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PRODUCAO E APLICACAO DE IMUNOGLOBULINAS Y ANTI-LEPTOSPIRA spp.

RESUMO - A dissertacdo foi dividida em dois estudos. No primeiro estudo objetivou-se
verificar se galinhas imunizadas com uma solucdo de Leptospiras inativadas e proteinas de
membrana externa do sorovar Hardjo, poderiam produzir anticorpos policlonais especificos
anti-Leptospiras, detectaveis em testes ELISA. Foram imunizados oito galinhas com 25
semanas de idade, da raca White Leghorn, sendo trés imunizadas com uma suspensdo de
Leptospiras inativadas, trés com uma solucdo de proteinas de membrana externa extraida do
sorovar Hardjo e duas controle. Coletas de sangue foram realizadas quinzenalmente e de ovos
diariamente. A IgY foi purificada a partir da gema dos ovos utilizando para a delipidagédo o
método de diluicdo em agua &cida e a precipitacdo com sulfato de amonio. Realizou-se testes
ELISA para verificar a especificidade da IgY, nestes foi possivel observar a producdo de
anticorpos anti-Leptospira, tanto no soro quanto nas gemas purificadas. O pico de producao
de anticorpos especificos ocorreu na 5° semana ap0s a primeira imunizacdo. Foi possivel
induzir a producdo de anticorpos especificos em galinhas, por meio de imunizagdes destas
com Leptospira inativada e proteinas de membrana externa do sorovar Hardjo. Galinhas
imunizadas com uma suspensdo de Leptospiras inativadas e com PME de Leptospira
interrogans do sorovar Hardjo produziram anticorpos reativos a PME Hardjo detectaves por
teste ELISA. No segundo estudo objetivou-se com identificar epitopos ou mimetopos
(sequéncias que imitam epitopos verdadeiros), por meio da técnica de phage display tendo
como alvo anticorpos IgY anti-Leptospira e anti-PME Hardjo. Os anticorpos IgY utilizados
como alvo foram produzidos em galinhas imunizadas com proteinas de membrana externa de
Leptospira interrogans sorovar sorovar Hardjo (anti-PME Hardjo), suspenséo de Leptospiras
inativada (anti-Leptospira) e IgY controle. No biopanning uma biblioteca comercial de
peptideos randémicos Ph.D. 12 mer, New England BioLabs®Inc foi incubada primeiramente
com a IgY controle, realizando um processo denominado selecdo negativa e depois coma IgY
anti-Leptospira e anti-PME Hardjo, a eluicdo dos fagos selecionados foi entdo realizada de
forma competitiva e acida. Apos trés ciclos de selecdo, 288 clones foram isolados e
sequenciados, gerando 132 sequéncias validas. Os clones foram submetidos a testes ELISA
com o anticorpo usado como alvo no biopanning para verificar a especificidade destes. Nos
resultados dos testes ELISAs verificou-se que nove fagos (PMEcompl7, PMEaclO0,
PMEacl12, PMEac19, PMEac29, PMEac35, Lep6, Lep7 e Lep20) apresentaram melhores

resultados. Estes foram alinhados com a sequéncia primaria de proteinas de Leptospira spp e



Leptospira interrogans sorovar Hardjo, e as analises in Silico mostraram que 0S nove
peptideos tém similaridade com proteinas imunogénicas de Leptospiras. Foram selecionados
nove peptideos com similaridade a proteinas de Leptospira interrogans consideradas
imunogénicas. Os peptideos foram similares a proteinas de membrana externa, lipoproteina,
LipL32, LipL41, LigA, SecY, LenE.

Palavras-chave: Galinhas. Phage display. Diagnéstico. Vacinas. Leptospira interrogans
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PRODUCTION AND APPLICATION OF IMMUNOGLOBULIN Y ANTI-
LEPTOSPIRA spp

ABSTRACT - The dissertation was divided in two chapters. The aim was to determine
whether hens immunized with an inactivated suspension of Leptospira and a solution of outer
membrane proteins extracted from the serovar Hardjo, could produce specific polyclonal
antibodies to Leptospira, detected in ELISA assay. Eight hens White Leghorn race with 25-
weeks-old were immunized, three with an inactivated suspension of Leptospira, three with a
solution of outer membrane proteins (OMP) extracted from the serovar Hardjo and two
controls immunized with saline. Blood samples were collected fortnightly and eggs daily. The
IgY was purified from the egg yolk using the method for the delipidation of dilution with
water acidic and ammonium sulfate precipitation. The ELISA assay was performed to verify
the specificity of the 1gY, these was possible to observe the production of specific antibody to
Leptospira both in serum and purified egg yolk. The specific antibody titers peaked in the
fifth week post immunization. The production of polyclonal 1gY was effective for producing
high titers of specific antibodies. The aim of the second chapter was search to epitopes or
mimetops (mimetic sequence of the true epitopes) through technique of phage display using
IgY specific to Leptospira, outer membrane proteins the serovar Hardjo and IgY control. To
realize the biopanning was used a commercial library of random peptides Ph.D. 12 mer, New
England BioLabs®Inc Phage Display Library was first incubated with IgY control,
performing a process called negative selection, and then with IgY specific to Leptospira and
to OMP Leptospira Hardjo, selected phages were eluted competitively and acid. After three
rounds of selection, 288 clones were isolated and sequenced, generating 132 valid sequences.
The selected clones were tested in diagnosis by ELISA assay with the antibody used as a
biopanning target in order to verify the specificity of these. The results of ELISA testing it
was found that nine phage (PMEcompl7, PMEacl0, PMEacl2, PMEacl9, PMEac29,
PMEac35, Lep6, Lep7 e Lep20) showed better results. These were aligned with the primary
sequence of proteins of Leptospira spp. and Leptospira interrogans serovar Hardjo and
insilico analyzes showed that nine peptides has similarity with immunogenic proteins of
Leptospira. In this work we selected nine peptides with similarity to proteins of Leptospira
interrogans that were considered immunogenic. The peptides were similar to outer membrane
proteins, lipoprotein, LipL32, LipL41, LigA, SecY, LenE.

Key words: Hens. Page display. Diagnostics. Vacines. Leptospira interrogans
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CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Leptospirose

As leptospiras sdo bactérias pertencentes ao género Leptospira, familia Leptospiracea
e ordem Spirochaetales (FAINE et al., 1999). Estas bactérias sdo mdveis, aerdbias, possuem
conformagdo helicoidal, medindo aproximadamente 0,Ium de didmetro e 6-20um de
comprimento.

O género Leptospira primeiramente foi dividido, pela classificacdo fenotipica, em
duas espécies Leptospira interrogans (patogénicas) e Leptospira biflexa (saprofitas)
(LEVETT, 2001). Estas séo divididas em numerosos sorovares, classificadas de acordo com a
analise de sua constituicdo antigénica, por meio de reacbes de adsorcdo cruzadas de
aglutininas. Os sorovares antigenicamente relacionados sdo agrupados em sorogrupos
(BHARTI et al., 2003)

No entanto, estudos recentes de caracteristicas genéticas tém implicado numa nova
classificagdo baseada na hibridizacdo de DNA, assim atualmente este género € constituido das
seguintes espécies: L. alexanderi, L. alstonii (genomospecies 1), L. borgpetersenii, L. inadai,
L. interrogans, L. fainei, L.kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae
(genomospecies 3), L. weilii, L. wolffii, L.biflexa, L. meyeri, L. yanagawae (genomospecies
5), L. kmetyi, L. vanthielii (genomospecies 4), e L. wolbachii (ADLER; MOCTEZUMA,
2010).

A Leptospirose € uma zoonose de distribuicdo mundial, caracterizada por febre,
insuficiéncia renal e hepatica, manifestaces pulmonares e dificuldades reprodutivas
(ADLER; MOCTEZUMA, 2010). A transmissdo para 0s seres humanos ocorre por contato
direto ou indireto com urina de animais infectados.

As Leptospiras penetram no hospedeiro, através de membranas mucosas, pequenos
cortes ou abrasdes e ainda por contato direto com a pele Umida e se disseminam rapidamente
pela corrente sanguinea e barreiras de tecido estabelecendo assim uma infeccdo sistémica
(KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009).

Os sinais clinicos sdo muito variaveis e geralmente sorovar adaptado, como Canicola
em cdes, Bratislava em equinos e suinos, Hardjo em bovinos e Australis e Pomona em suinos
(BERNARD, 1993; ANDRE FONTAINE, 2006; GROOMS, 2006). Os animais podem
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tornar-se portadores assintomaticos, albergando leptospiras virulentas nos tubulos renais e
eliminando na urina por longo periodo (LEVETT, 2001).

Outras espécies, como camundongos (Mus musculus e outras espécies de Mus) e ratos
(principalmente Rattus norvegicus e R. rattus) servem como reservatorios para sorovares
hospedeiro adaptados (camundongos para sorovar Ballum, Icterohaemorrhagiae e ratos para
Copenhageni) (BHARTI et al., 2003). Os ratos geralmente ndo apresentam a doenca, mas
albergam as leptospiras em seus rins, 0 que 0s tornam uma importante fonte de infeccdo para
seres humanos ou outros animais (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

1.1.2 Diagnostico Leptospirose

O diagnostico clinico da leptospirose é dificil, uma vez que apresenta uma ampla
variedade de sinais clinicos, dependendo assim de ensaios laboratoriais, principalmente,
relacionados a detecgéo de anticorpos especificos (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

A soroaglutinagdo microscéopica (SAM) é o teste de referéncia para diagndstico da
leptospirose, este utiliza cepas vivas de leptospiras, podendo ser utilizado tanto na triagem de
soros animais como de humanos, sendo que para se considerar o resultado como positivo é
necessario um titulo igual ou superior a 400 em uma amostra Unica com presenca de sinais
clinicos e historico de contato com o agente ou um aumento de quatro vezes ou mais em
amostras pareadas de soro (FAINE et al., 1999, LEVETT et al., 2001; WHO, 2003).

A especificidade da SAM é considerada boa (95%) ja que reacGes cruzadas com outras
bactérias ndo sdo usualmente relatadas, porém ha um elevado grau de reagdes cruzadas entre
sorovares e sorogrupos, principalmente durante a fase aguda da doenca (HICKEY; DEMERS,
2000; LEVETT, 2001; WHO, 2003).

No entanto a sensibilidade da SAM ¢ baixa, especialmente na fase inicial da doenca, o
que se atribui ao fato de que o sistema imune do individuo infectado leva alguns dias para
produzir niveis detectaveis de anticorpos contra o agente infectante (WHO, 2003; McBRIDE
et al., 2005).

Além disso, 0 SAM apresenta outras desvantagens, como: o alto custo, complexidade
e risco para os técnicos de laboratério, pois necessita de colecdes de bactérias em constante
cultivo em meio liguido e profissionais treinados para realizacdo da leitura comparativa com
sorovares controles; o resultado com titulos elevados de anticorpos contra sorovares que nao

sdo os causadores da enfermidade ou surto, ja que existe um alto grau de reacdes cruzadas
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entre diferentes sorovares e por ndo discriminar anticorpos provenientes de infeccdo ou
vacinacdo (WHO, 2003; LEVETT, 2001; McBRIDE et al., 2005; ADLER; MOCTEZUMA,
2010).

Devido a complexidade e desvantagens do SAM a busca por novos testes diagnosticos
é constante, seja atraves da deteccdo de anticorpos ou identificacdo de antigenos (LEVETT,
2001; MCBRIDE et al., 2005).

A fase aguda da leptospirose é caracterizada por bacteremia, por isso como alternativa
diagndstica durante essa fase, pode ser realizado exame direto, cultivo in vitro ou inoculagao
em animais de laboratério, uma vez que o SAM apresenta baixa sensibilidade neste periodo
(WHO, 2003).

No exame direto as leptospiras podem ser visualizadas em fluidos corporais, sangue,
urina e liquor por microscopia de campo escuro ou imunofluorescéncia (LEVETT et al.,
2001). Contudo, o exame direto apresenta desvantagens como baixa especificidade e
sensibilidade uma vez, que permite somente a identificagdo de bacteremia por espiroquetas e
necessita de aproximadamente 10* leptospiras/ml, sendo assim, ndo é considerado um teste
definitivo, devendo ser confirmado por outros testes (FAINE, 1999, LEVETT et al., 2001).

O cultivo em meios de cultura especificos constitui o diagndstico definitivo, no
entanto, ndo € realizado como rotina laboratorial, pois pode durar mais de dois meses para a
confirmacdo, 0 que o torna inviavel na maioria dos casos (FAINE et al., 1999; WHO, 2003;
ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

Testes ELISA tém sido desenvolvidos utilizando uma enorme variedade de antigenos
desde leptospiras inativadas a lipoproteinas recombinantes como a Lipl32, LigA ou proteina
de membrana externa OmpL1. Entretanto, embora apresente vantagens como dispensa a
necessidade de cultivo e a possibilidade de automacédo, a sensibilidade e a especificidade
ainda sdo menores que a SAM (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

Novos testes nos formatos PCR, Dipstick, Immunoblot e Dot-ELISA foram descritos,
mas, embora sensiveis, continuam sorovar-especificos (PETCHCLAI; HIRANRAS; POTHA,
1991; RIBEIRO; SOUZA; ALMEIDA, 1995; SILVA, et al., 1997; GUSSENHOVEN et al.,
1997; YAN et al., 1999; LEVETT; BRANCH, 2002). Testes moleculares como o “dot-
blotting” (TERPSTRA; SCHOONE; TER, 1986) ou hibridizagdo in situ (TERPSTRA et al.,

1987) também foram descritos.
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1.1.3 Vacinas Leptospirose

Segundo Langoni et al. (2002), apesar da vacinacdo contra leptospirose ndo conferir
protecdo maxima € uma medida de extrema importancia, uma vez que reduz a ocorréncia da
doenca na populacdo animal e consequentemente minimiza os danos a salde publica. As
vacinas disponiveis comercialmente, na area veterinaria, para o controle da leptospirose sdo
baseadas na célula inteira inativada ou em preparados da membrana de leptospiras
patogénicas, fornecendo assim somente uma reposta transitéria de anticorpos contra o LPS
destas bactérias (PENA-MOCTEZUMA et al., 1999), podendo prevenir o desenvolvimento
da doenca, mas ndo a leptospidria (ALT; ZUERNER; BOLIN, 2001).

Nas imunizacgdes a resposta gerada é predominantemente humoral e sorovar especifica
(FAINE, 1999). Assim, protegem somente contra infecgdes causadas por sorovares
homdlogos ou antigenicamente relacionados. Existe um grande numero de sorovares
patogénicos, 0 que impde uma maior limitacdo para a producdo de uma vacina com
componentes multi-sorovar (GAMBERINI et al., 2005).

Atualmente é imprescindivel o desenvolvimento de uma vacina multivalente protetora
e de amplo espectro contra a leptospirose, mas hd necessidade de identificar antigenos
comuns em sorovares patogénicos. No soro humano de pacientes com leptospirose tém sido
encontrados anticorpos contra diversos antigenos protéicos presentes na membrana externa,
espaco periplasmatico e também contra o LPS (PLANK; DEAN, 2000; BHARTI et al., 2003).

A protedmica, responsavel pela identificacdo, caracterizacdo e quantificacdo das
proteinas, € considerada como importante ferramenta para identificacdo de alvos para uso em
diagnostico e vacinas (THONGBOONKERD, 2008). Nesta perspectiva, a protebmica permite
identificar proteinas presentes exclusivamente em cepas patogénicas (HAAKE et al., 1999;
HAAKE et al., 2000; HAAKE; MATSUNAGA, 2002; CULLEN et al., 2003) e que sdo
importantes alvos para desenvolvimento de testes diagndsticos, seja utilizando métodos
imunoguimicos ou moleculares.

Um grande nimero de proteinas de membrana externa de leptospiras ja foram
caracterizadas como importantes ferramentas para o desenvolvimento de vacinas e de ensaios
de imunodiagnostico como a OmpL1 (HAAKE et al., 1993), LipL41 (SHANG; SUMMERS,
HAAKE, 1996), LipL36 (HAAKE et al., 1998), LipL32 (HAAKE et al., 2000), LipL21
(CULLEN et al., 2003), LipL46 (MATSUNAGA et al, 2006), OmpA-like Loa22
(KOIZUMI; WATANABE, 2005) e a proteina LenA (VERMA et al., 2006). Uma familia de

proteinas chamadas de immunoglobulin-like (Ligs) foi descrita recentemente
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(PALANIAPPAN et al., 2002). Outros ensaios também demonstraram que as proteinas Ligs
sdo antigenos protetores quando usados em modelos animais com leptospirose (KOIZUMI,
WATANABE, 2004; PALANIAPPAN et al., 2006; SILVA et al., 2007). A diposicdo dessas

proteinas na membra das Leptospiras encontra-se na Figura 1.

Figura 1: Parede celular das Leptospiras
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Fonte: Ko; Goarant; Picardeau, 2009.

A imunizacdo de hamsters com fracdo da membrana L. interrogans contendo as
proteinas OmpL1 e LipL41 demonstrou sinergismo entre estas duas proteinas na protecéo. No
entanto quando as proteinas recombinantes foram administradas individualmente estas néao
foram protetoras, sugerindo que a maneira com que OmpL1 e LipL41l estdo associadas a
membrana € importante para determinar a imunoprotecdo (HAAKE et al., 1999).

Em outro estudo mais recente, formas recombinantes de outras provaveis proteinas de
membrana externa de leptospiras, tais como Lpl454, Lpl118 e Mcell, mostraram-se
imunoprotetoras, individualmente e sinergeticamente, contra a infeccdo em hamsters
(CHANG et al., 2007).

