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TiTULO:Proteina LemA de Leptospira spp. para uso COmo

imunobioldgico

Campo da invengdo (Setor técnico)

A presente invencgdo se refere a uma molécula de DNA
(Acido desoxirribonucléico) presente no genoma da bactéria
Leptospira sp. que codifica para a proteina LemA. As
futuras invengdes referem—-se ao uso desta proteina
terapeuticamente, como vacina ou componente de formulacgdes
vacinais, bem como, em seu uso no diagnéstico da infeccgao,
visando, portanto, a prevencdo e/ou tratamento da infeccgédo

causada por Leptospira spp. em humanos e animais.

Fundamentos para a invencido e estado da técnica

A leptospirose ¢é uma zoonose causada por espécies
patogénicas de Leptospira sSpp - que afeta diferentes
espécies animais. Espiroquetas sdo bactérias mdveis e
helicoidais, pertencentes & ordem Spirochaetales, dque se
subdivide em duas familias. A familia Leptospiraceae dJue
compreende os géneros Leptonema, Turneria e Leptospira e a
familia Spirochaetacea que inclui os géneros Borrelia e
Treponema (20). O género Leptospira € compreenaido pelas
espécies L. biflexa (sapréfitas), composta por 60 sorovares
e L. interrogans (patogénicas), composta por mais de 260
sorovares (20,31). Esta diversidade antigénica de sorovares
tem sido atribuida & composicdo do lipopolissacarideo (LPS)
da parede celular destas espiroquetas, sendo um componente
importante em estudos epidemiolégicos devido ao amplo grau

de variacdo antigénica (13).

A globalizacdo e as desigualdades sociais produzem

padrdes epidemiolégicbs divergentes para a leptospirose
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(34,43). Considerada uma doencga re-emergente de alta
ocorréncia em regides tropicais e subtropicais, que
apresentam condig¢des precarias de saneamento (9). E também
associada a atividades ocupacionais, recreacionais,
esportivas ou a desastres naturais (18) e apresenta uma
taxa global estimada de 500.000 casos por ano, segundo WHO,
Leptospirosis worldwide, 1999. Wkly Epidemiol Rec 1999;
74:237-242. No Brasil e demais paises em desenvolvimento,
associada a condicdes de pobreza e higiénico-sanitarias
precarias, a leptospirose tem desencadeado epidemias com

altas taxas de mortalidade (26).

O ciclo de transmissdo da 1leptospirose envolve a
interacéo entre reservatdrios animais, um ambiente
favoravel e grupos humanos susceptiveis. Os fatores de
risco associados a infeccgédo dependem, portanto, de
caracteristicas da organizacdo espacial dos ecossistemas e
das condicdes de vida e trabalho da populagdo (36). O homem
pode infectar-se através do contato direto ou indireto com
urina de animais domésticos ou silvestres, reservatdrios de
leptospiras patogénicas e, embora haja um amplo espectro de
espécies animais que servem de reservatério, os roedores
destacam—se (10,27,31). A urina destes animais é a
principal fonte de disseminacdo, Jja& gque as leptospiras
concentram—-se nos tubulos contorcidos proximais dos rins
(11) . Concentragdes significantes de bactérias (>10°
cél.mL™) tem sido detectadas na urina de animais
infectados, gque podem permanecer assintomatico e continuar

a eliminar leptospiras na urina ao longo de toda vida (42).

A infeccdo desencadeia uma série de sinais clinicos,

sendo em sua fase inicial sugestiva de influenza, malaria
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ou dengue, necessitando de um diagndstico diferencial
efetivo em &reas com epidemia ou alta incidéncia destas
doencas (19). Em sua forma aguda, a leptospirose pode
afetar mualtiplos &érgdos, incluindo o figado (ictericia),
rins (nefrite), pulmdes (hemorragia pulmonar) e cérebro
(meningite), com taxas de mortalidade de 10-15%, associadas
a4 doenca de Weil, chegando a 70%, nos casos de sindrome
hemorradgica pulmonar grave (20,21,45). Nestes casos graves,
mesmo com estratégias de intervengdo agressivas, as taxas
de mortalidade permanecem altas. A expressdo génica
aumentada de efetores imunes pré e antiinflamatérios,
induzidos por uma grande carga infectante de leptospiras
patogéncias parece ser a causa de quadros de leptospirose

severa (50).

Além de sua importéancia em saude publica, a
leptospirose causa impacto econdmico para a agropecuaria,
com alta mortalidade nos rebanhos, abortos, natimortos,
infertilidade e reducdo na produgdo de leite, além de ser
causa fregiiente de morte de animais domésticos (11). Esses
problemas resultam em graves prejuizos para os produtores
e, conseqientemente, para a economia dos paises acometidos,
pois causam transtornos produtivos e reprodutivos nos
animais (20). Em animais domésticos, como cdes, suinos e
vacas, had uma grande variedade de sintomas e complicagodes.
As infeccdes tendem a ser crdnicas e resultam na eliminacgéao
de leptospiras no meio ambiente e conseqiiente transmissao

para seres humanos (2).

Medidas profilaticas sao imprescindiveis no controle da
leptospirose e, neste sentido, a quimioprofilaxia &

empregada na pré-exposigdo a ambientes de risco e se faz
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pelo emprego oral de doxiciclina em doses semanais de 200
mg, ministradas. enquanto durar o risco. A eficédcia em
reduzir a incidéncia alcanca 95%. A profilaxia pébs-
exposicdo, se faz pelo emprego de 100 mg de doxiciclina a
cada 12 horas, durante cinco as sete dias (32). Quando ha
contaminacdo e desenvolvimento da infecg¢do o tratamento
contra a leptospirose se dad pela administracéao de
antibidéticos e, em seres humanos, esta restrito a
penicilina, ampicilina, amoxicilina, oxitetraciclina e
doxiciclina. O efeito dos antibidticos é mais evidente na
supressdo da leptospirtiria e a antibioticoterapia com
penicilina e doxiciclina, reduzindo a duragdo e a gravidade
dos sintomas, mas a sua influéncia na mortalidade ¢é

controversa (31).

Atualmente os estudos em leptospirose tém focado no
desenvolvimento de insumos mais eficazes para diagnédstico
precoce, controle e/ou prevencdo desta enfermidade. O
diagnéstico laboratorial confirmatdério requer o isolamento
do agente etioldgico através de cultura. O teste soroldgico
padrdo “microscopic agglutination test” (MAT) costuma ser
utilizado para confirmagdo do diagndstico, com SOros
coletados durante a fase aguda e convalescente da doenca
(20,31) . O MAT consiste na reagdo de antigenos presentes na
superficie de Leptospira com os anticorpos presentes no
soro do paciente, sendo a reagdo positiva visualizada em
microscopia de campo escuro. O MAT ¢é tipicamente sorovar
especifico e pode ser utilizado na caracterizacdo do perfil
epidemioldégico da infecgdo. Além disso, diluicdes de soro
podem ser usadas para determinar o titulo de anticorpos.

