodos diagndsticos mais eficazes (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009).

Proteinas imunogénicas conservadas, principalmente de membrana externa de
Leptospira, sdo alvos promissores para o desenvolvimento de novos métodos de diagnostico
devido a sua localizacdo na superficie da célula e a sua participacdo na interacdo com o
hospedeiro (CULLEN et al., 2002; DELLAGOSTIN et al., 2011)

A LipL32 é a mais abundante proteina transmembrana, sendo altamente
imunogénica (CULLEN et al., 2005). Mais de 95% dos pacientes com Leptospirose produzem
anticorpos anti-LipL32 (GUERREIRO et al., 2001), altamente conservada e expressa durante
a infeccdo e imunodominante na resposta humoral contra esta doenca em humanos (HOKE et
al., 2008), representando uma alternativa de menor custo, maior seguranca e especificidade para
o desenvolvimento de testes soroldgicos de diagndstico.

A amplificagdo de um fragmento de 771 e 756 pb em todas as amostras submetidas
a PCR direcionada ao gene da lipoproteina LipL32 ja era esperada, tendo em vista que a LipL32
é codificada por um gene conservado entre as espécies patogénicas de Leptospiras, e ausente
nas ndo patogénicas (HOKE et al., 2008).

A clonagem e expressdo de proteinas heterélogas em microrganismos diversos
possibilita a substituicdo de purificacdes trabalhosas e de baixo rendimento pela obtencéo de
elevadas quantidades de proteinas de interesse biotecnoldgico a um custo muito mais baixo
(HOCKNEY, 1994). Vantagens como ter as caracteristicas genéticas bem conhecidas e as
proteinas expressas reterem sua atividade completa, fazem do microrganismo E. coli um
sistema de expressao importante para a producdo de proteinas recombinantes (MAKRIDES,
1996).

Das linhagens celulares testadas, E. coli XL1-Blue, E. coli BL21(DE3) PLys e E.
coli BL21 Star™ (DE3), apenas a E. coli BL21 Star™ (DE3) néo foi transformada com sucesso.
A falha na transformacéo da cepa E. coli BL21 Star™ em meio Luria Bertani pode ter se dado
devido a concentragdo dos componentes desse meio. Estudos como o de Hanahan (1983) que
utilizou diferentes meios de cultura ricos para a transformacédo da E. coli, ndo evidenciou

diferenga ao comparar 0os meios, entretanto, as concentragdes dos componentes alteraram as
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taxas de crescimento e transformagdo. Neste estudo Hanahan observou que a presenca de 10 a
20 mM de Mg ?* em todos os meios de cultura utilizados estimulou consideravelmente no
crescimento da taxa de transformacéo, aumentando de 15 a 20 vezes. E a utilizagio de Ca?*,
Rb* e DMSO auxiliaram nessa melhora.

Segundo Hannig e Makrides (1998), uma expressdo de proteina heter6loga em E.
coli deve atingir de 10 a 30% das proteinas totais expressadas pelas células para ser considerada
satisfatoria. Estudos como o de Lafeta (2010) encontraram dificuldade na visualizacdo da
proteina LipL32 em SDS-PAGE, assim como encontrado no nosso estudo. Ao comparar 0
lisado total de E. coli ndo induzida com o lisado total de E. coli induzida evidenciou que a
LipL32 ndo foi expressa em niveis satisfatdrios. Outros autores (GRASSMANN, 2008;
DELIBERALLLI, 2014; DEY et al., 2004 e LUO et al., 2009) obtiveram sucesso na expressdo
heter6loga da LipL32 utilizando a E. coli, no entanto em nenhum dos trabalhos citados ha
caracterizagdo dos niveis de expressao.

Deliberalli (2014), Grassmann (2008) e Lafeta (2010) observaram que a proteina
rLipL32 foi expressa na forma insollvel, necessitando de um agente desnaturante para a
solubilizacdo dos corpos de inclusdo do interior da célula. Segundo Georgiou e Segatori (2005)
é dificil expressar proteinas insollveis para 0 meio e obté-las na forma sollvel e ativa, pois,
frequentemente, a super expressao conduz a producgdo destes corpusculos, que sdo agregados
insolGveis de proteinas. No entanto, o protocolo de solubilizacdo adotado por Gamberini et al.
(2005), que utiliza uréia para solubilizar lipoproteinas de Leptospiras, é eficiente, comprovado
no trabalho de Deliberalli (2014).