As proteinas LigA e LigB demostraram imunoprotecdo em estudos realizados em
modelos de hamster, no entanto em um estudo mais recente a importancia da LigB na
patogenicidade da leptospirose foi questionada, pois mesmo apds delecdo do gene ligB do
genoma de uma cepa patogénica, esta conservou suas caracteristicas letais (KOIZUMI;
WATANABE, 2004; PALANIAPPAN et al., 2006; SILVA et al., 2007, CRODA et al.,
2008). Embora existam pesquisas com resultados contraditérios principalmente quando se
utilizou LipL32 e Lig A na imunizacgéo de hamsters (LUCAS et al, 2012).
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Lipoproteinas de espiroquetas tém demonstrado ser antigenos capazes de induzir uma
resposta imune protetora (HAAKE, 2000), confirmando sua importancia na patogénese da
leptospirose. Nestes microrganismos, as lipoproteinas sdo, comprovadamente, as mais
proeminentes proteinas que compdem sua membrana celular.

Atualmente o nudmero de lipoproteinas de superficie celular de Leptospira
caracterizadas é pequeno, sdo elas; LipL21, LipL31, LipL32, LipL36, LipL41, LipL45 e
LipL48 (SHANG; SUMMERS; HAAKE, 1996; HAAKE et al., 1998; HAAKE et al., 2000;
HAAKE; MATSUNAGA, 2002; MATSUNAGA et al., 2002; CULLEN et al., 2003). Estas
lipoproteinas foram assim denominadas, com base em sua aparente massa molecular, de
acordo com os critérios adotados para nomenclatura das proteinas de Treponema (NORRIS,
1993).

Até o presente momento, a mais proeminente proteina de membrana de Leptospira
reportada é LipL32. Ela € expressa tanto em cultivos in vivo quanto in vitro, sendo sua
sequéncia e expressdo altamente conservada entre as espécies patogénicas de Leptospira.
Desta forma, LipL32 é apontada como 0 antigeno mais importante na patogénese, diagnostico
e prevencédo da leptospirose (HAAKE et al., 2000; GUERREIRO et al., 2001; BRANGER et
al., 2001). Dentre as lipoproteinas acima relacionadas, as trés maiores em ordem de
abundancia na superficie celular sdo: LipL32, LipL21 e LipL41 (CULLEN et al., 2005).

A capacidade de determinacdo da sequéncia genémica completa de diversos
organismos, abriu as portas para uma nova metodologia de desenho racional de vacinas, que é
relevante no tratamento e prevencdo de uma série de infeccdes (KOIZUMI; WATANABE,
2005). As sequéncias completas dos genomas sdo transformadas em algoritmos
computacionais, para que sejam avaliadas in silico, oferecendo uma nova estratégia para
identificacdo de antigenos potenciais. Esta metodologia de analise recebe o nome de
vacinologia reversa e vem surgindo como uma revolucdo na area de desenvolvimento de
vacinas (RAPPUOLI; COVACCI, 2003; SERRUTO et al., 2004).

A andlise do genoma de L. interrogans a escolha racional de sequéncias que codificam
proteinas associadas a membrana, estdo entre as novas estratégias de avaliacdo e
caracterizacdo de imundgenos para o desenvolvimento de uma vacina protetora e para 0 uso

em testes diagndsticos.
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1.2 Imunoglobulina Y

O processo de producdo de anticorpos basea-se na imunizacdo e coleta de sangue ou
mesmo sacrificio dos animais para remocdo do bago, estes procedimentos provocam
sofrimento dos animais estando assim em desacordo com as politicas de bem estar animal
(CHALGHOUMI et al., 2009).

A capacidade dos anticorpos de reconhecer moléculas com alta especifidade fez deles
uma ferramenta indispensavel em laborat6rios, principalmente na pesquisa de novos métodos
diagndsticos, terapias e vacinas. Atualmente, os anticorpos disponiveis para esse objetivo sdo
produzidos em mamiferos requerendo assim o uso de animais de laboratério (coelhos, ratos,
camundongos e cobaias) ou mamiferos de maior porte (cavalos, ovelhas e cabras)
(KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004; CHALGHOUMI et al., 2009).

As imunoglobulinas Y ( 1gY) s@o moléculas com elevada especificidade para a ligacdo
e inativacdo de substancias externas, tais como moléculas toxicas ou antigenicas, que sdo
capazes de invadir o corpo (KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004).

Sendo assim, para garantir o bem estar animal o Centro Europeu para a Validacéo de
Métodos Alternativos (ECVAM) recomenda o uso de anticorpos de galinhas como alternativa
aos anticorpos de mamiferos (SCHADE et al., 1996). Isto porque a utilizacdo de galinhas
reduz o nimero de animais utilizados, ja que estas produzem maior quantidade de anticorpo
quando comparadas aos animais de laboratdrio comumente usados (camundongo e coelho) e
ainda a coleta de sangue pode ser substiuida por extracdo do anticorpo a partir da gema de
ovo, minimizando assim o sofrimento animal (KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON,
2004).

Em galinhas (Gallus domesticus), apenas trés classes de imunoglobulinas sdo bem
identificadas, IgM, IgA e IgY (CHEN et al, 1982; BURNS; MAXWELL, 1981). Sendo que a
IgY, principal anticorpo produzido apresenta funcéo equivalente a IgG nos mamiferos e a IgA
e IgM sdo homdlogas as de mamiferos (WARR et al, 1995; DIAS DA SILVA;
TAMBOURGI, 2010).

A IgY é continuamente sintetizada, secretada para o sangue e transferida para a gema
de ovo, onde se acumula, através de um receptor na superficie da membrana da gema
especifico pra translocacdo de IgY (WARR et al., 1995; MORRISON et al., 2002, TESAR et
al., 2008), enquanto que IgA e IgM sdo depositadas na clara de ovo (ROSE et al., 1974). Este

acumulo de IgY na gema é responsavel pela imunidade passiva a embrifes e neonatos pois a
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producédo de IgY em pintinhos, comega apenas seis dias apos a eclosdo (ZHANG, 2003; DIAS
DA SILVA; TAMBOURGI, 2010).

A 1gY estd presente no sangue circulante, na gema de ovo e também conteludo
duodenal, secre¢do traqueal e no liquido seminal (LESLIE; CLEM, 1969). A quantidade de
IgY na gema varia desde 60-150mg/ovo dependendo de vérios fatores, como idade, raca e
antigeno utilizado (COOK; TROTT, 2010, PAULY et al., 2009). Uma galinha pode produzir
aproximadamente 325 ovos/ano, isto pode resultar num rendimento potencial de cerca de 20-
40 g de IgY por ano (PAULY et al., 2009), dos quais 2% a 10% é o antigeno especifico
(SCHADE et al., 1991; TINI et al., 2002).

A estrutura geral do IgY é semelhante para 1gG de mamiferos, com duas cadeias
pesadas e duas leves, porém apresentam diferencas em suas caracteristicas bioquimicas e
fungdes imunoldgicas que se devem a sequéncia de aminoacidos e diferengas estruturais
(ZHANG, 2003; KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004).

A distancia filogenética entre galinhas e mamiferos torna possivel a producdo de
anticorpos contra proteinas altamente conservadas de mamiferos, e ainda é necessaria uma
quantidade menor de antigeno para produzir uma resposta imune eficiente (LARSSON et al.,
1998). A distancia evolutiva também determina a auséncia de reacdo cruzada entre 1gG de
mamiferos e IgY o que reforca as vantagens da utilizagdo de IgY como anticorpo primario
em alguns tipos de imunodiagnéstico (HADGE; ANBROSUIUS, 1984; DIAS DA SILVA,
TAMBOURGI, 2010). Além disso, anticorpos de galinha reconhecem epitopos diferentes dos
anticorpos de mamiferos, aumentando assim o0 numero de anticorpos diferentes e
consequentemente a possibilidade de ligacdo (CARLANDER et al., 1999).

A utilizagdo de IgY de galinha, em vez de 1IgG de mamiferos
apresenta inUmeras vantagens, como: reducdo do nimero de animais, uma vez que galinhas
podem produzir até 18 vezes mais anticorpo do que coelhos, reducdo de custo, bem estar
animal (SCHADE et al., 1996; KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004). Além disso,
ao contrario da IgG nao ativa o complemento, ndo interage com as proteinas estafilocécica A
e estreptococica G, ao fator reumatoidee ao receptor Fc da superficie celular e ndo reage com
os anticorpos de 1gG e IgM de mamiferos (TINI et al, 2002; CARLANDER et al., 2002;
ZHANG, 2003).

Além disso, a IgY pode ser facilmente isolada a partir da gema por técnica de
precipitagdo, uma vez que na gema encontra-se somente IgY, em contraste com o soro de

mamiferos onde se encontram varias classes se anticorpos (GASSMANN et al., 1990).
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Além dos beneficios ja citados, a IgY € particularmente estavel a altas temperaturas e
variacoes de pH (SHIMIZU et al., 1992) e exibem elevada avidez mesmo apds a primeira

imunizagéo.

1.3 Phage Display

O termo Phage display significa apresentacdo de peptideos na superficie de fagos, esta
técnica foi descrita primeiramente por Smith em 1985, sendo este autor o pioneiro a conseguir
a expressdo da enzima de restricdo Eco Rl como uma fus@o da proteina trés (plll) do capsideo
do fago. A técnica consiste na selecéo de peptideos in vitro, onde uma proteina ou peptideo é
geneticamente fundido a proteina de superficie de um bateriéfago, resultando na expressdo de
uma proteina heterdloga na superficie do capsideo viral (FUMAGALLI, 2008).

Uma grande vantagem do phage display é que bibliotecas de peptideos podem ser
selecionadas pelos ligantes alvo-especifico, sendo assim, bibliotecas selecionadas contra alvos
de interesse podem ser criados com grande diversidade e estas podem ser amplificadas
(SERGEEVA et al., 2006).

E uma técnica importante para o desenvolvimento de vacinas e mapeamento de
epitopos e apresenta vantagens como: habilidade de selecionar ligantes de alta afinidade,
possibilidade de produzir proteinas sollveis, facil manuseio e rapidez (SMITH; PETRENKO,
1997).

Os bacteriofagos comumente utilizados na técnica de phage display sdo virus de DNA
circular e fita simples que infectam bactérias Gram negativas. Sendo que 0S mais
extensivamente usados sao fagos filamentosos estirpes M13, fd e f1 que infectam E. coli via
pilus F, constituidos por cinco proteinas plll, pVI, pVII, pVIII e pIX (Figura 1) (ARAP,
2005). Destas e fita simples que infectam bactérias Gram — negativas. Sendo que 0s mais
cinco proteinas existem aproximadamente 2.800 cépias da pVIIl e 3 a 5 copias da plll
(RUSSEL, 1991).
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Figura 2: Estrutura de um fago filamentoso. PIII, pVI, pVII, pVIII and plX representam as
proteinas do fago. Os peptideos sdo expressos usualmente na plil ou pVIILI.
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Fonte: Arap, 2005.

A técnica de phage display envolve a fusdo do DNA estranho com DNA do fago, o
que resulta em proteinas exdgenas expostas na superficie dos fagos filamentosos fusionado a
uma das proteinas de revestimento. Embora todas as cinco proteinas de revestimento possam
ser usadas para este fim, a pVIII e a plll sdo as mas utilizadas (ARAP, 2005).

Bibliotecas de peptideos sintéticos fusionados a plll sdo mais indicadas para
descoberta de ligantes com alta afinidade, quando comparadas as bibliotecas fusionadas a
pVIII ligada, devido a baixa representatividade da plll em relacdo a pVIII (KEHOE; KAY,
2005; PASCHKE, 2006).

A principal caracteristica do fago filamentoso que faz com que ele seja o mais
utilizado é que ao contrario dos bacteri6fagos liticos, ele produz e secreta particulas de fagos a
partir de bactérias infectadas sem causar a lise celular (RUSSEL et al., 2004).

A infeccdo é iniciada pelo acoplamento da plll do fago ao pilus f de uma E. coli
(HEMMINGA et al., 2010). Somente 0 DNA de fita simples e circular do fago penetra na
bactéria onde é convertido pela maquinaria de replicacdo do DNA bacteriano em uma forma
replicativa de plasmideo de fita dupla. Esta forma replicativa sofre constantes replicacGes do
DNA circular para gerar DNA de fita simples e ainda servir como molde para expresséo das

proteinas de fago plll e pVIII. A progénie do fago é montada por empacotamento do DNA de
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fita simples em capsideos protéicos e é expulsa da bactéria através da membrana para o meio
extracelular (AZZAZY; HIGHSMITH, 2002).

O processo de selecdo é chamado de biopanning e envolve o enriquecimento do fago
desejado por ligacdo e eluicdo a partir uma molécula alvo imobilizada (KONTHUR,;
WALTER, 2002).

O biopanning ou processo de selecdo biologica, em geral, envolve cinco passos
fundamentais: preparo de uma biblioteca primaria ou amplificacdo de uma biblioteca
existente; exposicdo das particulas de fagos contra um alvo imoblilizado; remocéo de fagos
ndo especificos, que ndo se ligaram por lavagens; recuperacao dos fagos especificos, que se
ligaram a molécula alvo por eluicdo e amplificacdo dos fagos recuperados, repeticdo desse
processo por duas a quatro vezes (ARAP, 2005).

Apo0s o0 biopanning, ¢é feito o sequenciamento do genoma do fago e assim é possivel
determinar a sequéncia do peptideo expresso na superficie do fago o que permite a reproducéo
como peptideo recombinante ou a producéo de peptideo sintéticos, e finalmente determinar a
especificidade e seletividade para o alvo utilizado (KOIVUNEN et al., 1999).

Em razéo das desvantagens apresentadas pelas vacinas e metodos de diagnostico para
leptospirose diponiveis atualmente, foram propostos como objetivos produzir e purificar
anticorpos IgY policlonais especificos anti-Leptospiras, e estes foram utilizados como alvo na
técnica de phage display visando a selecdo e identificacdo de peptideos especificos para
Leptospira, que futuramente possam ser utilizados no desenvolvimento de novos métodos
diagndsticos e/ou para producdo de vacinas multi-sorovar contra leptospirose.

Tungtrakanpoung et al. (2006) utilizando anticorpos monoclonais e soro de pacientes
positivos para leptospirose obteve peptideos especialmente; LTPCDXPTFGS e
TPCIXXGSAS e CSNXSKR, que quando alinhados com proteinas de Leptospira interrogans,
apresentaram sequéncias semelhantes a proteinas de membrana exterior (GenBank adesdo
Numero AAN49104), termolisina proteina precursora (GenBank niumero de acesso
YP_003227.1), e hipotética proteina LIC12228 (adesdo GenBank Numero YP_002163.1).

A utilizacdo de amostras de soros na selecdo de peptideos, através da técnica de phage
display, € uma estratégia atrativa que pode ser aplicada para o imunodiagndstico ou no
desenvolvimento de vacinas contra diversas doencas, na tentativa de se identificar sequencias
especificas que se liguem a anticorpos presentes em tais amostras. Tal procedimento pode
gerar o desenvolvimento de novos compostos mais simples e sensiveis, além de permitir o
entendimento da participacdo de antigenos conhecidos, ou ndo, nos mecanismos de resposta
imune (MANOUTCHARIAN et al., 1999).
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Essa técnica demonstra um grande potencial na selecdo e identificacdo de antigenos
reconhecidos pelas amostras de soro de animais com leptospirose, sem o0 prévio conhecimento
de tais antigenos. Além disso, mostra-se como uma interessante alternativa a ser verificada no

desenvolvimento de antigenos vacinais contra leptospirose.
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CAPITULO 2 - PRODUCAO E PURIFICACAO DE IMUNOGLOBULINAS Y
POLICLONAIS ANTI-LEPTOSPIRA spp.

RESUMO - Objetivou-se verificar se galinhas imunizadas com uma solucdo de Leptospiras
inativadas e proteinas de membrana externa do sorovar Hardjo, poderiam produzir anticorpos
policlonais especificos anti-Leptospiras, detectaveis em testes ELISA. Foram imunizados oito
galinhas com 25 semanas de idade, da raca White Leghorn, sendo trés imunizadas com uma
suspensdo de Leptospiras inativadas, trés com uma solucdo de proteinas de membrana externa
extraida do sorovar Hardjo e duas controle. Coletas de sangue foram realizadas
quinzenalmente e de ovos diariamente. A IgY foi purificada a partir da gema dos ovos
utilizando para a delipidacdo o método de diluicdo em &gua acida e a precipitacdo com sulfato
de amonio. Realizou-se testes ELISA para verificar a especificidade da IgY, nestes foi
possivel observar a producdo de anticorpos anti-Leptospira, tanto no soro quanto nas gemas
purificadas. O pico de producdo de anticorpos especificos ocorreu na 5° semana apos a
primeira imunizacdo. Foi possivel induzir a producdo de anticorpos especificos em galinhas,
por meio de imunizacGes destas com Leptospira inativada e proteinas de membrana externa
do sorovar Hardjo. Galinhas imunizadas com uma suspensédo de Leptospiras inativadas e com
PME de Leptospira interrogans do sorovar Hardjo produziram anticorpos reativos a PME

Hardjo detectaves por teste ELISA.

Palavras-chave: Galinhas, gema de ovos, Leptospira interrogans, leptospirose
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CHAPTER 2 - PRODUCTION AND PURIFICATION OF IMMUNOGLOBULIN Y
POLYCLONAL ANTI- LEPTOSPIRA

ABSTRACT - The dissertation was divided in two chapters. The aim was to determine
whether hens immunized with an inactivated suspension of Leptospira and a solution of outer
membrane proteins extracted from the serovar Hardjo, could produce specific polyclonal
antibodies to Leptospira, detected in ELISA assay. Eight hens White Leghorn race with 25-
weeks-old were immunized, three with an inactivated suspension of Leptospira, three with a
solution of outer membrane proteins (OMP) extracted from the serovar Hardjo and two
controls immunized with saline. Blood samples were collected fortnightly and eggs daily. The
IgY was purified from the egg yolk using the method for the delipidation of dilution with
water acidic and ammonium sulfate precipitation. The ELISA assay was performed to verify
the specificity of the I1gY, these was possible to observe the production of specific antibody to
Leptospira both in serum and purified egg yolk. The specific antibody titers peaked in the
fifth week post immunization. The production of polyclonal 1gY was effective for producing

high titers of specific antibodies.