Embora o MAT seja considerado o teste padréao para
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diagnédstico, ele apresenta alguns problemas como; a
necessidade de amostras pareadas de soro, devido a sua
baixa sensibilidade e necessidade de laboratédérios
referéncia para sua realizagdo (20,31l). Testes adicionais,
como reacdo em cadeia da polimerase (PCR), gque consiste na
amplificacdo de fragmentos de DNA especificos e Enzyme-
linked immunosorbent assays (ELISA), baseado na célula
inteira, ou em proteinas recombinantes, como tem sido
demonstrado em estudos recentes, estdo sendo utilizados
como alternativa. No entanto, o MAT ainda e requerido para

confirmacdo do caso.

Sendo considerado um problema de saltde puUblica, somado
as perdas econdmicas no setor agropecuario, o uso de
vacinas contra a leptospirose se justifica em populacdes de
risco. Ainda ndo existem vacinas efetivas para uso humano,
embora existam ensaios em fase pré-clinica e clinica neste

sentido. Em Cuba, foram wvacinadas mais de 10.000 pessoas

com uma bacterina, obtendo-se 78% de protegdo (33). Ja na
China, o protdétipo de vacina testado em humanos néao
protegeu criangas menores de 14 anos (53). As vacinas em

desenvolvimento para uso humano, assim como as disponiveis
para uso animal, e que se baseiam na célula inteira
inativada de isolados locais, caracterizam-se por induzir

imunidade baixa e de curta duracgéao, além de sorovar

especifica, pois induzem anticorpos contra o
lipopolissacarideo (LPS) destas bactérias, requerendo
imunizac¢des anuais (4,27,40,49). Estas vacinas em alguns

casos podem prevenir o desenvolvimento da doencga, mas ndo a
leptospirturia (3) . Existem mais de 270 sorovares

patogénicos de Leptospira spp. e esta diversidade
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antigénica tem sido atribuida a composi¢do do LPS (13).
Estas limitacdes dificultam a obtencdo de uma vacina

multivalente efetiva.

Dentre as leptospiras patogénicas que tiveram seu
genoma seqienciado, L. interrogans contém cerca de 3530
provaveis seqliéncias codificadoras (CDS) no sorovar
Copenhageni e 3613 no sorovar Lai, engquanto L.
borgpetersenii sorovar Hardjo apresenta 2909 e 2949 CDS
para os 1solados L550 e JB197, respectivamente (14). A
andlise da seqiiéncia gendémica dos isolados de Leptospira
seqliienciados tem possibilitado a identificagdo de novos
alvos candidatos ao desenvolvimento da wvacina ou de novos
testes para diagndstico. Atualmente, estudos celulares e
moleculares destes antigenos tém focado em fatores de
mébilidade bacteriana, LPS, proteinas de membrana externa
(outer membrane proteins OMPs) e fatores de viruléncia
(51). Dentre eles, nosso grupo de pesquisa tem avaliado o
potencial de OMPs, como a lipoproteina LipL32 (46) e as
Leptospiral immunoglobulin-like proteins (Lig) (48).

Dentre as vacinas recombinantes existentes: (i) wvacinas
de subunidade, (ii) vacinas de DNA e (iii) vacinas
vetorizadas, as de subunidade recombinante apresentam a
clara vantagem de serem licenciadas pelos o6érgdos de
regulamentac¢do competentes (17), apresentarem pouco ou
nenhum efeito colateral e nao apresentam risco do
desenvolvimento da doenca, no entanto, a resposta imune
gerada por estas vacinas ¢é principalmente humoral (28).
Vacinas de DNA também ndo apresentam risco de causar a
doenca e tem a vantagem de possibilitar a inducgdo de ambos

os tipos de imunidade protetora, humoral e celular (6). Ja
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as vacinas vetorizadas, como por exemplo, a utilizagdo de
Mycobacterium bovis BCG como vetor, oferece uma série de
vantagens, tails como: & a vacina mais usada no mundo, pode
ser administrada em dose Unica apdés o nascimento, ndo sendo
afetada pelos anticorpos maternos, é um importante
adjuvante em experimentos animais, pode ser administrada
via oral, é a vacina viva mais estavel ao calor, seu custo
de produgdo é baixo e induz tanto imunidade humoral quanto
celular (7,38). Apesar de representar um importante avanco
tecnolégico, o sucesso de muitas destas vacinas depende de
sua associacdo com adjuvantes potentes, com O objetivo de
aumentar sua imunogenicidade (29) . O gue se Dbusca,
portanto, & uma vacina que confira tanto uma resposta imune
humoral quanto celular efetiva e, além disso, estabelecer
uma correlacdo entre os perfis Thl e Th2 para melhor

entendimento dos mecanismos de imunidade anti-Leptospira.

Nestas tltimas décadas, o rapido progresso das
pesquisas, em particular nas areas de Imunologia e Biologia
Molecular, lancou base para avangos na tecnologia de
produgdo de vacinas, © due permitiu a introdugdo de novas
estratégias para a obtencgdo e producdo de antigenos, assim
como, para o desenvolvimento de novas maneiras de
administrar e apresentar esses antigenos as células do
sistema imune (1) . Atualmente, o) maior foco no
desenvolvimento de vacinas de nova geragao contra a
leptospirose sao as proteinas de membrana externa (OMPs),
em sua forma inteira ou truncada, que induzam uma protegdo
cruzada entre sorovares patogénicos (8). Varias OMPs tem
sido identificadas como potenciais candidatas a vacina,

sendo avaliadas em modelos animais, elas incluem;
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LigA (39,48), LigB (52), Lpl4d54, 1pll1l8, Lp0607 (16),
OmpLl, LipL41 (23), LipL32 (12,47), LIC12730, LIC10494 and
LIC12922 (5). A OM de Leptospira spp. contém componentes
abundantes, como lipoproteinas, preditas por analise de
seqgiienciamento gendémico (14,37), algumas das quais sao
Uinicas deste patégeno (41). Podemos citar como exemplo a
proteina OspA de Borrelia burgdorferi, Tpp47 de Treponema
pallidum e LipL32 nas Leptospira sSpp . patogénicas
(15,22,24).

Descrigdo da abordagem do problema técnico e vantagens

Neste contexto, os eventos descritos a seguir,
apresentam a invengédo baseada em uma lipoproteina
hipotética de Leptospira spp., denominada LemA (LIC11058),
gque tem como objetivo explorar seu potencial terapéutico
para uso como vacina e/ou diagnéstico no controle da

leptospirose humana e animal.

Breve descricido das ilustracgdes

Para um melhor entendimento da presente invencgéao,

seguem em anexo as seguintes figuras:

A Figura 1 representa a SEQ 1: seqliéncia de
nucleotideos do gene IemA disponivel no genoma de

Leptospira interrogans sorovar Copenhageni;

A Figura 2 representa a SEQ 2: seqléncia de aminoacidos
codificada pelo gene IlemA disponivel no genoma de

Leptospira interrogans sorovar Copenhageni;

A Figura 3 representa a SEQ 3: seqiéncia de
nucleotideos do gene lemA truncado, ou seja, as regides

muito hidrofébicas e as que codificam para o peptideo sinal
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e lipobox foram retiradas (destacado em negrito):;

r

A Figura 4 representa a SEQ 4: seqgiliéncia de aminoacidos
da proteina LemA truncada, ou seja, as regides muito
hidrofébicas e as que codificam para o peptideo sinal e
lipobox foram retiradas (destacado em negrito), conforme

SEQ 3;

A Figura 5 ilustra a distribuicdo do gene lemA (~ 400
bp) entre sorovares patogénicos de Leptospira spp. Os DNAs

gendmico de L. interrogans (sorovar Autumnalis, Bataviae,

Bratislava, Canicola, Djasiman, Hebdomadis
Icterohaemorrhagiae, Muenchen e Pomona), L. borgpetersenii
(sorovar Ballum, Castellonis, Javanica, Mini, Poi e

Sejroe), L. kirshneri (sorovar Cynopteri e Grippotyphosa) e
I,. santarosai (sorovar Pomona) foram submetidos a andlises
de PCR com oligonucleotideos especificos, desenhados de
acordo com o genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni.
A amplificagdo do gene que codifica para 16S rRNA (~1.500
pb) foi utilizado para demonstrar a integridade dos DNAs
gendmicos. Nenhum DNA genémico foi adicionado na reacdo do

controle negativo.