A estratégia mais comumente adotada para este tipo de problema € o uso de solucédo
com 6 M ou 8 M de ureia, que desnatura completamente a proteina, interrompendo as interacées
moleculares que proporcionam a estrutura tridimensional (GRASSMANN, 2008). Entretanto,
durante a dialise, a ureia é praticamente toda retirada, porém isso necessita um longo periodo
de tempo para que a proteina possa retornar a conformacao estrutural inicial. Assim, mesmo
com a retirada da ureia, nas condi¢des extracelulares a proteina pode estar alterada a tal ponto,
que ndo consegue retornar a conformagao original (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

A Dbaixa expressdo da LipL32 obtida neste trabalho (Figura 6) e a dificuldade na
visualizagdo da mesma em gel SDS-PAGE pode ser devido a uma incompeténcia da célula
escolhida, o protocolo de extracdo e coloracdo utilizado, ou ainda, uma combinacdo destes
fatores. Com base nestes resultados recomenda-se que novos sistemas de expressao, extracao e
coloragéo devam ser testados com a finalidade de se obter uma maior expresséo e visualizagéo

da proteina heterdloga para futuras aplicacdes. A deteccdo de peptideos de baixo peso molecular
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observados em SDS-PAGE pode ser devido a copurificagdo de componentes do meio de cultura
ou & presenca de proteases nas amostras extraidas.



55

7 CONSIDERACOES FINAIS

As estratégias de clonagem adotadas para a obtencdo do plasmideo pAE / lipL32 foram
eficazes, entretanto, a cepa E. coli BL21(DE3) PLys nas condicGes utilizadas, ndo expressou
em niveis satisfatorios a proteina recombinante LipL32.

Técnicas que proporcionem um diagndstico especifico da leptospirose de maneira
rapida, acessivel e de facil interpretacdo € um anseio tanto da salde humana quanto da satde
animal. Ante isso, a utilizacdo do antigeno recombinante de Leptospira (LipL32) para uso
futuro na técnica de aglutinacdo em latex se apresenta como uma alternativa para suprir esses
anseios, tendo em vista que quanto antes a doenca for diagnosticada, melhores séo as chances
de o paciente receber o tratamento correto sem as complicacdes clinicas que levam a morte ou
que exijam internacdes e gastos com medicacBes que podem agravar o problema.

A expressdo da proteina deste trabalho serd comprovada posteriormente através do
Western blotting, para depois ser purificada por meio de cromatografia de afinidade. Apos a
purificacdo da proteina recombinante, a mesma sera ligada covalentemente a pérolas de
poliestireno para posterior padronizacdo da Técnica de aglutinacdo em Latex (LAT) para o
diagndstico indireto da Leptospirose. Adicionalmente, pretende-se sensibilizar pérolas de
poliestireno com anticorpos anti-LipL32 para aplicacdo da LAT no diagndstico direto da

leptospirose.
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APENDICE A - SOLUCOES UTILIZADAS

Tris-Acetato-EDTA (TAE) 50X

Reagente Quantidade
Tris Base 242 g
Acido acético glacial 57,1 mL
EDTA 0,5M pH 8,0 100 mL
H20 Milli-Q g.s.p. 1L

Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X

Foram diluidos 20 mL da solugdo TAE 50x em 980 mL de H20 Milli-Q.
Homogeneizou-se a solugao.

EDTA 0,5 M pH 8,0 (Disodium ethylenediaminetetra acetate 2H20)

-PM =372, 24.

- Pesar 18,62 g de EDTA e adicionar 80 mL de H20 deionizada; colocar para
homogeneizar no agitador magnético.

- Ajustar o pH com pérolas de NaOH, que deve ser adicionado aos poucos até chegar
no pH 8,0.

- Completar o volume com H0 deionizada para 100 mL.

Gel de agarose a 1%

- Pesar 1 g de agarose.