Key words: hens, Leptospira interrogans, leptospirosis
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2.1 INTRODUCAO

Os anticorpos sdo moléculas com elevada especificidade para a ligacdo e inativacédo de
substancias externas, tais como moléculas toxicas ou antigenos, que sdo capazes de invadir 0
corpo (KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004). Em razéo disto, tem sido utilizado
para fins de diagndstico, terapia e inativacdo de substancias (REILLY et al., 1996).

Os anticorpos especificos, policlonais ou monoclonais, atualmente disponiveis para
pesquisa, diagndstico e terapias sdo obtidos principalmente de mamiferos, entre eles coelhos e
ratos, respectivamente (NARAT, 2003).

De maneira alternativa, os anticorpos purificados da gema de ovos de galinhas
imunizadas, denominados imunoglobulinas Y ou IgY (do inglés yolk = gema), tem se
mostrado Uteis em varias aplicacdes, entre elas imunodiagndstico, imunoterapia e estudos de
protedmica (KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004). A utilizagéo dos anticorpos IgY
policlonais, apresenta vantagens em comparacdo com 0s anticorpos IgG de mamiferos, tais
como, a reducdo do numero de animais imunizados; elevada quantidade de anticorpos
purificados por mL de gema sem a sangria da galinha e normalmente os métodos de extracéo
de imunoglobulinas da gema sdo de baixo custo e de facil execucdo (SCHADE et al., 1996;
KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004).

Além disso, os anticorpos IgY evitam a ocorréncia de resultados falsos-positivos nas
técnicas de imunoensaio que empregam amostras de soro ou células de mamiferos, pois nao
sofrem interferéncia com o fator reumatoide; ndo fixam o complemento e ndo interagem com
o0 receptor para Fc dos mamiferos. Em relacéo a purificacdo, os anticorpos IgY nao se ligam
as proteinas A e B de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp., respectivamente (TINI et al,
2002; CARLANDER et al., 2002; ZHANG, 2003).

A distancia filogenética entre galinhas e mamiferos torna possivel a producdo de
anticorpos contra proteinas altamente conservadas de mamiferos (LARSSON et al., 1998).
Além disso, anticorpos de galinha reconhecem epitopos diferentes dos anticorpos de
mamiferos, aumentando assim o namero de anticorpos diferentes e consequentemente a
possibilidade de ligacdo (CARLANDER et al., 1999).

Atualmente é imprescindivel o desenvolvimento de uma vacina multivalente protetora
e de amplo espectro contra a leptospirose e também de um novo método diagndstico, em
virtude das desvantagens apresentadas pelos métodos atuais, sendo assim, objetivou-se

verificar a resposta imune humoral de galinhas imunizadas com uma solucdo de Leptospiras
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inativadas e proteinas de membrana externa do sorovar Hardjo, por meio da verificagdo de

niveis de anticorpos policlonais anti-Leptospiras, em testes ELISA.

2.2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Doengas Infecto-contagiosas da
Universidade Federal de Uberlandia (LADO-UFU) e no Laboratério de Bioquimica do
Instituto de Genética e Biogquimica da Universidade Federal de Uberlandia (INGEB-UFU).

2.2.1 Obtencéo do Antigeno

As cepas de Leptospira interrogans utilizadas foram fornecidas pelo Laboratério de
Doencas Infectocontagiosas FAMEV-UFU. Para o preparo de uma suspensdo de Leptospiras
inativadas, as bactérias foram cultivadas em caldo EMJH (meio Ellinghausen e McCullough
modificado por Johnson e Harris, 1967) por 7 a 10 dias em estufa bacterioldégica com
temperatura entre 28 e 29°C (FAINE, 1999). Foram utilizados 14 sorovares: Australis,
Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Canicola, Copenhageni, Grippotyphosa, Hardjo,
Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Pyrogenes, Tarassovi e Wolffi.

Apbs atingir a densidade de 1 a 2 x 10° leptospiras/mL, os cultivos foram
centrifugados a 13.000rpm durante 30 minutos, o pellet contendo as células foi diluido em
PBS (NaCl 137mM, KCI 2,7 mM, Na;HPO, 12 mM, K;HPO, 1,2 mM, pH 7,4) estéril, e
comparada com a escala de Macfarland 0,5 para que se atingisse um a densidade final
aproximada de 1x10° leptospiras/mL, e em seguida as bactérias foram inativadas a 56°C por
16-18 horas (SURUJBALLI; ELMGREN, 2000).

A extracdo de proteinas de membrana externa (PME) de Leptospira interrogans
sorovar Hardjo foi realizada utilizando-se a metodologia descrita por HAAKE et al. (1991).
Um cultivo de L. interrogans sorovar Hardjo com sete dias de crescimento foi centrifugado a
13.000 x g a 4°C, durante 10 minutos, o sobrenadante foi entdo descartado e o pellet
ressuspendido em PBS pH 7, 4 acrescido de 5 mM MqgCl,, por trés vezes consecutivas.
Posteriormente o pellet foi ressuspendido em TE (10mM de Tris hidroclorido - 2mM EDTA),
pH 7,4, adicionado de 1% de TritonX114 (v/v) (Sigma-Aldrich). Esta suspenséo foi incubada

a 4°C por 30 minutos. A suspensdo foi entdo centrifugada a 17.000 x g, a 4°C durante 10
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minutos, descartou-se o pellet e adicionou-se 2% de Triton X114 (v/v) ao sobrenadante, que
apo6s aquecimento a 37°C por 10minutos, foi centrifugado a 2.000 x g por 10 minutos a
temperatura ambiente.

Apos a centrifugacdo as duas fases presentes, aquosa e detergente, foram separadas e
submetidas a um banho de gelo por 10 minutos. Acrescentou-se a fase aquosa 2% de Triton
X114 (viv) e a fase detergente nove partes do tampdo TE, pH 7,4, incubou-se por 10 minutos
a 37°C e depois centrifugou-se a 2.000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente. Os
procedimentos de separacdo de fases, resfriamento, adicdo de reagentes, aquecimento e
centrifugacdo foram repetidos quatro vezes. As fases detergente e aquosa foram entdo
separadas.

As duas fracOes foram precipitadas em acetona segundo Cunningham (1988),
adicionou-se 10X o volume de acetona (Vetec, PA) e incubou-se no gelo por 45 minutos.
Apos incubacdo as fragbes foram centrifugadas a 14.000 x g, a 4°C, por 30 minutos. A
acetona presente no sobrenadante foi entdo descartada e o pellet ressuspendido em PBS e
estocado a -20°C

2.2.2 Imunizacéo

Foram imunizadas oito galinhas poedeiras da linhagem White Leghorn, com 25
semanas de idade, cedidas pela granja Planalto de Uberlandia-MG, as quais foram divididas
aleatoriamente em trés grupos experimentais (Tabelal). O esquema de imunizacbes foi

realizado de acordo com Barbas et al. (2001).

Tabela 1: Grupos experimentais e tipo de imunizacdo utilizada, Uberlandia, 2012.

Grupo n Imunizacéo
1 2 PBS + Adjuvante*
2 3 Suspensdo de Leptospiras inativadas diluidas em
PBS + Adjuvante*
3 3 Solucéo de proteinas de membrana externa

sorovar Hardjo diluidas em PBS + Adjuvante*
* Adjuvante de Freund (Sigma Chemical Co.)

As imunizacgdes foram realizadas com intervalos de 15 dias, sendo que na primeira foi
usado o adjuvante completo de Freund (Sigma) e nas seguintes o adjuvante incompleto de
Freund (Sigma), correspondendo a 50% do volume total da solu¢do. Administrou-se 500 pL

(250 pl do antigeno diluido em PBS e 250 ul de adjuvante) profundamente no musculo
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peitoral da galinha, dividindo o volume total em quatro pontos diferentes, foi feito o
acompanhamento para avaliacdo de reacdes pos-vacinais.

O Grupo 1 foi imunizado quatro vezes com 250 ul de PBS, enquanto Grupo 2 foi
imunizado quatro vezes com 250 pl da supensdo de Leptospiras inativadas (densidade de
1x10°® células/mL) e o Grupo 3 trés vezes com 200 pg de PME do sorovar Hardjo diluida em
250 pl de PBS.

Foram realizadas coletas de sangue quinzenais, 1mL na asa (veia ulnar). Os ovos
foram coletados diariamente a partir de uma semana antes da inoculacdo (pré-inoculacéo).
Apobs a coleta, os ovos foram separados por semana, e estocados a 4°C até a realizacdo do

processo de delipidacéo.

2.2.3 Purificacdo das imunoglobulinas IgY policlonais totais

As gemas dos ovos foram cuidadosamente separadas da clara e lavadas com agua
ultrapura para a remocéo de residuos de clara. Em seguida, a membrana vitelinica foi rompida
e a gema foi coletada em frascos conicos de 50 mL, os quais foram armazenados a -20°C até
o momento da purificacdo. Ao final do procedimento, obteve-se um pool semanal de gemas
para cada um dos trés grupos de galinhas imunizadas.

A purificacdo dos anticorpos IgY totais se iniciou pela delipidacdo, remocéo da fracao
lipidica da gema, segundo segundo Akita e Nakai (1993). A gema pura foi diluida com agua
ultrapura na proporc¢édo 1:10 (v/v), ap6s a homogeneizacdo o pH da mistura foi ajustado para
uma faixa entre 5,0-5,2, por meio de gotejamento de HCI 0,1N e, em seguida, a mistura
acidificada foi armazenada a 4°C overnight. Apos esse periodo a solucdo foi centrifugada a
10.000 x g por 25 minutos a 4°C. O pellet contendo a fracao rica em lipideos foi descartado e
0 sobrenadante contendo os anticorpos totais, foi filtrado (filtro de 0,45um Millipore). A
amostra filtrada teve seu pH ajustado para 7,4 com PBS 10x e ap0s isso foi armazenada a -
20°C.

Apos a delipidacdo, foi realizada a precipitacdo com sulfato de amdnio (Synth)
baseado no protocolo de Aradjo et al. (2010) onde se adicionou sulfato a amostra filtrada na
concentracdo de 20% (p/v) sob agitacdo durante 30 minutos a 4°C. Ap0Os esse tempo o
material foi centrifugado a 2.000xg por 30 minutos a 4°C, com isso 0 sobrenadante foi

descartado e o pellet ressuspendido em PBS 1x, pH 7,4.
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Por fim foi realizada a didlise das amostras em uma membrana de AMICOM
(Amicom Ultra-15 Centrifugal Filter Unit Millipore), onde se colocava a amostra juntamente
com PBS, pH 7,4 para centrifugar a 4.000 x g por 30 minutos, 4°C, esse procedimento foi
realizado trés vezes.

Apobs o término da extracdo das imunoglobulinas IgY totais, a concentragdo proteica
foi obtida em todas as fragdes por meio do método de Bradford (1976) e a pureza das
preparagdes foi investigada por eletroforese unidimensional. Utilizou-se gel de poliacrilamida
a 16% (p/v), aplicando-se 10ug de amostra por poco. A visualizagdo das bandas proteicas foi
feita através da coloracdo do gel com Coomassie Blue R250 (Sigma).

2.2.4 ELISA para confirmar a especificidade da IgY

Duas placas de microtitulacdo de poliestireno (MaxiSorp, Nunc) foram sensibilizadas
com 50pL/pogo de proteinas de Membrana Externa do sorovar Hardjo a uma concentragéo de
10pg/mL em tampédo carbonato-bicarbonato (NaHCO; 0,1M, pH8,6) e incubadas durante a
noite a 4°C. Em seguida os sitios remanescentes para ligac6es inespecificas foram bloqueados
com tampéo Tris-HCI acrescido de leite em p6 desnatado na concentracédo de 5% (p/v) (TBS-
M), durante 2 horas a 37°C. Apo0s incubacdo foi realizado um ciclo de trés lavagens com
tampéo TBS.

Amostras de 50 pL das IgY totais, correspondentes ao pool de gemas de cada uma das
dez semanas do experimento de imunizacdo, diluidas a 1:50 em TBS acrescido de 0,05% de
Tween 20 e 5% de leite em po desnatado (TBS-TM), foram incubadas por 60 minutos a 37°C.
Apos esse procedimento um segundo ciclo de lavagens idéntico foi executado. A deteccdo de
IgY foi feita pela incubacdo com anticorpos 1gG de coelho anti-IgY marcados com peroxidase
(Sigma) diluidos 1:5000 em PBS-TM por 60 minutos, 37°C. Foi realizado um ultimo ciclo de
lavagens e, em seguida, realizou-se a revelacdo por meio da adicdo de 50 pL/poco de orto-
fenilenodiamina (OPD) (DAKO) acrescido de H,0O, a 30%. Apo6s 15 minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, a reacdo foi interrompida com a adicéo de 25 pL/poco de H,SO,
(2N), efetuando-se em seguida a leitura a 492 nm em espectrofotdmetro de microplaca
(Thermo Plate - TP-Reader).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A eletroforese da IgY purificada das gemas de ovos (Figura 1) demonstrou que o
processo de purificagdo com sulfato de amonio a 20% ndo foi totalmente eficiente, uma vez
que h& formacao de outras bandas além da de IgY, resultado que discorda com outros estudos
que afirmam que este seria 0 método mais eficiente de purificagdo com alta pureza
(SVENDSEN et al, 1995, ARAUJO, 2007). Nota-se que a banda de lgY, encontra-se um
pouco abaixo de 200 Kd, na literatura ha divergéncia quanto ao PM da IgY, alguns autores
afirmam ter esta molécula 167,25 kDa (CARLANDER, 2002; CHACANA et al., 2004).
Enquanto Leslie e Clem (1969) relataram um peso molecular de até 206 kDa, e Devi et al.
(2002) estabeleceram seu peso em 190 kDa, no entanto foi estabelecido pela maioria dos
autores em torno de 180Kd (WARR et al., 1995; AKITA; LI-CHAN; NAKAI, 1998;
BIZANOQV et al., 2004).

Figura 1: Perfil eletroforético da IgY das gemass de ovos purificadas com sulfato de amonio.

PM - Padrdo de peso molecular (Amresco), GP — gema purificada.
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Observou-se que a partir da 22 semana p0s-imunizacdo houve um aumento no titulo de

anticorpos especificos anti-PME Hardjo e anti-Leptospira (Figura 2), embora esta resposta
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tenha sido baixa, resultado que se assemelha aos encontrados por Almeida et al. (1998) que
observaram aumento do titulo de anticorpos apds a segunda imunizagé&o.

Observa-se ainda que a atividade dos anticorpos do grupo controle foi baixa e
permaneceu inalterada durante o experimento. O que indica que sua atividade especifica foi
insignificante e, portanto, poderia ser empregada como um controle negativo em experiéncias

subsequentes.

Figura 2: Curva de absorbancia de IgY nas amostras de soro de galinhas obtidas pelo teste
ELISA durante 8 semanas pds imunizacao
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A Figura 3 mostra o perfil cinético da resposta imunoldgica resposta durante 10
semanas na gema.

Na 4° semana, duas semanas ap0s a segunda imunizacdo observa-se um aumento
consideravel no titulo de anticorpos, resultado que confirma o descrito por Narat (2003) que
relatou que a presenca de anticorpos na gema deve ser verificada ap0s a segunda imunizacao.

Os titulos de anticorpo anti-PME e anti-Lepto nas gemas de ovos atingiram o pico na
quinta semana apos a inoculacdo. O perfil cinético encontrado difere do observado por
Bizanov e Jonauskiene (2003) e Bizhanov; Jonauskiene e Hau (2004), pois nestes o titulo de
anticorpos na gema comegou a aumentar na segunda semana ap0s a primeira inoculacap e
aumenta de forma constante nas proximas semanas. Estas diferencas podem ser devido a
diferencas de imunogenicidade entre os antigenos, bem como a utilizacdo de diferentes
esquemas de vacinacdo, ragas diferentes de galinhas e ensaios diferentes empregados
(BIZHANOV; VYSHNIAUSKIS, 2000).
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No entanto o perfil se assemelha ao encontrado por Paul (2007) e Aradjo et al. (2010),
que obtiveram um aumento significativo dos anticorpos especifico somente apos a segunda
inoculacdo, e o0 pico de anticorpos na quarta e quinta semana pOs imunizacao,

respectivamente.

Figura 3: Cinética de producdo de IgY nas amostras de gema de ovo de galinhas obtida pelo
teste ELISA durante 10 semanas. As setas vermelhas indicam as imunizagdes com PME e as setas azuis
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No grupo inoculado com PME observa-se que houve queda acentuada na producao de
anticorpos apds a 72 semana, provavelmente, isso se deve ao fato de terem sido realizadas
apenas trés inocula¢Bes enquanto no grupo inoculado com Leptospira em suspensdo foram
realizadas quatro inoculacdes ou mesmo devido a diferencas de imunogenicidade entre os
antigenos (BIZHANOV; VYSHNIAUSKIS, 2000).

Segundo CHEN et al. (2002) e PAULY et al. (2009) a queda na concentracdo de
anticorpos, ndo € um fendbmeno desejado, e sua ocorréncia pode ser revertida por meio de
reaplicacdo do antigeno.