A Figura 6 é& a representagao grafica do vetor de
clonagem € exXpressao, pQE30, utilizado para producédo da
proteina LemA recombinante em sistema heterbélogo baseado em

Escherichia coli;

A Figura 7 demonstra a expressdo da proteina LemA
(~17,0 kDa) em culturas transformantes de E. coli TOP10OF
por gel de poliacrilamida (SDS—-PAGE) 15% corado com
Comassie Blue. Coluna 1, Padrao de Massa Molecular; coluna

2, LemA 1 (induzido); coluna 3, LemA n.i (nao induzido) .

A Figura 8 representa um Western blotting com anticorpo
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Monoclonal anti-cauda de poli-histidina conjugado com
peroxidase. As bandas foram reveladas com 3,3~
diaminobenzidina e perdéxido de hidrogénio (DAB/H203) .
Coluna 1, Marcador SeeBlue® Plus Pre-Stained Standard 1x;
coluna 2, LemA (~17,0 kDa) e coluna 10, controle positivo

LipL32 (32,0 kDa).

A Figura 9 mostra um SDS-PAGE 15% corado com Comassie

Blue onde LemA foi expressa em E. coli e purificada através

de cromatografia de afinidade, utilizando colunas Ni?
Sepharose HisTrap. Colunas 1 - ©6: LemA (~17,0 kDa)
purificada.

A Figura 10 demonstra a resposta imune humoral de
anticorpos IgG especificos, presentes no sSoro de
camundongos inoculados com LemA recombinante (100 pg)em
duas doses, com intervalo de 21 dias. A determinacdo destes
anticorpos foil realizada através de ELISA utilizando 400 ng
da referida proteina. Grupo controle negativo composto por
camundongos imunizados com solugdo salina e 15% de
hidréxido de aluminio. A medida das respostas imunes estéa
expressa com base na média das absorbdncias de todos os
animais do grupo. *P < 0,05 em comparagcdoc ao grupo

controle.

A Figura 11 demonstra a antigenicidade da proteina LemA
reagindo com pool soro de pacientes com leptospirose severa
(A) e pool de soro negativo para Leptospira spp. (B),
através de um Western blotting. Coluna 1, Marcador SeeBlue®
Plus Pre-Stained Standard 1x; 2, LemA (~17,0 kDa); 3,
LipL32 (32,0 kDa). (C) SDS-PAGE demonstrando as proteinas

utilizadas nos WB.

A Figura 12 ¢é a representacdo grafica do vetor de
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clonagem e expressdo em eucariotos, pTARGET, utilizado para

producdo da vacina de DNA expressando LemA;

A Figura 13 ilustra a expressdo de LemA (~17,0 kDa) em
células VERO transfectadas com a vacina de DNA
(pTARGET/ lemA), através de Western blotting com SOro anti-
LemA. Coluna 1, pellet de células transfectadas com o vetor
pTARGET vazio; coluna 2, pellet de células transfecatadas

com pTARGET/lemA.

A Figura 14 demonstra os anticorpos IgG especificos
induzidos em hamsters inoculados com LemA na forma de
vacinas de subunidade (100 ng), vacina de DNA com o vetor
recombinante pTARGET/lemA (100 pg) ou DNA prime (uma dose
de vacina de DNA mais um boost de proteina recombinante)
(100 nug). Todas as vacinas foram aplicadas em duas doses
com intervalo de 21 dias. A proteina LemA recombinante (50
ng) expressa em E. coli foi usada como antigeno no ELISA e
os resultados se encontram expressos baseados na média das
absorbancias de todos os animais. *P < 0,05 em comparagao

aos grupos controles.

A Figura 15 mostra a percentagem de sobrevivéncia e a
sobrevida de hamsters inoculados com LemA na forma de
vacinas de subunidade (100 pg), vacina de DNA com o vetor
recombinante pTARGET/lemA (100 ng) ou DNA prime (uma dose
de vacina de DNA mais um boost de proteina recombinante)
(100 pg), ambas as vacinas aplicadas em duas doses com
intervalo de 21 dias e os animais desfiados com cepa
virulenta de L. interrogans sorovar Copenhageni (10
leptospiras, que equivale a 5x DLso). O teste Wilcoxon Log-
rank foi usado para determinar diferencas significativas

entre os grupos imunizados e Os grupos controles (*P<0,05).
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Descrigido da invencao

Por conveniéncia o significado de alguns termos

empregados nas especificac¢des estdo descritos abaixo.

LemA (epitopo M3 de Listeria) - ¢é uma lipoproteina
hipotética de Leptospira spp. cujos membros da familia
possuem hélice transmembrana com a porgdo amino-terminal
extracelular. Sua subsegiiente degradagdo revela um epitopo
semelhante ao presente na superficie dos fagécitos (30). A
exata fungéo celular desta proteina ainda né&o foi

elucidada.

lemA - refere-se a seqliencia de nucleotideos que

codificam para a proteina LemA.

LIC11058 - nomenclatura gendmica de L. interrogans
sorovar Copenhageni, LIC. LIC11058 refere—se ao antigeno de

interesse desta invencdo (LemA).

Na presente invencdo a identificacdo do antigeno foi
baseada na analise in silico de antigenos candidatos a
vacina recombinante contra a leptospirose. Assim, genes de
L. interrogans sorovar Copenhageni que codificam
lipoproteinas, foram selecionados no banco de dados GenBank
e avaliados com ferramentas de bioinformatica. O programa

DOLOP (http://www.mrc—-lmb.cam.ac.uk/genomes/dolop/) foi

utilizado para predizer gquais seqiiéncias presentes no
genoma codificam lipoproteinas e se estas sdo homdbélogas a
proteinas de superficies previamente caracterizadas em
outros organismos. O programa PSORT

(http://psort.nibb.ac.jp/) foi wutilizado para avaliar a

localizacdo das proteinas na bactéria. O programa Vector
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NTI 8.0 (Informax inc.) serviu como ferramenta na
identificagdo de regides hidrofdébicas da proteina e também
de sua seqgliéncia sinai. A presenga de dominios
transmembrana na proteina alvo foi avaliada através do
programa TMHMM Server v.2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM) .

0O gene lemA (LIC11058) possui uma seqiéncia de
guinhentos e noventa e sete (597) nucleotideos (SEQ 1 -
Fig. 1) que codificam para cento e noventa e nove (199)
aminodcidos (SEQ 2 - Fig. 2), os quais originam uma
proteina com massa molecular de cerca de 23,8 kDa,

denominada LemA.