- Adicionar 100 mL de TAE 1x em um recipiente.

- Colocar a mistura de agarose € TAE 1x no micro-ondas por 1 minuto, ou até obter
uma solucdo cristalina. Deixar esfriar até pelo menos 60°C antes de aplicar na placa de
eletroforese.

Meio LB (Luria-Bertani)

Reagente Volume final
1L
Triptona 109
Extrato de levedura 50
NaCl 10¢g

- Adicionar 90% do volume final de 4gua destilada e dissolver 0s reagentes com
agitacao.

- Ajustar o pH para 7,0 com 5 N de NaOH, completar o volume final e autoclavar por
20 minutos a 127 °C.

Meio LB + agar (para placa de Petri)



Reagente Volume final
1L
Triptona 109
Extrato de levedura 59
NaCl 109
Agar 159

- Adicionar 90% do volume final de 4gua destilada e dissolver os reagentes com
agitacao.

- Ajustar o pH para 7,0 com 5 N de NaOH, completar o volume final e autoclavar por

20 minutos a 127 °C.

Solucéo de CaCl: para bactérias competentes contendo 15% de glicerol

Reagente Volume final
100 mL
1 M CaCl; 5mL
1 M Tris-HCI pH 8,0 estéril 1,0 mL
Glicerol autoclavado 15 mL
H20 Milli-Q 79 mL
CaCl:1 M
-PM =111,

- Dissolver 5,5 g CaCl,em 50 mL de H20 Milli-Q

Tris-HCI1 M, pH 7,5

-PM =121,1.

- Pesar 6,05 g de Tris e dissolver em 40 mL de agua Milli-Q.

- Ajustar o pH com HCI e depois completar o volume para 50 mL.
Tampao Tris-HCI para eletroforese SDS-PAGE

Resolucéo: 1,5 M, pH 8,8

- Pesar 18,17 g de Tris base e dissolver em 80 mL de agua destilada. Acertar o pH
para 8,8 com HCI 2,5 N. Completar o volume para 100 mL com agua destilada.

Empilhamento: 1 M, pH 6,8

- Pesar 12,12 g de Tris base e dissolver em 80 mL de agua destilada. Acertar o pH
para 6,8 com HCI 2,5 N. Completar o volume para 100 mL com agua destilada.

Tampéo de corrida para eletroforese de proteinas



Reagente [IX]1L
Tris Base 39
Glicina (4cido amino acético) 14,4 g
SDS 10 % 10 mL
SDS 10% (p/v)
Componente Quantidade
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 109
H20 Milli-Q g.s.p. 100 mL

Tampao de amostra para proteina [6x]

Reagente [6x] Concentracéo final
[1x]
Tris-HCI 1 M, pH 6,8 3 mL 50 mM
SDS 10% 0,6 mL 1%
Glicerol 6 mL 10%
Bromophenol blue 0,01 mg 0,001 mg/mL
DTT 0,93¢g 25 mM
b-mercaptoetanol 0,6 mL 1%
Solucédo de coomassie blue
Reagente Quantidade
Coomassie blue R250 0,259
Metanol 45 mL
Agua destilada 45 mL
Acido acético 10 mL
Solucéo descorante para gel de proteina
Reagente Quantidade
Metanol 45 mL
Agua destilada 45 mL
Acido acético 10 mL
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SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate — Polyacrilamide Gel Electrophoresis) com
gel de separacdo a 12% e o de empilhamento a 5%.

Reagente Resolugdo 12% Empilhamento 5%
H20 49 mL 4,1 mL
Acrilamida 30% 6 mL 1mL
Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 3,8 mL 0,75 mL
SDS 10% 0,15 mL 0,06 mL
Persulfato de amonia 10% 0,15 mL 0,06 mL
TEMED 0,006 mL 0,006 mL




Acrilamida 30%

Reagente Quantidade
Acrilamida 29 ¢
N,N’ 1g
metilenebisacrilamida
H20 Milli-Q g.s.p. 100 mL
Persulfato de amoénia 10%
Reagente Quantidade
Persulfato de amdnia 1lg
H-O Milli-Q g.s.p. 10 mL
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