Quando se compara a resposta sérica e a resposta na gema observa-se que a deteccao
de anticorpos na gema ocorre com um atraso de aproximadamente sete dias, depois da
deteccdo sérica, fato que pode ser explicado em virtude do tempo requerido para a
desenvolvimento do foliculo ovariano e ovopostura (PEI; COLLISSON, 2005; DAVISON;
MAGOR; KASPERS, 2008).
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Foi possivel verificar que as galinhas que foram inoculadas com uma suspensédo de
Leptospira inativada, quanto os animais imunizados com PME de Leptospira interrogans
sorovar Hardjo produziram anticorpos capazes de reconhecer as PME de Leptospira
interrogans sorovar Hardjo, utilizada como antigeno no ELISA. Segundo Lafetd (2006) o
perfil protéico das proteinas de membrana externa da Letpospira interrogans sorovar Hardjo
possui muitas similaridades com o perfil protéico da membrana externa de L. interrogans,
portanto devido a essa semelhanca essas foram utilizadas como antigeno no ELISA.

Por demonstrarem especificidade a Leptospira, estes anticorpos poderiam ser
utilizados em testes diagnosticos para leptospirose, que visem a deteccdo de antigeno.
Segundo Tini et al. (2002) a IgY pode ser usada em praticamente todos os métodos de
imunodiagndstico tradicionalmente desenvolvidos com 1IgG de mamiferos ou seja,
imunofluorescéncia, ELISA, tecnicas de imunoeletroforese, Western blotting, imuno-
histoquimica, e muitos outros (TINI et al., 2002).

Os anticorpos IgY apresentam vantagens em relagdo aos de mamiferos, que séo
geralmente usados para imunodiagndstico, pois ndo ativam o sistema complemento de
mamiferos e ndo interagem com o fator reumatoide, diminuindo assim a ocorréncia de
resultados falso-positivos (LARSON et al. 1992).

Esses resultados reforcam os obtidos anteriormente onde ja foram caracterizados como
bons antigenos e imunogenos varias PME de Leptospira (HAAKE et al., 2000; CULLEN et
al.,, 2003; KOIZUMI; WATANABE, 2005; MATSUNAGA et al. 2006; PALANIAPPAN;
RAMANUJAM; CHANG, 2007), sendo que o diferencial desse estudo foi a utilizacdo de

imunoglobulinas (IgY) produzidas em galinhas anti-Leptospira e anti-PME de Leptospira.

2.4 CONCLUSAO

Galinhas imunizadas com uma suspensdo de Leptospiras inativadas e com PME de
Leptospira interrogans do sorovar Hardjo produziram anticorpos reativos a PME Hardjo

detectaves por teste ELISA.
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CAPITULO 3 - SELECAO DE PEPTIDEOS RECONHECIDOS POR
IMUNOGLOBULINAS Y ANTI-LEPTOSPIRA spp

RESUMO - Objetivou-se com identificar epitopos ou mimetopos (sequéncias que imitam
epitopos verdadeiros), por meio da técnica de phage display tendo como alvo anticorpos IgY
anti-Leptospira e anti-PME Hardjo. Os anticorpos IgY utilizados como alvo foram produzidos
em galinhas imunizadas com proteinas de membrana externa de Leptospira interrogans
sorovar sorovar Hardjo (anti-PME Hardjo), suspensdo de Leptospiras inativada (anti-
Leptospira) e IgY controle. No biopanning uma biblioteca comercial de peptideos randdmicos
Ph.D. 12 mer, New England BioLabs®Inc foi incubada primeiramente com a IgY controle,
realizando um processo denominado selecdo negativa e depois com a IgY anti-Leptospira e
anti-PME Hardjo, a eluicédo dos fagos selecionados foi ent&o realizada de forma competitiva e
acida. Apos trés ciclos de selecdo, 288 clones foram isolados e sequenciados, gerando 132
sequéncias validas. Os clones foram submetidos a testes ELISA com o anticorpo usado como
alvo no biopanning para verificar a especificidade destes. Nos resultados dos testes ELISAs
verificou-se que nove fagos (PMEcompl7, PMEacl0, PMEacl2, PMEacl9, PMEac29,
PMEac35, Lep6, Lep7 e Lep20) apresentaram melhores resultados. Estes foram alinhados
com a sequéncia priméaria de proteinas de Leptospira spp e Leptospira interrogans sorovar
Hardjo, e as analises in Silico mostraram que 0s nove peptideos tém similaridade com
proteinas imunogénicas de Leptospiras. Foram selecionados nove peptideos com similaridade
a proteinas de Leptospira interrogans consideradas imunogénicas. Os peptideos foram

similares a proteinas de membrana externa, lipoproteina, LipL32, LipL41, LigA, SecY, LenE.

Palavras chave: Leptospirose. Phage display. Proteinas de membrana externa de Leptospira

interrogans
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CHAPTER 3 - SELECTION OF PEPTIDES RECOGNIZED BY ANTI-
IMMUNOGLOBULIN Y LEPTOSPIRA

ABSTRACT - The objective of identifying epitopes or mimetops mimetic sequence of the
true epitopes) through technique of phage display using IgY specific to Leptospira, outer
membrane proteins the serovar Hardjo and IgY control. To realize the biopanning was used a
commercial library of random peptides Ph.D. 12 mer, New England BioLabs®Inc Phage
Display Library was first incubated with IgY control, performing a process called negative
selection, and then with IgY specific to Leptospira and to OMP Leptospira Hardjo, selected
phages were eluted competitively and acid. After three rounds of selection, 288 clones were
isolated and sequenced, generating 132 valid sequences. The selected clones were tested in
diagnosis by ELISA assay with the antibody used as a biopanning target in order to verify the
specificity of these. The results of ELISA testing it was found that nine phage (PMEcomp17,
PMEacl10, PMEacl12, PMEac19, PMEac29, PMEac35, Lep6, Lep7 e Lep20) showed better
results. These were aligned with the primary sequence of proteins of Leptospira spp. and
Leptospira interrogans serovar Hardjo and insilico analyzes showed that nine peptides has
similarity with immunogenic proteins of Leptospira. In this work we selected nine peptides
with similarity to proteins of Leptospira interrogans that were considered immunogenic. The
peptides were similar to outer membrane proteins, lipoprotein, LipL32, LipL41, LigA, SecY,
LenE.

Key words: Leptospirosis. Phage display. Outer membrane proteins of Leptospira

interrogans
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3.1 INTRODUCAO

A leptospirose € uma antropozoonose, de ampla distribuicdo mundial causada por
bactérias do género Leptospira, o qual atualmente é composto por 19 espécies e mais de 300
sorovares (ADLER; MOCTEZUMA, 2010). A existéncia de tantas sorovariedades se deve a
mudancas na composicdo do lipopolissacarideo (LPS) presente na membrana externa da
bactéria (ZUERNER et al., 2000).

As perdas econdmicas e 0s danos a salde publica causados pela doenca justificam o
uso de vacinas contra leptospirose, tanto em humanos como em animais. Na medicina
veterindria, as vacinas convencionais sao baseadas na célula inteira inativada (bacterinas), as
quais estimulam imunidade restrita (6 a 12 meses), ou em preparados da membrana de
leptospiras patogénicas (HARTWIG, 2006). Em humanos as bacterinas ndo sdo bem aceitas
por serem reatogénicas (ADLER; MOCTEZUMA, 2010)

Essas vacinas promovem uma reposta imune contra o LPS destas bactérias, sendo
portanto, restrita a sorovares antigenicamente relacionados (PETERSEN et al., 2001;
BHARTI et al., 2003) prevenindo o desenvolvimento da doenca, mas ndo a leptospiuria
(ALT, ZUERNER, BOLIN, 2001). Sendo assim, o grande nimero de sorovares patogénicos
impde uma grande limitacdo para a producdo de uma vacina com componentes multi-sorovar
(GAMBERINI et al., 2005).

O diagnostico laboratorial da leptospirose esta baseado principalmente na detecgéo de
anticorpos circulantes, sendo que o teste de referéncia é a soroaglutinacdo microscépica de
campo escuro (SAM).

No entanto, este apresenta desvantagens, como: é considerado um teste subjetivo, pois
0 ponto de corte € a maior diluicdo de soro em que ocorre 50% aglutinacdo, dependendo
assim do observador; utiliza cepas vivas de leptospiras, o que oferece riscos aos técnicos de
laboratdrio; a interpretacdo deste teste é complicada pelo elevado grau de reagdes cruzadas
que ocorre entre os diferentes sorogrupos, especialmente em amostras de fase aguda; nédo
discrimina entre anticorpos resultantes de vacinacdo ou infec¢do; possui baixa sensibilidade,
especialmente na fase inicial da doenca (WHO, 2003; McBRIDE et al., 2005; ADLER;
MOCTEZUMA, 2010).

Devido a complexidade e desvantagens da SAM e também em decorréncia da baixa
eficiéncia das vacinas comercializadas, necessita-se de novos métodos diagndsticos mais
eficientes e antigenos vacinais que induzam a imunidade contra a infecgdo por um maior

periodo e ainda sejam multivalente, atingindo diversos sorovares.
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Nesta perspectiva, as proteinas conservadas entre as Leptospiras patogénicas tem sido
o foco das pesquisas atuais, pois estas poderiam gerar uma protecdo cruzada contra Vvarios
sorovares (HAAKE, 1991; NALLY et al., 2005).

A utilizacdo de anticorpos na selecdo de peptideos, através da técnica de phage
display, é uma estratégia atrativa que pode ser aplicada para o imunodiagndstico ou no
desenvolvimento de vacinas contra diversas doengas, na tentativa de se identificar sequencias
especificas que se liguem a anticorpos presentes em tais amostras. Tal procedimento pode
gerar o desenvolvimento de novos compostos mais simples e sensiveis, além de permitir o
entendimento da participacdo de antigenos conhecidos, ou ndo, nos mecanismos de resposta
imune (MANOUTCHARIAN et al., 1999).

Anticorpos IgY policlonais de galinhas tém sido utilizado como alvo no biopanning
(LEE et al., 2007, MANHANI et al., 2011; PRUDENCIO et al., 2011).

A lgY apresenta vantagens em relacdo aos anticorpos de mamiferos. N&o apresenta
reacdes cruzadas com anticorpos de mamiferos, interferindo pouco nos ensaios; acumulam-se
em grande quantidade na gema de ovo de onde pode ser facilmente purificada, produzindo
assim maior quantidade de anticorpos do que outros animais podem produzir durante o
mesmo periodo; o cuidado com o animal custa menos (CARLANDER, 2002; MANHANI,
2009).

Além disso, anticorpos de galinha reconhecem um nimero maior de epitopos quando
usado para a deteccdo de antigenos relacionados a mamiferos, aumentando assim a
possibilidade de ligacdo e permitindo a descoberta de antigenos ocultos (LARSSON et al.,
1998; CARLANDER et al., 1999; MANHANI, 2011).

Portanto, objetivou-se com este trabalho identificar epitopos ou mimetopos
(sequéncias que imitam epitopos verdadeiros), por meio da técnica de phage display tendo

como alvo anticorpos IgY anti-Leptospira e anti-PME Hardjo.

3.2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Doencas Infecto-contagiosas da
Universidade Federal de Uberlandia (LADO-UFU) e no Laboratério de Nanobiotecnologia e
Laboratério de Bioquimica do Instituto de Genética e Bioguimica da Universidade Federal de
Uberlandia (INGEB-UFU).
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3.2.1 Obtencao dos antigenos

As cepas de Leptospira interrogans utilizadas foram fornecidas pelo Laboratdrio de
Doengas Infectocontagiosas FAMEV-UFU. Foram utilizados 14 sorovares: Australis,
Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Canicola, Copenhageni, Grippotyphosa, Hardjo,
Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Pyrogenes, Tarassovi e Wolffi.

Para o preparo de uma suspensdo de Leptospiras inativadas, as bactérias foram
cultivadas em caldo EMJH (meio Ellinghausen e McCullough modificado por Johnson e
Harris, 1967) por 7 a 10 dias em estufa bacteriolégica com temperatura entre 28 e 29°C
(FAINE, 1999). Ap6s atingir a densidade de 1 a 2 x 10° leptospiras/mL, os cultivos foram
centrifugados a 13.000rpm durante 30 minutos, o pellet contendo as células foi diluido em
PBS (NaCl 137mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO4 12 mM, K;HPO, 1,2 mM, pH 7,4) estéril, até a
concentracdo final aproximada de 1x10° leptospiras/mL, e em seguida as bactérias foram
inativadas a 56°C por 16-18 horas (SURUJBALLI; ELMGREN, 2000).

A extracdo de PME foi realizada utilizando-se o detergente Triton X114 (Sigma)
(HAAKE et al., 1991) e as proteinas extraidas foram precipitadas com acetona (Vetec, PA)
(CUNINGHAM et al.,1988).

3.2.2 Producéo e purificacdo de anticorpos policlonais

Anticorpos especificos contra leptospirose foram produzidos por galinhas poedeiras da
linhagem White Leghorn (n=8) com 25 semanas de idade, por imunizacdo com 250 pL de
leptospira inativada (densidade de 1x10°® células/mL) e proteinas de membrana externa de
Leptospira interrogans sorovar Hardjo (200 pg/mL), diluidos em PBS e emulsionados em
adjuvante completo de Freund (Sigma) v/v na primeira imunizacdo e nos booster o adjuvante
incompleto de Freund (Sigma). Como controle foi utilizado a semana zero, pré-imunizacao.

As imunizacdes foram realizadas com intervalos de 15 dias, no masculo peitoral da
galinha, dividindo o volume total (500 pL) em quatro pontos diferentes. Os ovos foram
coletados diariamente a partir de uma semana antes da inoculacdo (pré-inoculacdo) para
purificacdo dos anticorpos IgY a partir da gema dos ovos.

As gemas foram cuidadosamente separadas da clara e lavadas com &gua ultrapura para
a remocao de residuos de clara. Em seguida, a membrana vitelinica foi rompida e a gema foi

coletada em frascos cénicos de 50 mL, os quais foram armazenados a -20°C até o momento
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da purificagdo. Ao final do procedimento, obteve-se um pool semanal de gemas para cada um
dos trés grupos de galinhas imunizadas.

A purificacdo dos anticorpos IgY totais se iniciou pela delipidacéo, remocdo da fracdo
lipidica da gema segundo segundo Akita e Nakai (1993). A gema pura foi diluida com agua
ultrapura na proporg¢do 1:10 (v/v), ap6s a homogeneizac¢do o pH da mistura foi ajustado para
uma faixa entre 5,0-5,2, por meio de gotejamento de HCI 0,1N e, em seguida, a mistura
acidificada foi armazenada a 4°C overnight. Apds esse periodo a solucdo foi centrifugada a
10.000xg por 25 minutos a 4°C. O pellet contendo a fracdo rica em lipideos foi descartado e o
sobrenadante contendo os anticorpos totais, foi filtrado (filtro de 0,45um Millipore). A
amostra filtrada teve seu pH ajustado para 7,4 com PBS 10x e apés isso foi armazenada a -
20°C.

Apo6s a delipidagéo, foi realizada a precipitagdo com sulfato de amonio baseado no
protocolo de Aradjo et al. (2010) onde se adicionou sulfato a amostra filtrada na concentracéo
de 20% (p/v) sob agitacdo durante 30 minutos a 4°C. ApoOs esse tempo o material foi
centrifugado a 2.000 x g por 30 minutos a 4°C, com isso 0 sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido em PBS, pH 7,4. As amostras foram dialisadas em uma membrana de
AMICOM (Amicom Ultra-15 Centrifugal Filter Unit Millipore), onde se colocava a amostra
juntamente com PBS, pH 7,4 para centrifugar a 4.000 x g por 30 minutos a 4°C, esse
procedimento foi realizado 3 vezes.

O anticorpos foram entdo purificados em coluna HiTrap IgY Purification HP, 5mL
(GE Healthcare), para garantir a pureza dos anticorpos utilizados no biopanning. Utilizou-se
um sistema completo de cromotografia liqguida modelo Akta Primer (Amersham Bioscience).
O sistema foi preenchido com tampdo de eluicdo (Na;HPO, 20 mM, pH7,5), e entdo
conectada a coluna. A coluna foi lavada com 5 volumes (25 mL) de cada tampéo: ligacao
(Na;HPO4 20mM, K,SO4 0,5 M, pH7,5), eluicdo e limpeza (Na,HPO, 20 mM, 30%
volume/volume de isopropanol, pH7,5. Em seguida a coluna foi equilibrada com 5 volumes
de tampéo de ligacdo, e foi injetada amostra. A coluna foi lavada com 10 volumes da mesma
(50 mL) de tampdo de ligacdo. As IgY foram entdo eluidas com 10 volumes da coluna de
tampdo de eluicdo, sendo coletadas amostras de 1 mL que foram quantificadas no
espectrofotdbmetro a 280 nm. A resina foi regenerada com oito volumes (40 mL) de tampéo de
limpeza, e reequilibrada com 5 volumes de tampéo de ligacéo.

As amostras foram entdo concentradas por centrifugacdo a 4.000 x g, 4°C em uma
membrana de AMICOM (Amicom Ultra-15 Centrifugal Filter Unit Millipore). A reatividade
da IgY foi determinada por ELISA.
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3.2.3 Teste de reatividade com a IgY Purificada

Duas placas de microtitulacdo de poliestireno (MaxiSorp, Nunc) foram sensibilizadas
com 50 pL/poco de Proteinas de Membrana Externa do sorovar Hardjo a uma concentracéo
de 10 pg/mL em tampdo bicarbonato de sédio (NaHCO3 0,1 M, pH 8,6) e incubada overnight
a 4°C. Em seguida os sitios remanescentes para ligacdes inespecificas foram bloqueados com
tampdo Tris-HCI (TBS) acrescido de leite em p6 desnatado na concentracdo de 5% (p/v)
(TBSM), durante 2 horas a 37°C. Apds incubacéo foi realizado um ciclo de trés lavagens com
tampdao TBS.