Para clonagem e expressdo deste gene em um sistema
procarioto de producdo de proteinas heterdlogas, as regides
do peptideo sinal e 1lipobox foram excluidas, devido ao
carater hidrofdébico dos aminodcidos desta porgd@o. Portanto,
o gene clonado ¢é constituido de quatrocentos e sete (407)
nucleotideos (SEQ 3 - Fig. 3), correspondendo a cento e
trinta e cinco (135) aminoacidos (SEQ 4 - Fig. 4), que
constituem uma proteina com massa molecular de cerca de

14,6 kDa.

Com base na seqiencia de nucleotideos do gene lIemA (SEQ
3) seguiram os processos de clonagem, expressao,
purificacdo e avaliacgdo do potencial como imunobioldgico

deste antigeno, segundo os procedimentos a seguir:

Passo 1: DNA gendmico de L. interrogans (sorovares
Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Canicola, Djasiman,

Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Muenchen e Pomona), L.
borgpetersenii (sorovares Ballum, Castellonis, Javanica,

Mini, Poi e Sejroe), L. kirshneri (sorovares Cynopteri e
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Grippotyphosa) e L. santarosai (sorovares Pomona) foram
extraidos wusando GFX Genomic DNA purification kit .(GE
Healthcare), segundo instrucgdes do fabricante para
bactérias Gram-negativas. O DNA extraido foi analisado
através de eletroforese em tampdo 1x tris-borato-EDTA
(TBE) (89 mM de Tris, 89 mM de acido bérico e 2 mM de EDTA),
utilizando gel de agarose 1% (6 g de agarose, 60 mL de 1x
TBE), a uma voltagem de 100 V, e este corado com GelRed™
(Invitrogen), com intuito de avaliar sua qualidade e
integridade, sendd, apbés, estocado a -20°C. Os fragmentos
de DNA foram amplificados utilizando oligonucleotideos
iniciadores desenhados de acordo com o genoma de L.
interrogans sorovar Copenhageni (GenBank: AE(016823),
originalmente isolada de um paciente com leptospirose
severa (26): lemA F: 5’'- cgGGATCCATTCAAGAAGAAGATGAG - 3’,
lemA R: 5’'- cccAAGCTTCGAATTGTAACGTTGGTAT - 3’. O gene 163
foi amplificado usando os oligonucleotideos £D1 F: 5’ -
CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 37 e rP2 R: 5" -
CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT - 3’ (35). As reacdes

de PCR foram realizadas de acordo com as seguintes
condig¢des: 95 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 95 °C
por 30 sec, 50 °C por 30 sec e 72 °C por 30 sec, com uma
extensdo final de 72 °C por 7 min. As reacdes foram
realizadas em um volume final de 25 pl contendo 2.5 pl de
tampao 10 x, 0,5 pnl de dNTPs 10 mM, 150 nM de cada
oligonucleotideo, 0,5 pl de Platinum® Tag DNA Polymerase
High Fidelity (Invitrogen), 0,5 pl de MgCl, 50 mM, 18 pl de
agua Milli-Q e 2 ul (50 ng) de DNA genbmico, em
termociclador Mastercycler (Eppendorf) . O produto das

amplificagcdes foi visualizado através de eletroforese em
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gel de agarose 1%, conforme descrito acima. Estes

resultados podem ser observados na Figura 5.

Passo 2: A seqliéncia gendmica de L. interrogans sorovar
Copenhageni L1-130 (FIOCRUZ, BA GeneBank: AE016823) foi
utilizada no desenho dos primers para amplificacdo do gene

lemA (AAS69665). Os primers utilizados foram: lemApQE F 5'-

CgGGATCCATTCAAGAAGAAGATGAG, lemApQE R 5 -
cccAAGCTTCGAATTGTAACGTTGTATT, lemApTARGET_F': 57 -
atgATTCAAGAAGAAGATGA e 1lemApTARGET R: 5’ -

gggAAGCTTAATTGTAACGTTGTA, estando destacada na seqiiéncia o

sitio das enzimas de restricdo BamHI e HindIII.

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi empregada
para amplificagdo do gene alvo (lemA) sob as seguintes
condigdes: 95 °C por 5 min, seguida de 35 ciclos de 95 °C
por 30 sec, 50 °C por 30 sec e 72 °C por 30 sec, com uma
extensdo final de 72 °C por 7 min. As reacdes foram
realizadas em um volume final de 25 pl contendo 2,5 pl de
tampao 10x, 0,5 pl de dNTPs 10 mM, 150 nM de cada primer,
0,5 pl de Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity
(Invitrogen), 0,5 pl de MgCl, 50 mM, 18 ul de &gua Milli-Q
e 2 ul (50 ng) de DNA gendmico. O produto da amplificacdo
foi visualizado através de eletroforese em gel de agarose
1% com tampdo 1lx TBE, a uma voltagem de 100 V e corado com

GelRed™ (Invitrogen).

Passo 3: A clonagem dos genes foi realizada conforme
descrito por Sambrook e Russell (44), com algumas
modificagdes. O fragmento amplificado por PCR foi clonado
no vetor PQE30 (Qiagen), que possui as seguintes
caracteristicas: origem de replicacdo em Escherichia coli,

sitio de maltipla clonagem, gene de resisténcia ao
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antibidético ampicilina, operador lac e promotor do fago T5,
gque ¢é reconhecido pela RNA polimerase de E. coli. Além
disso, esse vetor ©permite a expressdo das proteinas
recombinantes fusionadas a uma cauda de seis residuos de
histidinas em sua por¢do amino-terminal. Uma representacdo
grafica deste vetor pode ser observada na Figura 6. O gene
amplificado por PCR foi checado em gel de agarose 1% e
purificado utilizando o GFX™ ©PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Heathcare), seguindo orientacdes do
fabricante. Os fragmentos foram digeridos com suas
respectivas enzimas de restrigdo e re-purificados com o
mesmo kit. O vetor pQE30 foi digerido com as mesmas
enzimas de restricdo, desfosforilado com a enzima fosfatase
alcalina (CIP) (Boehringer Mannheim) e purificado com GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Heathcare). Para
a reagdo de ligagdo foi utilizada a enzima T4 DNA ligase
(Invitrogen) e concentracdes eqguiimolares de inserto e vetor
(18 ng de inserto, 6 ng de vetor, 4 pL de tampdo 1x, 1 ML
de enzima). A reagdo de ligacdo foi mantida a 16 °C por 2
h. O produto da 1ligagdo foi wutilizado para transformar
células competentes de E. coli TOPl0OF (capacitdncia de 25
pF, resisténcia de 200 Q e voltagem de 2 kV). As células
transformadas foram plagqueadas em &gar Luria-Bertani (LB)
(1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de
NaCl) acrescido de 100 pg.mL™ de ampicilina e incubadas a
37 °C, por 12 - 20 h. As coldénias que cresceram nas placas,
oriundas do processo de transformacdo, foram submetidas a
uma triagem rapida com fenol-clorofdédrmio +{25). Os clones
caracterizados como recombinantes nesta triagem, ou seja,

que apresentavam o plasmideo pQE30 mais o inserto, foram
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selecionados e cultivados em 5 mL de meio LB 1liquido
acrescido de 100 pg.mL™? de ampicilina, a 200 rpm de
agitagdo, 37 °C, de 12 - 20 h. Deste cultivo utilizou-se 3
ml, para extracdo de DNA plasmidial com GFX™ Micro Plasmid
Prep Kit (GE Heathcare), e o DNA resultante desta extracgédo
submetido a digest&o com enzimas de restricdo para checar a
presenca e orientacdo do inserto. O restante do cultivo foi
utilizado como indculo e expandido para 9 mL de LB liquido
acrescido de 100 pg.mL™t de ampicilina e a cultura incubada
a 37 °C, sob agitagdo de 200 rpm até atingir a densidade
6tica a 600 nm (ODggg) de 0,5 a 0,7. Neste momento, a
cultura foi fracionada em duas aliquotas de igual volume (5
mL), sendo uma induzida com 1 mM de isopropil p-D-
tiogalactosideo (IPTG) e a outra servindo de controle
negativo (ndo induzido), ambas incubadas durante 3,5 h, 200
rpm, 37 °C. Ao final do cultivo coletou-se uma aliquota (1
mL) de cada amostra, centrifugou-se 14.000 x g por 1 min e
o pellet utilizado para verificar a expressdo das proteinas
recombinantes, através de uma eletroforese em um gel de
poliacrilamida 15% (SDS-PAGE 15%) com extrato protéico
total de cada <c¢lone (Figura 7), como descrito por. A
expressdo das proteinas recombinantes foi também confirmada
através da técnica de Western blotting (WB), conforme
Sambrook e Russell (44), utilizando anticorpo monoclonal
anti-cauda poli-histidina conjugado com peroxidase (Sigma)
na diluicdo 1:3.000 (Figura 8), segundo instrugdes do

fabricante.

O vetor <construido foi <chamado de pQE30/lemA e
seqiienciado por eletroforese capilar utilizando di-deoxi-

nucleotideos marcados baseado no DYEnamic ET Dye Terminator
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Cycle Sequencing Kit para MegaBACE DNA Analysis Systems -
MegaBACE 500 (GE Healthcare). Os dados oriundos do
seqienciamento foram compilados e analisados no programa de
alinhamento de seqliéncias ContigExpress (Informax inc.) e
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), localizado no
National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Passo 4: No processo de purificagdo da proteina LemA
fusionada a uma cauda de seis histidinas (LemA-Hisg), um
clone recombinante foi selecionado e inoculado em 50 mL de
LB acrescido de 100 pg.mL™* de ampicilina, mantido sob
agitagdo de 200 rpm, por 12 - 20 h a 37 °C. Este volume de
indéculo foi expandido para 500 mL de LB liquido acrescido
de 100 pg.mL™'. A cultura foi entdo cultivada em agitador
orbital a éOO rpm a 37 °C, até atingir densidade ética a
600 nm (ODgoo) entre 0,5 - 0,7, quando entdo foi adicionado
como indutor da expressdo, 1 mM de IPTG e o cultivo mantido
sob as mesmas condic¢des por mais 3,5 h. Apds o periodo de
incubacdo a cultura foi centrifugada a 7.000 x g por 20 min
a 4 °C. O pellet foi suspendido em um tampdo de
solubilizacdo (8 M de uréia, 200 mM de NaH,PO4, 0,5 M de
NaCl e 5 mM de imidazole, pH 8,0) e incubado em agitador
orbital a 60 rpm por 18 horas, em temperatura ambiente. As
células foram entdo sonicadas (3 ciclos de 30 s, 20 kHz),
centrifugadas (10.000 x g por 60 min a 4 °C) e o
sobrenadante coletado e filtrado em membrana de 0,8 pM
(Millipore). A proteina LemA foi purificada através de
cromatografia de afinidade utilizando colunas Ni? Sepharose
HisTrap, sendo a proteina eluida da coluna com 200 mM de

imidazole. A fragdo contendo a proteina eluida foi
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identificada através de SDS-PAGE 15%. A Figura 9 representa
a purificagdo da proteina LemA. As aliquotas coletadas
contendo a proteina recombinante foram unidas e dialisadas
de forma lenta, utilizando-se membrana de celulose para
didlise (25 mm x 16 mm) (Sigma). A membrana contendo a
proteina foi acondicionada em um kitazato com capacidade
para 1 L, contendo 500 mL do tampdo utilizado na
purificagdo (8 M de uréia, 200 mM de NaH,PO4, 0,5 M de
NaCl, 200 mM de imidazole, pH 8,0). As proteinas foram
dialisadas contra 12 L de tampdo fosfato salino 1x (PBS),
pPH 7,4, em sistema de fluxo continuo, por 92 horas a 4°C,
onde cerca de 16 trocas com foram feitas para diluir o
tampdo 8 M, fazendo com que a concentracdo de uréia
baixasse até zero na amosﬁra. A concentragdo da proteina
purificada foi determinada wusando BCA Protein Assay Kit
(Pierce, USA), com uma curva padrdo de albumina sérica
bovina (BSA). O rendimento da proteina LemA foi de 42,84

mg.L™ .

Passo 5: A proteina recombinante LemA purificada foi
utilizada para inocular camundongos e a resposta imune
humoral monitorada através de ELISA (Enzime-linked
immunossorbent assay) . Camundongos BALB/c (Biotério
Central, Universidade Federal de Pelotas, RS, Brasil) de 5
a 8 semanas de idade foram imunizados com a proteina
recombinante. Utilizou-se 2 grupos com 5 animais cada, um
para a vacina de subunidade e 1 para o controle. Cada
animal recebeu a proteina LemA em duas doses de 100 ng
cada, via intramuscular, com intervalo de 21 dias entre as
doses. Utilizou-se neste experimento um grupo controle

negativo, onde somente o adjuvante hidréxido de aluminio
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[Al(OH)3] na concentragdo de 15% em solucdo salina estéril
foi inoculado nos animais. Esta mesma concentracdo de
adjuvante foi wutilizada nos animais inoculados com a
proteina LemA. As coletas de sangue foram realizadas no dia
zero (pré-imune) e a cada 21 dias. O sangue foi coletado a
partir do plexo venoso retrocular dos animais, centrifugado

a 4.000 x g por 10 min e o soro armazenado a -20 °C.