Amostras de 50 pL dos anticorpos IgY totais, correspondentes ao pool de gemas de
cada uma das dez semanas do experimento de imunizacdo, diluidas a 1:50 em TBS-TM
(TBSM, acrescido 0,05% de Tween 20), foram incubadas por 60 minutos a 37°C. Apos esse
procedimento um segundo ciclo de lavagens idéntico foi executado. A deteccdo dos
anticorpos IgY foi feita pela incubagdo com anticorpos 1gG de coelho anti-IgY marcados com
peroxidase (Sigma) diluidos 1:5000 em TBS-TM por 60 minutos a 37°C. Foi realizado um
ultimo ciclo de lavagens e, em seguida, realizou-se a revelacdo por meio da adicdo de 50
pL/poco de orto-fenilenodiamina (OPD) (DAKO) acrescido de 5 puL de H,0, a 30%. Apds 15
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reacdo foi interrompida com a adicao de
25 pL/poco de H,SO4 2N, efetuando-se em seguida a leitura a 492 nm em espectrofotdmetro

de microplaca (Thermo Plate - TP-Reader).

3.2.4 Biopanning (Selecéo de fagos)

O processo de selecdo seguiu como descrito por Barbas et al. (2001).

Para obtencdo dos peptideos, foi utilizada uma biblioteca comercial randémica de
peptideos (Ph.D. 12 mer, New England Biolabs, USA) que apresenta incluso na proteina Pll1I
desse bacteri6fago M13 uma cadeia de peptideos de 12 aminoacidos. Essas bibliotecas
possuem aproximadamente 2,8 x 101 clones independentes, o qual representa 1,9 x 10°
possiveis combinacGes de residuos de aminoéacidos.

Inicialmente foi realizada uma selecdo negativa. Pocos de uma placa de microtitulacao
(Maxisorp — NUNC) foram sensibilizados, overnight a 4°C, com 150 pL/pogo de anticorpos
pré-imunizacdo (controle), diluidos em tampéo bicarbonato de sddio, a uma concentracdo de

100 pg/mL. Apds sensibilizagcdo adicionou-se 300 pL/poco de tampdo bloqueio (PBS
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acrescido de 5% de BSA) e incubou-se por uma hora a 37°C, em seguida 0s pogos foram
lavados duas vezes com PBS, acrescido de 0.05% de Tween 20 (PBS-T). Adicionou-se 10 pL
da biblioteca de fagos a uma concentracéo de 1x10'diluida em 150uL de PBS ao primeiro
poco do controle negativo. Foram sensibilizados trés pocos para cada estratégia utilizada. A
bibilioteca de peptideos foi incubada em cada poco por 30 minutos a 37°C, ap0s incubacao 0s
fagos ndo ligantes eram transferidos para 0 pogo seguinte até que se passasse nos trés pocos.

Foram utilizadas duas estratégias distintas de selecdo, uma utilizando como alvo
anticorpo IgY anti-Leptospira e outra IgY anti-PME Hardjo. Para tanto, trés pogos de uma
placa de microtitulagdo (Maxisorp — NUNC, USA) foram sensibilizados, overnight a 4°C,
com 150 pL/pogo de anticorpo IgY anti-Leptospira e trés pocos com IgY anti-PME Hardjo.
Os anticorpos foram previamente diluidos em tampdo bicarbonato de sb6dio a uma
concentragdo de 100 pg/mL.

Apos sensibilizacdo e bloqueio e lavagem dos po¢os como descrito anteriormente para
IgY controle, os fagos ndo ligantes durante a selecdo negativa foram incubados com a IgY
anti-Leptospira e anti-PME Hardjo. Foram sensibilizados trés pocos para cada estratégia
utilizada, nestes foram realizadas passagens sucessivas com incubagdo de 30 minutos a 37°C.
Apos passagem pelos trés pocos sensibilizados com o alvo, estes foram lavados 10 vezes com
PBS-T (300 pL/poco) para remocéo dos fagos nao ligantes.

A eluicdo foi realizada de duas formas distintas, os trés pogos sensibilizados com IgY
anti-Leptospira passaram por uma eluicdo &cida, onde adicionou-se 150 uL de glicina pH 2,2
por 10 minutos e depois 22,5 pL de Tris pH 9,1. Os trés pocos sensibilizados com IgY anti-
PME Hardjo foram eluidos primeiramente de forma competitiva onde adicionou-se 150 pL da
PME Hardjo a 100 pg/mL e incubou-se por 30 minutos, 37°C. Apo0s a eluicdo competitiva foi
realizada a eluicdo acida como descrito acima.

Foram realizados trés ciclos de selecdo bioldgica (Figura 1). Os fagos eluidos de forma
competitiva no 1° ciclo, nos préximos ciclos foram eluidos somente competitivamente.

Enguanto, os fagos eluidos de forma &cida foram eluidos somente com solucédo acida.
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Figura 1: Esquema representativo da selecdo de peptideos miméticos a antigenos de
Leptospira interrogans (Autoria propria).
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Ph12
307a37% 30°a 37%
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‘a3’ 307a37% ELUICA0 ACIDA ‘ 307a37% 307a37%
lgY- Ig¥- IgY¥- IgY+ IgY+ IgV+ IgY - IgY- Igy- IgY+ IgY+ Ig¥+
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Apos a selecdo as aliquotas dos fagos eluidos foram utilizadas para a determinacgéo da
titulacdo. O eluato remanescente contendo fagos foi utilizado para a amplificacdo dos fagos.
Os fagos amplificados a partir do primeiro ciclo de selecdo foram utilizados em um segundo
ciclo e assim subsequentemente, por um total de trés ciclos.

Para amplificar os fagos eluidos, utilizou-se a bactéria E. coli ER2738 em fase inicial
de crescimento (ODs0o~0,5) amplificada em 20 mL de meio de cultura Luria-Bertania (LB)
contendo tetraciclina e incubada a 37°C sob agitacdo por 4 - 5 horas. Logo ap6s, transferiu-se
0 contetddo para um tubo de acrilico de 50 mL, sendo este centrifugado a 10.000 rpm por 10
min a 4°C. As células residuais foram descartadas e o sobrenadante transferido para um novo
tubo onde se adicionou 1/6 do volume de PEG-NaCl (20% p/v de polietileno glicol-8000;
NaCl 2,5 M), sendo incubado a 4°C overnight. No dia seguinte, este conteldo foi
centrifugado a 10000 rpm por 15min, 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet de fagos
ressuspendido em 1 mL de PBS, transferido para um microtubo e centrifugado a 14000 rpm
por 5 min, 4°C para precipitar os residuos celulares. O sobrenadante foi transferido para um

novo microtubo para adi¢do de 1/6 do volume de PEG-NaCl, e incubado por 1 hora no gelo a
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4°C e depois centrifugado a 14000 rpm por 10 min, 4°C. O sobrenadante foi descartado, o
pellet ressuspendido em 200 puL de PBS, e centrifugado novamente por cinco minutos a
14.000 rpm, para remocao de residuos celulares e o sobrenadante passado para um novo
microtubo obtendo-se o eluato amplificado, pronto para a titulagéo.

3.2.5 Titulacéo e purificacdo dos fagos

O objetivo da titulacdo foi determinar a quantidade de fagos na entrada e saida de cada
ciclo do biopanning.

Para realizar as titulagdes, foram utilizados 1,0 pL dos eluatos diluidos em 9,0 pL de
meio de cultura LB. Para os eluatos ndo-amplificados utilizou-se diluicdes de 10" a 10’, e para
os amplificados utilizou-se diluicées de 10" a 10".

Terminada a diluigdo, estas foram incubadas a 37°C com 200 pL de meio LB
contendo E.coli (ER2738) em fase inicial de crescimento por cinco minutos, e entdo o
contetdo de cada tubo foi diluido em 3 mL de meio LB top agar (10g de Bacto-Triptona, 59
de Extrato de Levedura, 59 de NaCl, 1g de MgCl,.6H,0/Litro) e rapidamente colocada em
placas de petri contendo meio LB sélido adicionado com IPTG (0,5 mM) e X-gal (40 pg/mL).
Na presenca de IPTG os fagos expressam o gene [-galatosidase promovendo a quebra do
substrato X-gal, o que fornece uma coloragédo azul as coldnias infectadas com os fagos.

As placas foram incubadas durante toda a noite a 37°C e no dia seguinte verificou-se a
presenca de colonias azuis que foram contadas manualmente para a obtencdo dos titulos de
entrada e saida para todos os ciclos de selecdo (nimero de colbnias azuis X fator de diluigéo).

Foi realizada uma ultima titulacao (3° ciclo), com o eluato de fagos ndo-amplificados,
a qual tinha a funcdo de permitir a coleta de col6nias isoladas. Uma coldnia desta é
constituida de somente um tipo de fago, ou seja, todos os fagos de uma colénia isolada tém o
mesmo DNA, consequentemente, o peptideo adicionado a capa externa destes € idéntico.
Estas, uma vez coletadas, foram colocadas, uma col6nia por pogo, em placas de cultura (tipo
deepwell) contendo 1mL/po¢o de meio LB com ER2738 em fase inicial de cresimento. Apds
o0s processos de amplificacdo e purificacdo o DNA dos fagos foi extraido e sequenciado.

A quantidade de fagos selecionados durante os trés ciclos de selecdo foi estimada pela

titulacdo dos eluatos amplificados e ndo amplificados de cada ciclo.
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3.2.6 Extracd@o de DNA dos Fagos Especificos

Para a obtencéo de DNA dos fagos, 10,0 uL dos fagos purificados foram adicionados a
1,0 mL de cultura de ER2738 em fase de crescimento inicial em uma placa deepwell. A placa
foi vedada com um adesivo e incubada a 37°C, onde permaneceram sob agita¢ao vigorosa por
20 horas a 37°C. Apos a amplificacdo, as culturas foram centrifugadas por 50 minutos a 3700
rpm, para a sedimentagdo das bactérias.

O sobrenadante contendo os fagos foi transferido para outra placa onde adicionou-se
1/6 do volume total de PEG-NaCl e incubou-se em seguida no gelo a 4°C por 12 horas. Apds
incubagdo, a placa foi centrifugada por 40 minutos a 3700 rpm, a 4°C, foi descartado o
sobrenadante, e o precipitado ressuspendido em 100,0 uL. de Tampdo lodeto (Tris-HCI 10
mM, EDTA 1 mM, Nal 4 M), agitado vigorosamente e, entdo, adicionou-se 250,0 uL de
etanol absoluto (100%).

Apos incubacdo c, as placas foram centrifugadas por 40 minutos, a 3700 rpm, a 4°C, o
sobrenadante foi descartado, e em seguida, lavou-se o precipitado com 150,0 pL de etanol
70%, centrifugando mais uma vez por 15 minutos a 3700 rpm 4°C. O sobrenadante foi
desprezado e o precipitado (DNA dos fagos) suspenso em 15uL de dgua Miili-Q .

O DNA extraido dos fagos foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8% e
corado com brometo de etideo para verificar sua qualidade. Em seguida o DNA foi

sequenciado e analisado. Foram retiradas 10 amostras, aleatoriamente, dentre as 288 obtidas.

3.2.7 Sequenciamento do DNA dos fagos

O sequenciamento foi realizado utilizando o kit DYEnamicTM ET Dye Terminatior
Cycle Kit (Amersham Biosciences) e um sequenciador automatico MegaBace 1000
(Amersham Biosciences) no Laboratério de Nanobiotecnologia (UFU). Para a reacdo do
sequenciamento, foi utilizado o primer M13 (5-HOCCCTCATAGTTAGCGTAACG -3'-
Invitrogen) que amplifica a regido do DNA do fago correspondente aos insertos dos
aminodcidos codificantes dos peptideos randémicos fusionados na proteina PIII.

Foi utilizado 500ng de DNA molde, 5pmol do primer e Premix (DYEnamic ET Dye
Terminator Cycle Kit — Amersham Biosciences). Para a realizacdo da reacdo de 35 ciclos foi

utilizado um termociclador de placas (MasterCycler-Eppendorf) nas seguintes condigdes:
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desnaturacéo (a 95°C por 20 segundos); anelamento do primer (a 58°C por 15 segundos) e
extensdo (a 60°C por um minuto).

O DNA sequenciado foi precipitado com 1uL de acetato de amdnio e 27,5uL etanol.
Posteriormente, a placa foi centrifugada por 45 minutos, a 3700rpm e o sobrenadante
descartado. Adicionou-se 150uL de etanol 70% ao DNA precipitado e centrifugou-se por 15
minutos, a 3700rpm. A solucdo de etanol foi descartada e os precipitados resultantes foram
ressuspendidos em 10pL do tampéo de diluicdo (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit —
Amersham Biosciences). A leitura do sequenciamento foi realizada no sequenciador
automatico MegaBace 1000 (Amersham Biosciences) no Laboratério de Nanobiotecnologia
(UFU).

A andlise das sequéncias de DNA provenientes do sequenciador automatico foi
processada em software do préprio equipamento (Sequence Analyser, Base Caller, Cimarron
3.12, Phred 15).

3.2.8 Selecdo dos fagos de interesse (Screening)

Devido ao grande numero de fagos sequenciados, estes foram submetidos a um ELISA
com o sobrenadante dos fagos isolados e amplificados, para verificar a reatividade destes
frente ao anticorpo IgY usado no biopanning, a fim de selecionar aqueles que melhor
distinguiam positivo de negativo.

Para realizacdo do teste ELISA, placas (Maxisorp — Nunc) foram sensibilizadas com
50 uL de IgY anti-Leptospira, anti-PME Hardjo e IgY controle, na concentracdo de 1ug/poco
e incubadas overnight a 4°C. Em seguida o contetdo foi descartado e a placa lavada uma vez
com PBS, apés a lavagem adicionou-se 300 pL de tampdo bloqueio PBS contendo 5% de
soro albumina bovina (PBS-BSA) e a placa foi incubada durante 1 hora a 37°C. Ap0s esse
periodo foram realizadas trés lavagens com PBS e entdo adicionou-se 50 pL do sobrenadante
dos fagos amplificados. As placas foram entdo incubadas por 1 hora e 30 minutos, 37°C e
lavadas novamente cinco vezes com PBST. Adicionou-se entdo 50 pL/poco de anticorpo
conjugado anti-M13 diluido 1:5000 em PBST-BSA e incubou-se a placa por 1 hora a 37°C.
Posteriormente, a placa foi lavada cinco e adicionou-se 50 pL de orto-fenilenodiamina (OPD,
DAKO) acrescido de H,0; a 30%. Apo6s 20 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz, a reacdo foi interrompida com a adigdo de 25 pL/pogo de H,SO,4 2N, efetuando-se em

seguida a leitura a 492 nm em espectrofotdmetro de microplaca (Thermo Plate - TP-Reader).
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Os fagos selecionados com IgY anti-PME e eluidos de forma competitiva que
apresentaram uma diferenca entre positivo e negativo superior a 15 vezes
(DOpositivo/DOnegativo) e os fagos selecionados com IgY anti-PME e IgY anti-Leptospira e
eluidos de forma &cida que apresentaram uma diferenca entre positivo e negativo superior a 2

vezes foram entdo submetidos a um novo teste ELISA, conforme item 3.2.9.

3.2.9 Teste de imunoreatividade dos fagos (ELISA)

Os testes de imunorreatividade foram realizados, segundo Prudencio (2008).

Os clones que apresentaram melhor resposta no ELISA sanduiche com sobrenadante
foram entdo submetidos a um novo teste ELISA sanduiche para confirmar a reatividade
destes, sendo que neste os fagos foram amplificados e purificados nas mesmas condigdes e
quantificados para que se entrasse com a mesma quantidade de fagos em todos 0s pocos.

Placas (Maxisorp — Nunc) foram sensibilizadas com 50 pL/pog¢o do anticorpo na
concentracdo de 1pg/pocgo de IgY anti-leptospira, IgY anti-PME e IgY controle e incubadas
overnight a 4°C. Em seguida o conteudo foi descartado e a placa lavada uma vez com PBS,
apos a lavagem adicionou-se 300uL de tampéo bloqueio (PBS, acrescido de 5% de BSA) e a
placa foi incubada durante 1 hora em estufa a 37°C . Apds esse periodo foram realizadas trés
lavagens com PBS e entdo adicionou-se 50uL dos fagos diluidos em tampao bloqueio a uma
concentracdo de 10*'/poco dos fagos selecionados purificados e incubou-se a placa por 1 hora
e 30 minutos a 37°C. A placa foi lavada novamente cinco vezes com PBST e adicionou-se
anticorpo conjugado anti-M13 diluido 1:5000 em PBST+BSA 5% e incubada por 1 hora a
37°C. A placa foi lavada mais cinco vezes apos esse periodo e adicionou-se 100 uL de OPD.
Ap0s 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reacdo foi interrompida com a

adicdo de 25 plL/poco de H,SO4 2N, efetuando-se em seguida a leitura a 492 nm em

espectrofotdbmetro de microplaca Thermo Plate - TP-Reader.

Em cada placa foram incluidas duas amostras de fago selvagem, como controles
negativos diluidos e incubados nas mesmas condi¢des, para o calculo de cut off, o qual foi
estabelecido pela média dos valores de densidade 6ptica (DO) dos controles negativos mais
dois desvios padrdo. Os resultados foram expressos como indice ELISA (IE) com
previamente proposto por (Prudencio, 2008) da seguinte forma: IE = DOamostra/ DOcut off, ONdE

os valores de IEs maiores que 1 foram considerados positivos e os IEs menores que 1 foram
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considerados negativos.Portanto, os clones que apresentaram IE superior a 1 frente aos
anticorpos IgY anti-PME e IgY anti-Leptospira e IE inferior a 1 frente a IgY controle foram
selecionados e suas sequéncias comparadas com sequéncias de proteinas da base de dados do
GenBank.

3.2.10 Andlise de dados in Silico

Apobs o sequenciamento, as sequéncias dos fagos foram comparadas com sequéncias
de proteinas da base de dados do GenBank, utilizando Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) software (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) (ALTSCHUL et al, 1997). A
pesquisa foi restrita a Leptospira spp quando os fagos foram selecionados apartir de IgY anti-
leptospira e quando foram selecionados a partir de IgY anti-PME Hardjo restrita a Leptospira

interrogans sorovar Hardjo.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Teste de reatividade com a IgY Purificada

Observou-se que o pico na producédo de anticorpos ocorreu entre a 5° e 6° semana ap0s
a primeira imunizacdo (Figura 2), por isso 0s anticorpos da 5° semana foram selecionados
para o biopanning.

Segundo Lafetd (2006) o perfil protéico das proteinas de membrana externa da
Letpospira interrogans sorovar Hardjo possui muitas similaridades com o perfil protéico da
membrana externa de L. interrogans, portanto devido a essa semelhanca essas foram
utilizadas como antigeno no ELISA. Observou-se que tanto animais imunizados com PME
Hardjo, como as galinhas inoculadas com uma suspensdo de Leptospiras inativadas
desenvolveram anticorpos reativos a proteinas de membrana externa do sorovar Hardjo.

Na semana zero, ou seja antes da inoculacéo, a absorbancia no ELISA € 0,177 o que
indica que sua atividade especifica foi insignificante e, portanto, poderia ser empregada como

um controle negativo.
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Figura 2: Cinética da producédo de anticorpos IgY nas amostras de gema de ovo de galinhas

obtida pelo teste ELISA durante 10 semanas. As setas vermelhas indicam as imunizagdes com PME e
as setas azuis as imunizacdes com Leptospira spp. em suspensao
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3.3.2 Biopanning (Selecéo de fagos)

A quantidade de fagos selecionados durante os trés ciclos de selecédo foi estimada pela
titulacdo dos eluatos amplificados (entrada) e ndo amplificados (saida) de cada ciclo (Tabelas
1,2e3).

Tabela 1: Resultado da titulacéo realizada em cada round do biopanning, dos fagos que que
tiveram como alvo IgY anti-Pme Hardjo e foram eluidos competitivamente com PME Hardjo.

Ciclos de Selecdo Entrada Saida
Primeiro 2x10™ 7x10°
Segundo 1x10™ 3x10*
Terceiro 2x10* 4,3x10*

Tabela 2: Resultado da titulacdo realizada em cada round do biopanning, dos fagos que
tiveram como alvo IgY anti-Pme Hardjo e foram eluidos de forma acida.

Ciclos de Selecdo Entrada Saida
Primeiro 2x10™ 1x10°
Segundo 1x10™ 3,3x10°

Terceiro 4,8x10% 1,6x10°
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Tabela 3: Resultado da titulagéo realizada em cada round do biopanning, que tiveram como
alvo IgY anti-Leptospira.

Ciclos de Selegdo Entrada Saida
Primeiro 2x10™ 4x10°
Segundo 1x10™ 6x10°
Terceiro 5,2x10" 3,1x10°

3.3.3 Sequenciamento do DNA dos fagos

Foram sequenciados 96 clones de cada estratégia de selecdo utilizada, sendo que dos
96 clones selecionados com IgY anti-PME Hardjo e eluidos de forma acida, apenas 40
apresentaram sequéncias validas (sem erros de sequenciamento), com 34 sequéncias distintas
(Apéndice A). Engquanto os clones selecionados com IgY anti-PME Hardjo e eluidos de forma
competitiva apresentaram 68 sequéncias validas, com 63 sequéncias distintas (Apéndice B).
Ja os clones selecionados com IgY anti-Leptospira inativada apresentaram 44 sequéncias
validas, com 35 sequéncias distintas (Apéndice C). Os Apéndices A, B e C mostram a
sequéncia e frequéncia dos clones obtidos.

Portanto, apds trés ciclos de selecdo, foram obtidas 132 sequéncias distintas de

peptideos, nas diferentes estratégias de selecéo.

3.3.4 Teste de Reatividade dos fagos (Screening)

Devido ao grande numero de fagos selecionados, realizou-se um ELISA sanduiche
com as IgY purificadas utilizadas no biopanning e o sobrenadante de meio de cultura, obtidos
apos o terceiro ciclo de selecdo para verificar a reatividade ao alvo (Figuras 3, 4 e 5). O
objetivo desta etapa foi individualizar e selecionar apenas 0s clones que apresentaram maior
diferenca entre positivo e negativo.

Sendo que os fagos que apresentaram uma diferenca (DOpositivo/DOnegativo) maior
que 1,5 vezes para os fagos selecionados com IgY anti-PME e eluidos de forma competitiva,
e uma diferenca superior a 2 vezes para 0s fagos selecionados com IgY anti-PME e IgY anti-

Leptospira, foram submetidos a um outro ELISA.
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Observou-se que dos 63 clones selecionados com IgY anti-PME Hardjo e eluidos
competitivamente, apenas trés foram selecionados para testes posteriores pois estes
apresentaram uma diferenca (DOpositivo/DOnegativo) maior que 1,5 vezes. Foram os clones
A2, C4, C9 (Figura 3).

Figura 3: Reatividade dos fagos selecionados competitivamente frente aos anticorpos IgY
anti-PME e IgY controle
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Observou-se que dos 34 clones selecionados com anticorpo anti-PME e eluidos de

forma &cida, foram selecionados sete para testes posteriores, pois estes apresentaram uma
diferenca (DOpositivo/DOnegativo) maior que 2 vezes. Foram os clones A5, D5, H8, F10,
H10, D11 e D12 (Figura 4).

Figura 4: Reatividade dos fagos selecionados frente aos anticorpos IgY anti-PME acido e IgY
controle
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Observou-se que dos 35 clones selecionados com IgY anti-Leptospira seis foram
selecionados para testes posteriores pois estes apresentaram uma diferenca
(DOpositivo/DOnegativo) maior que 2 vezes. Foram os clones: A3, C4, C7, H7, B8 e D8
(Figura 5).

Figura 5: Reatividade dos fagos selecionados frente aos anticorpos IgY anti-Leptospira e IgY

controle
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Os clones selecionados no screening, foram entdo submetidos a outro teste ELISA
sanduiche em condi¢fes iguais para todos os clones, para verificar a especificidade destes,
todos os clones selecionados foram testados tanto com anticorpos IgY anti-leptospira quanto
com anticorpos anti-PME Hardjo (Figura 6).

Os clones que apresentaram IE superior a 1 frente aos anticorpos IgY anti-PME e IgY
anti-Leptospira e IE inferior a 1 frente a IgY controle foram selecionados e suas sequéncias
foram comparadas com sequéncias de proteinas da base de dados do GenBank, utilizando
BLAST. Foram os clones: PMEcomp16 (C4), PMEac9 (A5), PMEacl1l (D5), PMEac18 (H8),
PMEac27 (F10), PMEac33 (D12), Lep4 (A3), Lep5 (C4) e Lepl8 (B8) (Figuras 6).
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Figura 6: Reatividade dos clones de fagos frente as IgY purificadas de galinhas inoculadas
com PME Hardjo, Leptospiras e controle
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Dos 132 fagos que apresentaram sequéncias validas, sem erros de identificacdo, nove
foram selecionados. No ensaio imunoenzimatico realizado, observou-se que de todos os
peptideos testados, os peptideos PMEcompl16, PMEac9, PMEacll, PMEac18, PMEac27,
PMEac33, Lep4, Lep5 e Lepl8 demonstraram potencial diagnostico.

3.3.5 Analise in Silico

A sequéncia dos nove fagos mais reativos foram comparadas com sequéncias de

proteinas do banco de dados do GenBank usando BLASTP, os resultados encontram-se na

Tabela 4.
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Tabela 4: Fagos com similaridade significativa para proteinas anteriormente descritas para
Leptospira interrogans

Peptideo Sequéncia Proteinas do BLAST N° de Acesso
PMEcompl6  DLFSVHWPPLKA Lipoproteina de Membrana externa (Hardjo) AAT65970.1
Lipl32, partial (Hardjo) AFC76104.1
Proteina de membrana externa fator de viruléncia ADL14250.1
SecY (Hardjo) ACC60964.1
PMEac9 GLRDLSKEKLYR Lipoproteina de Membrana externa (Hardjo) AAT65970.1
Lipl32, partial (Hardjo) AFC76104.1
Proteina de membrana externa fator de viruléncia ADL14250.1
SecY (Hardjo) ACC60964.1
PMEacl11 GLKSLPSPPASQ  Lipoproteina de Membrana externa (Hardjo) AAT65970.1
Lipl32, partial (Hardjo) AFC76104.1
Proteina de membrana externa fator de viruléncia ADL14250.1
PMEac18 DESVLGDTFYRM Lipoproteina de Membrana externa (Hardjo) AAT65970.1
Lipl32, partial (Hardjo) AFC76104.1
Proteina de membrana externa fator de viruléncia ADL14250.1
PMEac27 GMKDLHALPTSS Lipoproteina de Membrana externa (Hardjo) AAT65970.1
PMEac33 ERMSVTPSISYV  Proteina de membrana externa fator de viruléncia ADL14250.1
Proteina de Membrana externa (Hardjo) AAT65970.1
Lipl32, partial (Hardjo) AFC76104.1
Lep4 SRLAVTPNTQHP  LenE Leptospira interrogans sorovar:
Grippotyphosa ABV552361
Canicola ABV006941
Copenhageni ABU98649.1
Bratislava ABU88672.1
Pomona ABUB88667.1
Lep5 DDHRIGLLHTRP  Lipl41 Leptospira interrogans sorovar:
Canicola AAU04606.1
Pomona AAU4601.1
Wolffi AAU4602.1
Linhai AAU04599.1
Lipoproteina (Copenhageni) YP 000712.1
Lepl8 NISIRHTTPWVS LenE Leptospira interrogans sorovar:
Grippotyphosa ABV552361
Canicola ABV006941
Copenhageni ABU98649.1
Bratislava ABU88672.1
Pomona ABU88667.1
LigA (Icterhaemorragiae) ACU87695
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3.4 DISCUSSAO

Analisando a resposta imune das galinhas inoculadas com PME Hardjo e Leptospira
inativada, foi possivel demonstrar a capacidade de utilizar galinhas para producdo de
anticorpos policlonais especificos anti-Leptospira e anti-PME do sorovar Hardjo.

Estratégias de selecdo de mimetopos usando anticorpos policlonais de galinha tém
sido pouco exploradas, apesar de oferecerem vantagens em relacdo a anticorpos de mamiferos
(BENTLEY et al., 2000, LEE et al., 2007, MANHANI et al., 2011; PRUDENCIO et al.,
2011). Uma das vantagens mais importantes é que os anticorpos IgY reconhecem um maior
namero de epitopos quando usado para deteccdo de antigenos relacionados mamiferos
(CARLANDER et al., 1999).

No biopanning, observou-se que durante os ciclos de selegdo houve um
enriquecimento do nimero de fagos, ja esperado pelo fato de que, a cada ciclo, clones/fagos
com determinas sequéncias foram retidos para subsequente eluicdo e amplificacdo no ciclo
seguinte. Os titulos dos fagos na entrada do biopanning foram sempre maiores que os titulos
de saida, pois os fagos com maior afinidade aos anticorpos especificos estdo ligados a este, e
os fagos com baixa ou sem afinidade s@o removidos por sucessivas lavagens (SAWADA et
al., 2011).

Através dos testes de reatividade, verificou-se que nove peptideos foram especificos
para o alvo utilizado na selecéo, confirmando a especificidade do processo de selecéo.

Todos os nove fagos selecionados apresentaram peptideos semelhantes a sequéncia de
proteinas de membrana externa (PME) de Leptospiras, indicando que estes peptideos em
questdo podem ser miméticos a proteinas imunogénicas de Leptospira interrogans. As PMEs,
em particular aquelas expostas na superficie celular, sdo os candidatos vacinais considerados
mais promissores, por estarem diretamente envolvidas na interacdo das bactérias com a célula
hospedeira (CULLEN et al., 2003; PALANIAPPAN; RAMANUJAM; CHANG, 2007).

A identificacdo de proteinas conservadas entre as leptospiras patogénicas é um foco
importante das pesquisas atuais sobre leptospirose, pois estas poderiam gerar uma protecdo
cruzada contra varios sorovares (HAAKE, 1991; NALLY et al., 2005).

A capacidade das espiroquetas de aderir a superficie de células eucarioticas, a
proteinas de matriz extracelular e outros ligantes do hospedeiro, como a laminina, colagenos

tipo | e 1V, fibronectina, fibrinogénio, elastina e proteoglicanos, é essencial para patogénese
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da leptospirose (HAAKE, 2000; BARBOSA et al.,, 2006; BREINER et al., 2009). As
leptospiras apresentam moléculas de adeséo associadas a superficie, geralmente chamadas de
adesinas, entre estas encontram-se as proteinas Len, LigA e Lipl32, as quais os fagos
selecionados nesta pesquisa apresentaram sequéncias semelhantes.

As proteinas Len pertencem a uma familia de proteinas de membrana externa, também
denominadas “Leptospiral endostatin-like protein”, por apresentarem semelhanga estrutural e
funcional com a endostatina de mamiferos, apresenta varios componentes (LenA, LenB,
LenC, LenD, LenE, LenF), recentemente descritas (STEVENSON et al., 2007)

A proteina Len pode interagir com a laminina, fibronectina e proteinas reguladoras do
complemento, facilitando assim a invaséo e colonizacgéo do tecido hospedeiro e protegendo a
Leptospira da resposta imune do hospedeiro (STEVENSON et al., 2007; CINCO, 2010) .

As leptospira patogénicas apresentam uma familia de proteinas semelhantes a
imunoglobulina, LigA, LigB e LigC. LigA é uma lipoproteina de 130 kDa exposta na
superficie, expressa durante a infeccdo e € altamente imunogénica, se liga a componentes da
matriz extracelular, como elastina, colageno tipo I e IV, laminina e fibronectina podendo,
portanto, estar envolvidos na adesao e invasao celular (MATSUNAGA et al., 2003; CHOY et
al., 2007; LIN et al., 2009).

A LigA tem sido pesquisada quanto ao seu potencial vacinal e diagnostico,
principalmente devido ao fato, de estar presente apenas em leptospiras patogénicas e ainda a
diminuicdo da sua expressdao foi correlacionada a perda da letalidade no hospedeiro
(MATSUNAGA et al., 2003; KOIZUMI; WATANABE, 2004; PALANIAPPAN et al., 2004;
PALANIAPPAN et al., 2006; SILVA et al., 2007). Alem disso, o gene lig mostrou ser util na
a deteccdo de leptospiras patogénicas (PALANIAPPAN et al., 2005).

As lipoproteinas sdo as proteinas predominantes na membrana das espiroquetas e por
estarem localizadas na superficie da bactéria, desempenham varias funcbes relacionadas a
adaptacdo e interacdo com o0 meio ambiente (CULLEN et al., 2005; HAAKE, 2000; HAAKE;
MATSUNAGA, 2002).

A lipoproteina mais abundante na membrana externa das Leptospiras é a LipL32,
altamente conservada nas espécies patogénicas, tanto in vitro como in vivo, e ndo detectada
nas espécies saprofiticas (HAAKE et al, 2000; GUERREIRO et al., 2001; MALMSTROM et
al., 2009).

A lipL32 também se liga a laminina, colagenos I, IV e V, e fibronectina e ainda

demonstrou-se que esta potencializa a hemdlise mediada pela esfigomielinase H (SphH),
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sendo denominada também de Hap-1 (proteina associada a hemolise) (HAAKE et al., 2000;
HAUK et al., 2008; HOKE et al., 2008).

O alto grau de conservacdo de LipL32 entre as diferentes espécies de Leptospiras
patogénicas e seu alto poder imunogénico, mais de 95% de pacientes com leptospirose
produziram anticorpos contra LipL32, indicam que estratégias de sorodiagnostico e vacinas
baseadas neste antigeno podem ser efetiva independente do sorovar (GUERREIRO, et al.,
2001).

A LipL41 é uma lipoproteina de membrana externa que associada a OmpL1, uma
proteina transmembrana, ambas expostas na supeficie celular, demonstraram agir
sinergicamente induzindo a protecdo contra leptospirose em hamsters, embora nenhuma das
proteinas individualmente tenha induzido a imunidade protetora (HAAKE et al., 1999).

O gene que codifica a preproteina translocase, SecY, tem valor de diagnostico e
potencial para resolver questbes taxondmicas em Leptospira, € muito usado em PCR
(GRAVEKAMP et al., 1993; ZUERNER et al., 2000).

Pesquisas tém demonstrado que fagos selecionados a partir de bibliotecas com
anticorpos podem ser utilizados como imundgenos, estimulando a respostas de anticorpos e
proporcionando uma protecdo in vivo (IRVING et al., 2001).

Analisando as proteinas as quais os peptideos foram similares, verifica-se que muitas
sdo consideradas bons imundgenos (GUERREIRO, et al., 2001; MATSUNAGA et al., 2003;
CHOY et al., 2007; LIN et al., 2009) demonstrando assim que os peptideos selecionados neste
estudo, tém potencial, podendo futuramente serem utilizados para vacina¢cdo ou mesmo, como
ensaio diagnostico.

Tungtrakanpoung et al. (2006) utilizando anticorpos monoclonais e soro de
pacientes  positivos para leptospirose  obteve peptideos  especialmente;
LTPCDXPTFGS e TPCIXXGSAS e CSNXSKR, que quando alinhados com proteinas
de Leptospira interrogans, apresentaram sequéncias semelhantes a proteinas de
membrana exterior (GenBank adesdo Numero AAN49104), termolisina proteina
precursora (GenBank numero de acesso YP_003227.1), e hipotética proteina
LIC12228 (adesdo GenBank Numero YP_002163.1).
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3.5 CONCLUSAO

Os anticorpos policlonais IgY, produzidos por meio da imunizacdo de galinhas com
PME do sorovar Hardjo e suspensdo de Leptospiras inativadas mostraram-se especificos para
Leptospira e foram eficientes, quando usados no processo de selecdo bioldgica, para
selecionar peptideos similares a proteinas de Leptospira spp. Foram selecionados nove
peptideos com similaridade a proteinas de Leptospira interrogans consideradas imunogénicas.
Os peptideos foram similares a proteinas de membrana externa, lipoproteina, LipL32, LipL41,
LigA, SecY, LenE.