Na avaliagdo da resposta imune humoral induzida nos
animais imunizados, microplacas de poliestireno de 96
cavidades (Polysorp Surface, Nunc) foram sensibilizadas com
400 ng de proteina recombinante LemA, em tampdo carbonato
bicarbonato pH 9,8, a 4 °C por 12 - 20 h. As placas foram
lavadas 3 vezes com tampdo PBS acrescido de 0,5% de Tween
20 (PBST) e bloqueadas com caseina 0,25% por 1 h a 37 °cC.
Apbés 3 lavagens com PBST (5 min por lavagem), adicionou-se
O0s soros dos animais inoculados com a proteina recombinante
e com o controle, na diluig¢do 1:20 em PBST, incubou-se por
mais 1 h a 37 °C e, apds nova lavagem das placas (3 vezes,
5 min por lavagem), adicionou-se o soro anti-imunoglobulina
de camundongo conjugado com peroxidase (DAKO) na diluicéo
1:2.000 em PBST, incubando por mais 1 h a 37 °C. Apés 5
lavagens com PBST (5 min por lavagem) foi adicionado o
substrato ELISA-o-phenylenediamine dihydrochloride (OPD)
(Sigma-Aldrich, Brazil) Peroxidase (Sigma), incubou-se por
15 min a temperatura ambiente em local escuro e foi feita a
leitura da densidade éptica a 492 nm, em leitor de ELISA
Multiskan MCC/340 (Titertek). As amostras de soro de cada
animal foram avaliadas em triplicata no ELISA. Os
resultados referentes a este experimento podem ser

observados na Figura 10.
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Passo 6: As proteinas recombinantes purificadas e
dialisadas foram submetidas a um WB, Sambrook e Russell
(44, com pool de SOXro humano de pacientes com
leptospirose. A proteina LemA purificada foi submetida a um
SDS—-PAGE 15% e eletrotransferida para membrana de
nitroceluse Hybond™ ECL™ (Amersham Biosciences). A
membrana foi blogueada com PBST acrescido de 5% de leite em
pb6 desnatado, a 4 °C, 12 - 20 h e, apdbds este periodo,
lavada 3 vezes com PBST e incubada com soro humano de
pacientes com leptospirose em fase convalescente, com
titulo no teste de aglutinagdo microscdédpica (MAT) de
25.000, na diluicdo de 1:100, a temperatura ambiente por 1
h. A membrana foi entdo lavada 3 vezes com PBST e incubada
com o anticorpo secundadrio anti-IgG humana conjugado com
peroxidase (Calbiochem), na diluigao 1:500 em PBST. As
bandas foram reveladas com cromdégeno Hy0/4-cloro-l-naftol
(10 mL de Tris-HC1l 50 nm pH 7,6, 0,1 mL de cloronaftol e 10
ul de peréxido de hidrogénio). As proteinas também foram
testadas contra pool de S0ro humano negativo para
leptospirose. As condigdes para o WB nesta andlise foram as
mesmas descritas acima. A diluig@o do soro negativo fol de

1:100. Os resultados podem ser observados na Figura 11l.

Passo 7: Na construcdo da vacina de DNA o plasmideo
utilizado para imunizagdo com acido nucléico foi pTARGETTM
expression vector {Promega, USA), que tem como
caracteristicas a resisténcia ao antibidético ampicilina e o
promotor do citomegalovirus, que permite a expressdo de
proteinas heterdélogas em células de mamiferos. Uma imagem

representativa deste vetor pode ser visualizada na Figura
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12. O gene lemA foi amplificado através de PCR e clonado
neste vetor, sob as mesmas condig¢des j& descritas. Células
de E. coli TOPlO eletrocompetentes foram transformadas com
o plasmideo recombinante e cultivadas em LB liguido
contendo 100 ug.mL'1 de ampicilina, sob agitacdo (200 rpm),
por 12 - 20 h a 37 °C. O vetor originario foi nomeado
PTARGET/lemA, sendo checado através de digestdo com enzimas
de restrigdo e seqglienciamento de DNA, conforme j& descrito.
A produgdo e purificagdo do DNA plasmidial foi feito
utilizando Perfectprep® Plasmid Maxi kit (Eppendorf),
segundo instrug¢des do fabricante. O DNA foi finalmente
suspendido em tampdo PBS 1x na concentracdo de 1 mg mL™t, a
qual foi determinada através do Qubit™ Fluorometer
(Invitrogen) .

Para confirmar gque a construgcdo pTARGET/lIemA foi
funcional e expressou a proteina de interesse, células VERO
foram transfectadas com este plasmideo e com ele também
vazio (controle), utilizando como transfectante a
Lipofectamina (Invitrogen), segundo instrug¢des = do
fabricante. Assim, células VERO foram mantidas em frascos
com meio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) suplementado com
100 IU.mL™' de penicilina, 100 pg.mL™' de estreptomicina e
10% (v/v) soro fetal bovino inativado pelo calor. Quando 60
- 75% de confluéncia foi observada, as células foram
transfectadas com 15 pg de pTARGET/lemA ou pTARGET vazio,
pré-homogenizados com Lipofectamina em DMEM sem SoOro.
Quarenta e oito horas apdés a transfeccdo as células foram
removidas da placa, lavadas com PBS 1x, suspendidas em meio
DMEM e analisadas quanto a expressdo da proteina LemA. As

células transfectadas foram suspendidas em um tampédo de
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lise (PBS contendo 4% (v/v) NP-40) e colocadas em banho de
gelo por 30 min. Os lisados foram avaliados através de WB,
conforme Sambrook e Russell (44),onde as amostras foram

submetidas a um SDS-PAGE 15% e eletrotransferida para

membrana de nitroceluse Hybond™ ECL™ (Amersham
Biosciences). Apds bloqueio em PBS com 5% de leite em pd
desnatado, 12 - 20 h a 4°C e trés lavagens (5 min por

lavagem) em PBST, a membrana foi incubada por 1 h com soro
anti-LemA (1:100 em PBS), seguido por 3 lavagens (5 min por
lavagem) em PBST. Anticorpos IgG anti-mouse conjugados com
peroxidase (Sigma), na diluigdo de 1:6.000 em PBS, foram
adicionados e a membrana incubada por 1 h. Esta foli entéo
lavada 5x em PBST e a reacdo revelada com ECL™ WB
Detection Reagents (GE Healthcare). A expressdo da proteina
LemA pelas células VERO transfectadas com a construcgao

pTARGET/lemA pode ser observada na Figura 13.

Passo 8: O potencial de imunoprotecdo da proteina LemA sob
as formas de vacina de subunidade recombinante e vacina de
DNA foi avaliado em hamsters. Para tanto, fémeas de 4 - 6
semanas de idade foram divididas em 5 grupos de 8 animais
cada, com alimento e &gua ad libitum. Os animais foram
imunizados com a proteina recombinante LemA (100 ng) ou
pTARGET/lemA (100 wug) através da via intramuscular. A
vacina de subunidade foi inoculada juntamente com 15% do
adjuvante Al(OH)3;. As estratégias de imunizagdo foram:
PTARGET/ lemA + rLemA (DNA + boost de proteina),
pTARGET/lemA + pTARGET/lemA (DNA + DNA) e LemA + LemA
(proteina + proteina). As vacinas foram administradas em
duas doses com 21 dias de intervalo. Amostras de sangue

foram coletadas pelo plexo retro-ocular antes de cada
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imunizacdo e também do desafio, sendo o soro coletado como
descrito anteriormente e estocado a —-20°C. Quarenta e dois
dias apdés a primeira dose todos os animais foram desafiados
intraperitonealmente com uma dose de 10! leptospiras, que
equivale a 5x DLso de L. interrogans serovar Copenhageni.
Os grupos controle negativo foram inoculados com PBS + 15%
de Al1(OH)3 ou com o plasmideo pTARGET vazio (100 ug), ja o
grupo controle positivo foi imunizado com 10° células de
leptospiras inativadas pelo calor, preparadas conforme
descrito (46). Os hamsters foram monitorados diariamente
para sinais clinicos de leptospirose e eutanasiados gquando

sinais de doenga terminal aparecessem.