70

REFERENCIAS

ADLER, B.; MOCTEZUMA, A. P. Review: Leptospira and leptospirosis. Veterinary
Microbiology, Amsterdam, v.140, n.3-4, p. 287-296, Jan., 2010.

AKITA, E.M.; NAKAI, S. Comparison of four purification methods for the production of
immunoglogulins from eggs laid by hens immunized with a enterotoxigenic Escherichia coli
strain. Journal of Immunological Methods, Amsterdam, v.2, n.160, p.207-214, Abr., 1993.

ALT, D. P.; ZUERNER, R. L.; BOLIN, C. A. Evaluation of Antibiotics for Treatment of
Cattle Infected With Leptospira borgpetersenii Serovar Hardjo. Journal of the American
Veterinary Medical Association, Schaumburg, v.219, n. 5, p.636-639, Set., 2001.

ALTSCHUL, F. F.; MADDEN, T. L.; SCHA'FFER, A. A.; ZHANG, J.; ZHANG, Z;
MILLER, W.; LIPMAN, D. J. Gapped BLAST and PSIBLAST: a new generation of protein
database search programs. Nucleic Acids Research, Oxford, v.25, n.17, p.3389-3402, 1997.

BARBAS IlI, C. F.; BURTON, D. R.; SCOTT, J. K.; SILVERMAN, G. J. Phage Display: A
Laboratory Manual. Plain view, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001.

BARBOSA, A. S.; ABREU, P. A. E.; NEVES, F. O.; ATZINGEN, M. V.; WATANABE, M.
M.; VIEIRA, M. L.; MORAIS, Z. M.; VASCONCELLOQOS, S. A,; NASCIMENTO, A. L. T.O.
A newly identified leptospiral adhesin mediates attachment to laminin. Infection and
Immunity, Washington, v.74, n.11, p.6356-6364, Nov., 2006.

BENTLEY, L.; FEHRSEN, J.; JORDAAN, F.;, HUISMANS, H.; DU PLESSIS, D. H.
Identification of antigenic regions on VP2 of African horsesickness virus serotype 3 by using
phage-displayed epitope libraries. Journal of General Virology, Londres, v.81, Pt.4, p.993—
1000, Abr., 2000.

BHARTI, A.; NALLY, J.; RICALDI, J; MATTHIAS, M.; DIAZ, M;, LOVETT, M,
LEVETT, P.; GILMAN, R.; WILLIG, M.; GOTUZZO, E.; VINETZ, J. Leptospirosis: a
zoonotic disease of global importance. Lancet Infectious Diseases, Nova York, v.3, n.12,
p.757-771, Dez., 2003.

BREINER, D. D.; FAHEY, M.; SALVADOR, R.; NOVAKOVA, J.; COBURN, J.
Leptospira interrogans binds to human Cell Surface Receptors including proteoglycans.
Infection and Immunity, Washington, v. 77, n.12, p.5528-5536, Dez., 20009.

CARLANDER, D. Avian IgY antibody. In vitro and in vivo. 2002. 53f. Tese (Doutorado
em Quimica Clinica) — Uppsala University, Sweden, 2002.

CARLANDER, D.; KOLLBERG, H.; WEJAKER, P. E.; LARSSON, A. Prevention of
chronic Pseudomonas aeruginosa colonization by gargling with specific antibodies. In: SIM,
J. S. (Ed.). Egg Nutrition and Biotechnology. Wallingford: CAB International, 1999. p.371-
374.

CINCO, M. New insights into the pathogenicity of leptospires: evasion of host defences. New
Microbiologica, Pavia, v.33, n.4, p.283-292, Out., 2010.



71

CHOY, H. A;; KELLEY, M. M.; CHEN, T. L.; MOLLER, A. K.; MATSUNAGA, J;
HAAKE, D. A. Physiological osmotic induction of Leptospira interrogans adhesion: LigA
and LigB bind extracellular matrix proteins and fibrinogen. Infection and Immunity,
Washington, v.75, n.5, p.2441-2450, Mai., 2007.

CULLEN, P.A.; HAAKE, D.A.; BULACH, D.M.; ZUERNER, R.L.; ADLER, B. LipL21 is a
novel surface-exposed lipoprotein of pathogenic Leptospira species. Infection and
Immunity, Washington, v.71, n.5, p.2414 — 2421, Mai., 2003.

CULLEN, P. A;; XU, X.; MATSUNAGA, J.; SANCHEZ, Y.; KO, A. |.; HAAKE, D. A,
ADLER, B. Surfaceome of Leptospira spp. Infection and Immunity, Washington, v.73, n.8,
p.4853-4863, Ago., 2005.

CUNNINGHAM, T. M.; WALKER, E. M.; MILLER, J. N.; LOVETT, M. A. Selective
release of Treponema pallidum outer membrane and associated polypeptides with triton x-
114. Journal of Bacteriology, Washington, v.170, n.12, p.5789-5796, Dez.,1988.

FAINE, S.; ADLER, B.; BOLIN, C.; PEROLAT, P. Leptospira and leptospirosis. 3.ed.
Melbourne: MediSci, 1999. 272p.

GAMBERINI, M.; GOMEZ, R. M.; ATZINGEN, M. V., MARTINS, E. A;
VASCONCELLOS, S. A.; ROMERO, E. C,; LEITE, L. C.; HO, P. L.; NASCIMENTO, A. L.
Whole-Genome Analysis of Leptospira Interrogans to Identify Potential Vaccine Candidates
Against Leptospirosis. FEMS Microbiological Letters, Amsterdam, v. 244, n.2, p. 305-313,
Mar., 2005.

GRAVEKAMP, C.; VAN DE KEMP, H.; FRANZEN, M.; CARRINGTON, D.; SCHOONE,
G. J; VAN EYS, G. J.; EVERARD, C. O.; HARTSKEERL, R. A.; TERPSTRA, W. J.
Detection of seven species of pathogenic leptospires by PCR using two sets of primers.
Journal of General Microbiology, Londres, v.139, n.8, p.1691-1700, Ago., 1993.

GUERREIRO, H.; CRODA, J.; FLANNERY, B.; MAZEL, M.; MATSUNAGA, J;
GALVAO, R. M.; LEVETT, P. N.; KO, Al.; HAAKE, D. A. Leptospiral Proteins
Recognized During the Humoral Immune Response to Leptospirosis in Humans. Infection
and Immunity, Washington, v. 69, n.8, p. 4958-4968, Ago., 2001.

HAAKE, D. A,; CHAO, G.; ZUERNER, R. L.; BARNETT, J. K;; BARNETT, D.; MAZEL,
M.; MATSUNAGA, J.; LEVETT, P. N.; BOLIN, C. The leptospiral major outer membrane
protein LipL32 is a lipoprotein expressed during mammalian infection. Infection and
Immunity, Washington, v.68, n.4, p. 2276-2285, Abr., 2000.

HAAKE, D. A.; MATSUNAGA, J. Characterization of the Leptospiral Outer Membrane and
Description of Three Novel Leptospiral Membrane Proteins. Infection and Immunity,
Washington, v.70, n.9, p.4936-4945, Set., 2002.

HAAKE, D. A.; MAZEL, M. K; MCCOY, A M., MILWARD, F.; CHAO, G,;
MATSUNAGA, J.; WAGAR, E. A. Leptospiral outer membrane proteins OmpL1 and LipL41
exhibit synergistic immunoprotection. Infection and Immunity, Washington, v.67, n.12,
p.6572-82, Dez., 1999.



72

HAAKE, D.A.; WALKER, E.M.; BLANCO, D.R. et al. Changes in the surface of Leptospira
interrogans serovar Grippotyphosa during “in vitro” cultivation. Infection and Immunity,
Washington, v.59, n.3, p.1131-1140, Mar., 1991.

HARTWIG, D. D. Vacina Recombinante de Subunidade contra Leptospirose: Avaliacao
do Potencial Imunogénico de Lipoproteinas. 2006. 65f. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia Agricola) - Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2006.

HAUK, P.; MACEDO, F.; ROMERO, E. C.; VASCONCELLOS, S. A;; DE MORAIS, Z. M;
BARBOSA, A. S.; HO, P. L. In LipL32, the major leptospiral lipoprotein, the C terminus is
the primary immunogenic domain and mediates interaction with collagen IV and plasma
fibronectin. Infection and Immunity, Washington, v.76, n.6, p.2642—-2650, Jun., 2008.

HOKE, D. E.; EGAN, S.; CULLEN, P. A.;; ADLER, B. LipL32 Is an extracellular matrix-
interacting protein of Leptospira spp. and Pseudoalteromonas tunicata. Infection and
Immunity, Washington, v.76, n.5, p.2063-2069, Mai., 2008.

IRVING, M. B.; PAN, O.; SCOTT, J. K. Random peptide libraries and antigen-fragment
libraries for epitope mapping and the development of vaccines and diagnostics. Current
Opinion in Chemical Biology, Londres, v.5, p.314-324, Jun., 2001.

KOIZUMI, N.; WATANABE, H. Leptospiral immunoglobulin-like proteins elicit protective
immunity. Vaccine, Kidlinton, v. 22, n.11-12, p.1545-1552, Mar., 2004.

LARSSON, A.; CARLANDER, D., WILHELMSON, M. Antibody response in laying hens
with small amounts of antigen. Food and Agricultural Immunology, v.10, n.1, p.29-36,
Fev., 1998.

LAFETA, B.N. Perfil protéico da membrana externa de Leptospira interrogans
sorovariedade hardoprajitno. 2006. 36 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) -
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2006.

LEE, Y. C.; LEU, S. J.; HUNG, H. C.; WU, H-H.; HUANG, I.-J.; HSIEHE, W-S.; CHIUF,
W-T.; HSIEHG, M-S.; CHENGH, T. F.; YANG Y-Y. A dominant antigenic epitope on
SARS-CoV spike protein identified by an avian single-chain variable fragment (scFv)-
expressing phage. Veterinary Immunology and Immunopathology, Amsterdam, v.117, n.1-
2, p.75-85, Mai., 2007.

LIN, Y. P.; CHANG, Y. F. A domain of the Leptospira LigB contributes to high affinity
binding of fibronectin. Biochemical and Biophysical Research Communications, Orlando,
v.382, n.2, p.443-448, Out., 2007.

MALMSTROM, J.; BECK, M.; SCHMIDT, A.; LANGE, V., DEUTACH, E. W,
AEBEEEERRSOLD, R. Proteome-wide cellular protein concentrations of the human
pathogen Leptospira interrogans. Nature, London, v.460, n.7256, p.762-765, Ago., 2009.

MANHANI, M. N. Selecdo de peptideos reconhecidos por imunoglobulinas Y anti-
metacestodeo de Taenia solium por phage display. 2009. 98f. Dissertagdo (Mestrado em


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Manhani%20MN%22%5BAuthor%5D

73

Imunologia e Parasitologia Aplicadas) - Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia,
2009.

MANHANI, M. N., RIBEIRO, V.S.; UEIRA-VIERIA, C.; GOULART, L.R.; COSTA-
CRUZ, JM.. Specific phage-display peptides discriminate different forms of
neurocysticercosis by antibody detection in the serum samples. Parasite Immunology,
Oxford, v.33, n.6, p322-329, Jun., 2011.

MANOUTCHARIAN, K.; TERRAZAS, L. I.; GEVORKIAN, G.; ACERO, G,
PETROSSIAN, P.; RODRIGUEZ, M.; GOVEZENSKY, T. Phage-Displayed T-Cell Epitope
Grafted into Immunoglobulin Heavy-Chain Complementarity-Determining Regions: an
Effective Vaccine Design Tested in Murine Cysticercosis. Infection and Immunity,
Washington, v.67, n.9, p. 4764-4770, Set., 1999.

MATSUNAGA, J.; BAROCCHI, M. A.; CRODA, J.; YOUNG, T. A.; SANCHEZ, Y.;
SIQUEIRA, I.; BOLIN, C. A,; REIS, M. G.; RILEY, L. W.; HAAKE, D. A.; KO, A. I.
Pathogenic Leptospira species express surface-exposed proteins belonging to the bacterial
immunoglobulin superfamily. Molecular Microbiology, Salem, v.49, n.4, p.929-946, Ago.,
2003.

MCBRIDE, A. J., D. A. ATHANAZIO, M. G. REIS, AND A. I. KO. Leptospirosis. Current
Opinion in Infectious Diseases, Philadelphia, v.18, n.5, p.376-386, Out., 2005.

NALLY, J. E.; CHOW, E.; FISHBEIN, M. C.; BLANCO, D. R.; LOVETT, M. A. Changes in
lipopolysaccharide O antigen distinguish acute versus chronic Leptospira interrogans
infections. Infection and Immunity, Washington,v.73, n.6, p.3251-3260, Jun., 2005.

PALANIAPPAN, R U.M.; MCDONOUGH, S. P.; DIVERS, T. J.; CHEN, C. S.; PAN, M. J,;
MATSUMOTO, M.; CHANG, Y. F. Immunoprotection of recombinant Leptospiral
immunoglobulin-like protein a against Leptospira interrogans serovar pomona infection.
Infection and Immunity, Washington,v.74, n.3, p.1745-1750, Mar., 2006.

PALANIAPPAN, R. U; RAMANUJAM, S.; CHANG, Y. F. Leptospirosis: pathogenesis,
immunity, and diagnosis. Current Opinion in Infectious Diseases, Philadelphia, v.20, n.3,
p.284-292, Jun., 2007.

PALANIAPPAN, R. U.; CHANG, Y. F.; HASSAN, F.; MCDONOUGH, S. P.; POUGH, M.,
BARR, S. C.; SIMPSON, K. W.; MOHAMMED, H. O.; SHIN, S.; MCDONOUGH, P.;
ZUERNER, R. L.; QU, J.; ROE, B. Expression of leptospiral immunoglobulin-like protein by
Leptospira interrogans and evaluation of its diagnostic potential in a kinetic ELISA. Journal
of Medical Microbiology, Edinburgh, v.10, n. 53, Pt.10, p. 975-984, Out., 2004.

PALANIAPPAN, R. U.; CHANG, Y. F.; CHANG, C. F.; PAN, M. J.; YANG, C. W,;
HARPENDING, P.; McDONOUGH, S.P, DUBOVI, E.; DIVERS, T.; QU, J.; ROE, B.
Evaluation of lig-based conventional and real time PCR for the detection of pathogenic
leptospires. Molecular Cellular Probes, London, v.19, n.2, p.111-117, Dez., 2005.

PETERSEN, A. M.; BOYE, K.; BLOM, J.; SCHLICHTING, P.; KROGFELT, K. A. First
Isolation of Leptospira fainei Serovar Hurstbridge From Two Human Patients With Weil's
Syndrome. Journal of Medical Microbiology, Edinburgh, v.50, n.1, p.96-100, Jan., 2001.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Manhani%20MN%22%5BAuthor%5D

74

PRUDENCIO, C. R. Desenvolvimento de peptideos recombinates epitopos especificos do
Rhipicephalus (Boophilus) microplus selecionados por bibliotecas de phage display.
2008.150f. Tese (Doutorado em Genética e Bioquimica) - Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia, 2008.

PRUDENCIO, C. R.; CARDOSO, R.; RODRIGUES, A. A. R.; GOULART, L. R. Antigen
Fingerprinting of Polyclonal Antibodies Raised in Immunized Chickens with Total Tick
Proteins: a Reservoir for the Discovery of Novel Antigens. Journal of biological screening,
v.16, n.9, p.1027-1036, Out., 2011.

SAWADA, R.; PETERSON, C, Y.; GONZALEZ, A, M.; POTENZA, B, M.; MUELLER, B.;
COIMBRA, R.; ELICEIRI, B.; BAIRD, A. A phage-targeting strategy for the design of
spatiotemporal drug delivery from grafted matrices. Fibrogenesis & Tissue Repair, London,
v.17, p.4-7, Fev., 2011. DOI: http://dx.doi.org/10.1186/1755-1536-4-7

SILVA, E. F.; MEDEIROS, M. A.; MCBRIDE, A. J.; MATSUNAGA, J.; ESTEVES, G. S;
RAMOS, J. G.; SANTOS, C. S.; CRODA, J.; HOMMA, A.; DELLAGOSTIN, O. A,
HAAKE, D. A.; REIS, M. G.; KO, A. I. The terminal portion of leptospiral immunoglobulin-
like protein LigA confers protective immunity against lethal infection in the hamster model of
leptospirosis. Vaccine, Kidlinton, v.25, n.33, p 6277-6286, Ago., 2007.

STEVENSON, B.; CHOY, H. A.; PINNE, M.; ROTONDI, M. L.; MILLER, M. C,;
DEMOLL, E.; KRAICZY, P.; COOLEY, A. E.; CREAMER, T. P.; SUCHARD, M. A,
BRISSETTE, C. A.; VERMA, A.; HAAKE, D. A. Leptospira interrogans endostatin-like
outer membrane protein bind host fibronectin, laminin and regulators of complement. PLoS
One, v.2,n.11, p. €1188, 2007. DOI:10.1371/journal.pone.0001188 88

SURUJBALLLI, O.; ELMGREN, C. Monoclonal antibodies suitable for incorporation into a
competitive enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) for the detection of specific
antibodies to Leptospira interrogans serovar Pomona. Veterinary Microbiology, Amsterdam,
v.71, n.1-2, p.149-159, Jan., 2000.