A resposta imune humoral composta por anticorpos IgG
nos hamsters imunizados foi avaliada através de ELISA. Para
isso, placas de ELISA (Polysorp Surface, Nunc) foram
sensibilizadas overnight a 4 °C com 50 ng por pogo da
proteina recombinante LemA, diluida em tampdo carbonato
bicarbonato, pH 9,6. As placas foram lavadas 3 vezes com
PBST (5 min por lavagem) e incubadas com 200 pl de PBST com
5% de leite em pd desnatado, a 37 °C por 1 h. O soro dos
animais imunizados com as vacinas recombinantes e com Os
controles foi adicionado na diluigdo de 1:50 e as placas
incubadas a 37 °C por 1 h, seguido de trés lavagens (5 min
por lavagem) com PBST. Anticorpos anti-IgG de hamster
conjugado com peroxidase, na -diluig&do de 1:8.000 (Serotec,
USA) foram adicionados e as placas incubadas a 37 °C por 1
h, lavadas 5 vezes com PBST e a reagdo detectada com OPD
(Sigma-Aldrich, Brazil) e perdéxido de hidrogénioc. As
reacBdes foram paradas através da adigdo de 0.1 M de acido

sulfurico e as absorbancias determinadas a 492 nm com
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leitor Multiskan MCC/340 ELISA (Titertek Instruments, USA).
As amostras de soro foram avaliadas em triplicate no ELISA.
Os dados referentes a esta analise estdo representados na

Figura 14.

Passo 9: Os hamsters que sobreviveram até 34 dias apds o

desafio (Figura 15) foram eutanasiados para avaliagao
histopatoldgica de rim e pulméo e de capacidade
esterilizante das vacinas, através de cultura a partir de
tecido renal. Neste caso, para cada érgdo, cerca de 1 — 2 g
de tecido foi coletado assépticamente, macerado e
transferido para 5 mL de meio Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris (EMJH) suplementado com Leptospira
Enrichment EMJH (Difco, USA), sendo as culturas mantidas a
30 °C. Durante oito semanas as culturas foram observadas
através de microscopia de campo escuro, para identificar
crescimento de leptospiras. Para os estudos de

histopatologia, as amostras de tecido de rim e pulmdo foram

fixadas em 10% de formalina (pH 7.0) e embebidas em
parafina. Seis cortes de 5 - 6 pm dos o6rgdos foram corados

com hematoxilina e eosina e examinadas por patologista
qualificado com intuito de identificar evidéncias de
nefrite intersticial e hemorragia pulmonar. Como resultados
destas avaliacdes, foi «constatado que as vacinas nao
conferiram imunidade esterilizante, assim como, 100% dos
animais sobreviventes apresentaram hemorragia pulmonar e de

40 - 100 % algum tipo de lesdo renal.
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REIVINDICACOES

Estard claro para pessocal hébil nesta Aarea que
modificacdes e variacdes podem ser feitas para os compostos
e processos desta invengdo. Assim, pretende-se que a
presente invencgdo cubra tais modificagdes e variacgdes,
desde que entrem no ambito das reivindicag¢des anexadas e
suas equivalentes. Assim, a invencdo é limitada para as

reivindicag¢des a seguir:

Reivindico:

1) Processo de clonagem, expressido e purificagido da
proteina LemA de Leptospira spp. em sua forma recombinante
para uso c¢como vacina de subunidade e diagnéstico,

caracterizada por prever as seguintes etapas:

a) obter o fragmento de DNA a partir do genoma de
Leptospira spp., Qque codifica para a sequéncia de
aminoacidos da proteina de interesse, bem como, para
os complementares a esta sequéncia, através da técnica
de PCR;

b) purificar o fragmento de interesse amplificado por
PCR, utilizando “GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Heathcare)”;

c) proceder a ligagdo do fragmento de DNA de interesse
purificado, no vetor de clonagem e expressdo pQE30,
ambos digeridos com as enzimas de restricgao,
utilizando a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen):;

d) inserir o produto da ligacdo (vetor + inserto) em
células competentes de E. coli;

e) plaquear as bactérias transformadas em &gar LB,
acrescido do antibidético ampicilina e incuba-las por

12 - 20 h, 37 °C;
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£)

g)

h)

i)

J)

k)

1)

m)

2/5

fazer uma triagem rapida com fenol-clorofdérmio, com
intuito de identificar supostos recombinantes;

crescer estes supostos recombinantes em caldo LB
acrescido de ampicilina, por 12 - 20 h a 37 °C e fazer
extracdo de DNA plasmidial utilizando “GFX™ Micro
Plasmid Prep Kit (GE Heathcare)”;

checar a presenca do inserto e orientacdo do mesmo,
através de digestdo com enzimas de —restrigdo e
seqglienciamento de DNA;

induzir a expressdo da proteina recombinante de
interesse nos clones bacterianos selecionados como
positivos para a presenga do inserto, cultivados em 10
mL de LB até DOgyp entre 0,5 - 0,7, através da adicgédo
de 1 mM de IPTG por cerca de 3,5 h, a 37 °C;

observar a expressdo nos clones recombinantes através
de SDS-PAGE 15% e confirma-la através de Western
blotting com anticorpo anti-cauda de histidina;
selecionar um clone e expandir a produgdo da proteina
recombinante para 500 mL de LB acrescido de ampicilina
e quando o crescimento atingir DOgoo entre 0,5 - 0,7,
induzir com 1 mM de IPTG, por cerca de 3,5 h, a 37 °C;
solubilizar a proteina expressa na células de E. coli,
utilizando tampdo com 8M de uréia e purifica-la
através de cromatografia de afinidade em colunas Ni?
Sepharose HisTrap, sendo a proteina eluida da coluna
com 200 mM de imidazole;

dialisar a proteina recombinante contra 12 L de tampéao
PBS 1x, pH 7,4 em sistema de fluxo continuo, por 92

horas a 4 °C.

2) Processo de clonagem do gene que codifica para a proteina
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de Leptospira spp. em vetor de expressio em mamifero

uso como vacina de DNA, caracterizada por prever as

seguintes etapas:

a)

b)

c)

d)

e)

£)

g)

h)

i)

obter o fragmento de DNA a partir do DNA gendmico de
Leptospira spp., Qque codifica para a sequéncia de
aminodcidos da proteina de interesse, bem como para os
complementares a esta sequéncia, através da técnica de
PCR;

purificar o fragmento de interesse amplificado por
PCR, wutilizando “GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Heathcare)”;

proceder a ligagdo do fragmento de DNA de interesse
purificado, no sistema pTARGET expression vector
(Promega, USA);

inserir o produto da 1ligagdo (vetor + inserto) em
células competentes de E. coli TOP1O0;

plaquear as bactérias transformadas em &agar LB,
acrescido do antibidético ampicilina e incuba-las por
12-20 h, 37 °C;

fazer uma triagem rapida com fenol-clorofdérmio, com
intuito de identificar supostos recombinantes;

crescer estes supostos recombinantes em caldo 1B
acrescido de ampicilina, por 12 - 20 h a 37 °C e fazer
extracdo de DNA plasmidial utilizando “GFX™ Micro
Plasmid Prep Kit (GE Heathcare)”;

checar a presenca do inserto e orientacdo do mesmo,
através de digestdo com enzimas de restricdo e
seqUenciamento de DNA;

expandir a produgcdo e purificar o DNA plasmidial

utilizando Perfectprep® Plasmid Maxi kit (Eppendorf) e



10

15

20

25

30

4/5

j) eluir o DNA em tampdo PBS 1x;

k) determinar a expressdo da proteina de interesse em
células VERO transfectadas com o plasmideo
PTARGET/lemA, através da técnica de Western blotting

com anticorpo policlonal anti-LemA.

3) Formulagdes com potencial vacinal a base da proteina
recombinante LemA de Leptospira spp. em suas diferentes

construgdes, caracterizada por composicao farmacéutica

utilizada para induzir resposta imune contra espiroquetas
patogénica, que corresponde a uma quantidade
imunologicamente eficaz de proteina purificada ou
sequéncias funcionalmente equivalentes, em um veiculo
farmacéuticamente aceitdvel, gque pode ou ndo conter um
adjuvante. Esta composicgéo farmacéutica composta por
espiroquetas patogénicas basela-se em Treponema, Borrelia e

Leptopsira.

4) Formulagdes com potencial wvacinal a base anticorpos
gerados contra a proteina LemA de Leptospira spp. a partir

de suas diferentes construgdes, caracterizada por

composigdo farmacéutica utilizada para induzir resposta
imune contra espiroquetas patogénica, que corresponde a uma
quantidade imunologicamente eficaz de anticorpos que se
ligam a peptideos ou sequéncias funcionalmente equivalentes
do mesmo, em um veiculo farmacéuticamente aceitavel, que
pode ou nao conter um adjuvante. Esta composicgéo
farmacéutica composta por espiroquetas patogénicas baseia-

se em Treponema, Borrelia e Leptopsira.

5) Composigdo para diagndéstico ou para detec¢do in vitro da

ocorréncia de infecgdo por Leptospira spp., caracterizada

por conter um reagente que se liga a componentes



10

5/5

especificos do patdgeno, que podem ser oligonucleotideos
para a identificacdo do gene lemA ou anticorpos contra a
proteina LemA ou sequéncias funcionalmente equivalentes, e

reagentes de detecg&o desta ligacgéo.

6) Kit para diagndéstico in vitro de infecgdo por Leptospira

spp., caracterizada por ser Util na detecgcdo da proteina

LemA, anticorpos que se ligam a ela ou sequéncias
funcionalmente equivalentes a mesma, contendo um ou mais
recipientes que acondicionam ou um nucleotideo que
hibridiza com o gene lemA ou a proteina LemA para deteccédo
de anticorpos anti-LemA ou funcionalmente equivalentes ao

mesmo.
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Figura 1

SEQ 1

TTGAAAACTAAAATTGATTTCAAATTGTTTTTGATAACGACTCTGACTCTTTTGGTTTT
CTCCAATTGCGGTTATAATACAATTCAAGAAGAAGATGAGGCGATCAACGCATCTTGGG
CGGAAATACTCAATCAATACCAGAGGAGATCGGATCTAATTCCAAATCTGGTTARCACA
GTAAAAGGTTATGCAACCCAAGAAGAAARAGTATTGATCGCAGTAACAAAAGCCAGAGC
GGGAGTAGGTTCCATTCAAGCAGATGAAAAAACTTTAAATAATCCCGAACTTTTTAAAA
AATATTCACAAGCGCAAGCACAGATGACTTCCGCACTTTCTAAACTACTTGTAATTGCA
GAAAATTATCCCGAATTAAAATCCAACGAAAACTTTAGAGATCTACAAGCTCAACTAGA
AGGAACCGAAAACAGAATTACCGTAGCCAGAAACAGATATATTCAAGCGGTACAAAAAT
ACAACGTTACAATTCGAAAATTTCCAARATAATTTAACTGCAAAGTTTTTCGGATTCGAA
ACCAAACCTTCTTTTAGTGTAGAAAACGAAAAAGAAATTTCTAAACCGCCTGAAGTTAA
ATTTTAA

Figura 2

SEQ 2

LKTKIDFKLFLITTLTLLVFSNCGYNTIQEEDEAINASWAEILNQYQRRSDLIPNLVNT
VKGYATQEEKVLIAVTKARAGVGSIQADEKTLNNPELFKKYSQAQAQMTSALSKLLVIA
ENYPELKSNENFRDLQAQLEGTENRITVARNRYIQAVQKYNVTIRKFPNNLTAKFFGFE
TKPSFSVENEKEISKPPEVKE*
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Figura 3

SEQ 3

TTGAAAACTAAAATTGATTTCAAATTGTTTTTGATAACGACTCTGACTCTTTTGGTTTT
CTCCAATTGCGGTTATAATACAATTCAAGAAGAAGATGAGGCGATCAACGCATCTTGGG

CGGAAATACTCAATCAATACCAGAGGAGATCGGATCTAATTCCAAATCTGGTTAACACA
GTAAAAGGTTATGCAACCCAAGAAGAAAAAGTATTGATCGCAGTAACAAAAGCCAGAGC
GGGAGTAGGTTCCATTCAAGCAGATGAAAAAACTTTAAATAATCCCGAACTTTTTAAAA
AATATTCACAAGCGCAAGCACAGATGACTTCCGCACTTTCTAAACTACTTGTAATTGCA
GAAAATTATCCCGAATTAAAATCCAACGAAAACTTTAGAGATCTACAAGCTCAACTAGA
AGGAACCGAAAACAGAATTACCGTAGCCAGAAACAGATATATTCAAGCGGTACAAARAAT
ACAACGTTACAATTCGAAAATTTCCAAATAATTTAACTGCAAAGTTTTTCGGATTCGAA
ACCAAACCTTCTTTTAGTGTAGAAAACGAAAAAGAAATTTCTAAACCGCCTGAAGTTAA

ATTTTAA

Figura 4

SEQ 4

LKTKIDFKLFLITTLTLLVEFSNCGYNTIQEEDEAINASWAEILNQYQRRSDLIPNLVNT

VKGYATQEEKVLIAVTKARAGVGSIQADEKTLNNPELFKKYSQAQAQMTSALSKLLVIA
ENYPELKSNENFRDLOAQLEGTENRITVARNRYIQAVOKYNVTIRKFPNNLTAKFFGFE
TKPSFSVENEKEISKPPEVKE*
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Resumo da invencao

“Proteina LemA de Leptospira spp. para uso como
imunobiolégico”, refere-se ao isolamento de uma molécula de
DNA, originalmente derivada de L. interrogans, que codifica
para a proteina LemA (LIC11058), apresentando massa
molecular de aproximadamente 24 kDa, composta por 199
aminodcidos, que poderd ser usada terapeuticamente como
vacina ou componente vwvacinal, ou como componente no
diagnéstico da 1leptospirose. Esta proteina € um marcador
soroldégico de infecgdo, pois o soro de pacientes com
leptospirose é capaz de reconhecé-1la em sua forma
recombinante. De acordo com a presente invencdo a proteina
LemA, bem como a sequéncia que a codifica, poderdo ser
usados no diagndéstico e prevencgdo da infecgdo Leptospira
spp. causadora de doenga em humanos e demais mamiferos,

incluindo os de importédncia veterindria.
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