TUNGTRAKANPOUNG, R., PITAKSAJJAKUL, P., NA-NGARM, N., CHAICUMPA, W.,
EKPO, P., SAENGJARUK, P., FROMAN, G. AND RAMASOOTA, P. Mimotope of
Leptospira from phagedisplayed random peptide library is reactive with both monoclonal
antibodies and patients’ sera. Veterinary Microbiology, Amsterdam, v.115, n.1-3, p.54-63,
Jun., 2006.

WORLD HEALTH ORGANIZATION/ INTERNATIONAL LEPTOSPIROSIS SOCIETY
(WHO). Human Leptospirosis: Guidance for Diagnosis, Surveillance and Control. Geneva:
World Health Organization/International Leptospirosis Society, 2003.

ZUERNER, R. L.; HARTSKEERL, R. A; VAN DE KEMP, H.; BAL, A. E.
Characterization of the Leptospira interrogans S10-spc-alpha operon. FEMS Microbiology
Letters, v.182, n.2, p.303-308, Jan., 2000.



APENDICE A

75

Sequéncia traduzida de aminoacidos dos peptideos expressos nos clones de fagos
selecionados com IgY anti-PME e eluidos de forma &cida com suas respectivas frequéncias.

Localizaghio CLONE SEQUENCIA 36/96 FREQUENCIA
D1 PMEacl WGSSARYVLPMP 1/96 1,04%
F1 PMEac2 LTGGTGYSHDFR 1/96 1,04%
Gl PMEac3 GLKYLQYDWNKP 1/96 1,04%
A2 PMEac4 SPNHTAGPNSRS 1/96 1,04%
B2 PMEac5 DDMSWTRCCTSA 1/96 1,04%
B3 PMEac6 NATLQSWVRDAR 1/96 1,04%
G2 PMEac? SNPVVQLDRLLP 1/96 1,04%
H4 PMEac8 VHQQEKPSMFLT 2/96 2,08%
A5 PMEac9 GLRDLSKEKLYR 3/96 3,12%
B5 PMEac10 TLSRITVSTFTH 1/96 1,04%
D5 PMEac11 GLKSLPSPPASQ 1/96 1,04%
A6 PMEac12 GLSDLPHSALYF 1/96 1,04%
B6 PMEac13 TWKHPALGMQGH 1/96 1,04%
G6 PMEac14 GLRSLNAEWYLR 1/96 1,04%
D7 PMEac15 HDXLISGHRLQL 1/96 1,04%
B8 PMEac16 NNDLSLWSISKS 1/96 1,04%
o PMEac17 TMMGPLRTPDSA 1/96 1,04%
H8 PMEac18 DESVLGDTFYRM 1/96 1,04%
A9 PMEac19 SAQNPLFGPIAS 1/96 1,04%
B9 PMEac20 MHRSDLMSAAVR 1/96 1,04%
D9 PMEac21 GLKHLHDSTESQ 2/96 2,08%
E9 PMEac22 GIRDLYASLATH 1/96 1,04%
F9 PMEac23 AAHPSSMSEWPT 1/96 1,04%
G9 PMEac24 QNPQALVQISPK 1/96 1,04%

A10 PMEac25 NSQTQTLHLFPH 1/96 1,04%
D10 PMEac26 GLRDLIVPAVRL 3/96 3,12%
F10 PMEac27 GMKDLHALPTSS 1/96 1,04%
G10 PMEac28 GLKYHQSLQQYW 1/96 1,04%
H10 PMEac29 GLSDLIHQTTSH 1/96 1,04%
B11 PMEac30 AMNKTITKPLAI 1/96 1,04%
D11 PMEac31 GLKDFYPFKPLT 1/96 1,04%
G11 PMEac32 FRGSPEAQPTYF 1/96 1,04%
D12 PMEac33 ERMSVTPSISYV 1/96 1,04%
E12 PMEac34 HYSVESLLINST 1/96 1,04%
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Sequencia traduzida de aminoacidos dos peptideos expressos nos clones de fagos
selecionados com IgY anti-PME Hardjo e eluidos de forma competitiva e suas respectivas

frequéncias.

Localizagéo CLONE SEQUENCIA 65/96 FREQUENCIA
Al PMEcompl QHYNIVNTQSRV 2/96 2,08%
Bl PMEcomp2 LPAFFVTNQTQD 1/96 1,04%
C1 PMEcomp3 TLRLPIDQNNST 1/96 1,04%
F1 PMEcomp4 VPSYRITPNITP 1/96 1,04%
Gl PMEcomp5 GLKHLDWRTLRA 2/96 2,08%
H1 PMEcomp6 ATPHWLPPQVPW 1/96 1,04%
A2 PMEcomp7 AFETKLNPNVYA 1/96 1,04%
C2 PMEcomp8 DGRFASKPVRVH 1/96 1,04%
E2 PMEcomp9 STLPLSTQRGWL 1/96 1,04%
F2 PMEcomp10 GLPPYSPHRLAQ 1/96 1,04%
A3 PMEcompll STPLVTGTNNLM 1/96 1,04%
B3 PMEcomp12 DTLINRSRAATA 1/96 1,04%
F3 PMEcomp13 GLKWFAPGDPIK 1/96 1,04%
G3 PMEcomp14 SGLIPNKYPSSA 1/96 1,04%
B4 PMEcomp15 SILMSPGSVSSQ 1/96 1,04%
C4 PMEcomp16 DLFSVHWPPLKA 1/96 1,04%
D4 PMEcompl17 AGVMSPPHHVPP 1/96 1,04%
E4 PMEcomp18 SGLPHLSLNAPR 1/96 1,04%
H4 PMEcomp19 GLKFNTFASYSA 1/96 1,04%
C5 PMEcomp20 LTTRHPHYSLPT 1/96 1,04%
D5 PMEcomp21 LTPNNYDTPSFR 1/96 1,04%
ES PMEcomp22 GLSSLPTASKFY 1/96 1,04%
F5 PMEcomp23 DPFSLVPWGSFP 1/96 1,04%
H5 PMEcomp24 IPSLFTGELNVS 1/96 1,04%
B6 PMEcomp25 QFLAPLTLSSPW 1/96 1,04%
C6 PMEcomp26 TVLRTSSALPAT 1/96 1,04%
D6 PMEcomp27 EHMALTYPFRPP 2/96 2,08%
F6 PMEcomp28 GDPRPSYISHLL 1/96 1,04%
G6 PMEcomp29 GASEAPIAIKSL 1/96 1,04%
A7 PMEcomp30 LLADTTHHRPWT 1/96 1,04%
C7 PMEcomp31 NWQPLPWTYPEY 1/96 1,04%
D7 PMEcomp32 MKNQQSFYVTRG 1/96 1,04%
E7 PMEcomp33 MHHSHQLTDRIW 1/96 1,04%
F7 PMEcomp34 VTHSGLSRLTTM 1/96 1,04%
H7 PMEcomp35 HTKPAIAPHRPL 1/96 1,04%
A8 PMEcomp36 GLSWLDAIPLGN 1/96 1,04%
C8 PMEcomp37 GTSIATVWPPWF 1/96 1,04%
D8 PMEcomp38 FIFDTRNAGALN 1/96 1,04%
G8 PMEcomp39 YFPPFHPAHIRS 1/96 1,04%
H8 PMEcomp40 SYTNATYFPPQA 1/96 1,04%
B9 PMEcomp41l QYYGTQSTMSLS 1/96 1,04%
C9 PMEcomp42 GLKHFNSPITGL 2/96 2,08%
E9 PMEcomp43 SAHMHHKHYHLP 1/96 1,04%
F9 PMEcomp44 GLKHNSVSDWRP 1/96 1,04%
G9 PMEcomp45 GGHIYETWKRGH 1/96 1,04%

Al0 PMEcomp46 TWNQSTVHSLPR 1/96 1,04%
B10 PMEcomp47 TPFLPNVGTFSR 2/96 F12



C10
F10
H10
All
B11l
Cl1
D11
Ell
F11
H11l
Al2
B12
D12
E12
G12
H12

PMEcomp48
PMEcomp49
PMEcomp50
PMEcomp51
PMEcomp52
PMEcomp53
PMEcomp54
PMEcomp55
PMEcomp56
PMEcomp57
PMEcomp58
PMEcomp59
PMEcomp60
PMEcomp61
PMEcomp62
PMEcomp63

MHWHNVTPSSYA
VNCSPRTPFQDY
THPTQWPYKTSS
NSDHMPTILTRR
HSSSASDRSRPL
SVVAHSISGLHW
HLVNYDIRQMKT
GLSSLRSNNLPN
ISKNVYTATVPY
YDTVSEQGRKQS
SSNYQMYYQYFS
GLAWLPSTTHTA
GLRHVHERMPNF
TTENRNIYTWLK
LMAVPLSLTGIM
RSNTYDWINSVI

1/96
1/96
1/96
1/96
1/96
1/96
1/96
1/96
1/96
1/96
1/96
1/96
1/96
1/96
1/96
1/96

1,04%
1,04%
1,04%
1,04%
1,04%
1,04%
1,04%
1,04%
1,04%
1,04%
1,04%
1,04%
1,04%
1,04%
1,04%
1,04%
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Sequéncia traduzida de amino’scidos dos peptideos expressos nos clones de fagos
selecionados com IgY anti-Leptospira e suas respectivas frequéncias.

Localizagdo CLONE SEQUENCIA 37/96  FREQUENCIA
Al Lepl GLKYLTAPPLAA 2/96 2,08%
El Lep2 LLADTTHHRPWT 2/96 2,08%
A2 Lep3 GMKDLHVALPTP 2/96 2,08%
A3 Lep4 SRLAVTPNTQHP 2/96 2,08%
c4 Lep5 DDHRIGLLHTRP 1/96 1,04%
E4 Lep6 DPKSPSTYLTAP 1/96 1,04%
D5 Lep? GPARTYNNYNSW 1/96 1,04%
F5 Lep8 GLSALLQHNLLF 1/96 1,04%
G5 Lep9 NFQHMKSFPPPR 2/96 2,08%
C6 Lep10 QNYIGPLNAPRW 1/96 1,04%
D6 Lepll IDHAGYQWQHSS 1/96 1,04%
A7 Lep12 DSFPDTRNHILR 1/96 1,04%
B7 Lepl3 KPTDLQLQSARQ 1/96 1,04%
c7 Lepld TLTTHGRLFESN 1/96 1,04%
F7 Lepl5 SATPLSLNSSHR 1/96 1,04%
H7 Lepl6 GLKDIYSRWSPP 1/96 1,04%
A8 Lepl7 DDHRIGLLHTSP 1/96 1,04%
B8 Lepl8 NISIRHTTPWVS 1/96 1,04%
D8 Lep19 GLKDLASMLLPP 1/96 1,04%
F8 Lep20 GLSSLTTKLALL 4/96 4,16%
A9 Lep21 YSYQVGPTSPRY 2/96 2,08%
D9 Lep22 WAPPLFRSSLFY 1/96 1,04%
H9 Lep23 AKSTPGMKAEWL 1/96 1,04%
B10 Lep24 IEHPKTPDSHSR 1/96 1,04%
D10 Lep25 QTYPLVSLYSVG 1/96 1,04%
F10 Lep26 NSMIAHNKTRMH 1/96 1,04%

All Lep27 GLQQLQHAHWNR 1/96 1,04%
B11 Lep28 AMAYNPKSQIVD 1/96 1,04%
C11 Lep29 GDPRPSYISHLL 1/96 1,04%
D11 Lep30 NWPVNLRPAWIA 1/96 1,04%
E11 Lep31 WSPGQQRLHNST 1/96 1,04%
F11 Lep32 VPLRPFANADGS 1/96 1,04%
G11 Lep33 AGRIIIPSTPHG 1/96 1,04%
F12 Lep34 LPYPQHPGSLGR 1/96 1,04%
H12 Lep35 QAEPSPLTMLEP 1/96 1,04%
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ANEXO A

Preparo de solugdes utilizadas no experimento

Meios de Cultura

Meio LB (Luria Bertani):

Peptona de caseina 1,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 1,0% (p/v)

Ajustar o pH para 7,0

Meio LB agar:
Meio LB adicionado de agar bacterioldgico a uma concentracédo final de 1,4% (p/v).

Meio LB top agar:

Meio LB adicionado de agar bacterioldégico a uma concentracéo final de 0,7% (p/v).

5.5. Antibioticos
Solucéo estoque: Tetraciclina (SIGMA) 20mg/ml
Essa solucdo foi preparada em etanol, esterilizada por filtracdo em filtro Millipore 0,2 um e

estocadas a -20°C.

* IPTG (isopropil-B-D- thiogalactopyranoside) 1M
IPTG (SIGMA) 0,238¢g
Agua mili Q 1mL
A solucao foi esterilizada por filtracdo em filtro MILLIPORE 0,2 um e estocada a -20°C.



Solucgdes para eletroforese em Gel Agarose e de Poliacrilamida

e Tampéo de corrida para gel de Agarose (TBE) 10X

Glicerol 50% (Vv/v)
Azul de bromofenol 0,1% (p/v)
Xileno cianol 0,1% (p/v)

e Tampéao de amostra para Gel de Agarose 10X

Tampdo de corrida TBE 20X 50% (v/v)
Glicerol 50% (v/v)
Azul de Bromofenol 0,1% (p/v)
Xileno cianol 0,1% (p/v)

e Solucdo de Brometo de etidio 20.000X
Brometo de etidio 10 mg/mL

e Tampéo de corrida para SDS-PAGE (5X)

Tris base 125 mM
Glicina 125 mM
SDS 0,5

pH 9,2

e Tampéao de amostra para SDS-PAGE 2X

Tris-HCI pH 6,8 100 mM
SDS 4% (p/v)
Glicerol 20% (vIV)
B-mercaptoetanol 5%

Azul de bromofenol 0,2% (p/v)

e Acrilamida 49%/Bis-acrilamida 0.5%
Acrilamida 98 g
Bis-acrilamida 19
H-0 qg.s.p. 200 mL
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Estocada na geladeira, ao abrigo de luz

e Tris-HCI3 M, pH 8,3
Tris

H20 g.s.p.

e Tris-HCIO0,5M, pH 6,8
Tris

H20 g.s.p.

e SDS 10% (p/v)
SDS
H.0 g.s.p.

e PSA 10% (p/v)

Persulfato de ambnio

72,68 ¢
200 mL

12,11g
200 Ml

109
100 mL

100 mg/1 mL de a4gua

e Gel de empilhamento SDS-PAGE

H,0 destilada

Tris-HCI pH 8,3

Solucdo Acrilamida/Bis-acrilamida
PSA 10% (p/v)

TEMED

e Gel de separacdo SDS-PAGE
H,0 destilada
Tris-HCI pH 8,3
Solucdo Acrilamida/Bis-acrilamida
Glicerol
PSA 10% (p/v)
TEMED

10,41mL
3,75mL
1,50mL
140pL
10pL

5,90mL
13,35mL
13,25mL
7,48mL
140pL
7uL
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e Solucédo corante para Gel SDS-PAGE

Metanol 40% (vIv)
Acido acético 10% (v/Vv)
Comassie Briliant Blue (R-250) 1% (p/v)

e Solucdo descorante para Gel SDS-PAGE

Metanol 40% (vIv)

Acido acético 10% (v/Vv)
e PBSpH74

Na,HPO4 1 M 68,4 mL

NaH,PO4 1 M 31,6 mL

NaCl2,5M 58 mL

g.s.p. 1000 mL de H,O destilada

e PBSTpH74
PBS adicionado de tween 20 a 0,05% (v/v).

e PBS-BSA 5%

PBS 1X adicionado de albumina bovina sérica a 5% (p/v)

e Tampao Bicarbonato de sodio 0,1 M, pH 8,6
Bicarbonato de sddio 420 mg
H,0 destilada 90 mL
O pH foi ajustado para 8,6

O volume final foi completado para 100 mL.

« TBS 10X (estoque)
Tris(hydroxymethyl)aminomethano 05M
NaCl 15M
O pH foi ajustado para 7,4
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* TBS-BSA 5% TBS+leite em p6 desnatado
TBS 1X adicionado de albumina bovina sérica a 5% (p/v)

* TBST 0,5% (tampao de lavagem)

TBS 1X adicionado de 0,5% (v/v) de Tween 20 (Polyoxyethylene Sorbitan Monolaurate)
— Sigma

» Tampao de eluigdo

HCI 0,1M

O pH foi ajustado para 2,2 com Glicina (Sigma).

» Tampao de neutralizacao
Tris-Base 2 M diluido em agua.

5.10. Solucdes para purificacdo de proteina em Coluna de Niquel Sepharose (HPLC)

e Tampéo Fosfato 8 X, pH 7,4 (estoque)

NaHPO,-2H,0 142 g
NaH,PO4-H,0 119
NaCl 23,38 g

Os solutos foram diluidos em 90 mL de agua destilada, o pH da solucdo foi ajustado para 7,4,
0 volume foi completado para 100 ml e a solucdo foi filtrada com filtro de 0,45 um.

Concentracdes finais: Fosfato = 160 mM e NaCl = 4M.

e Tampdo Imidazol 2M pH 7,4 (estoque)
Imidazol 13,63 g
Agua destilada 90 mL
O soluto foi completamente diluido, o pH foi ajustado para 7,4 com HCL, o volume final foi

completado para 100 mL e a solucdo, filtrada em filtro com poros de 0,45 um.
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e Tampéo de ligagédo (240 mL)

Tampéo Fosfato 8 X, pH 7,4 (estoque) 30 mL
Tampéo Imidazol 2M pH 7,4 (estoque) 2,4 mL
H,0 q.s.p. 240 mL

Contrac0es finais: Fosfato = 20 mM, NaCl = 0,5 M, Imidazol = 20 mM.
pH 7,4.

e Tampéo de Eluig¢éo (80 mL)

Tampéo Fosfato 8 X, pH 7,4 (estoque) 10 mL
Tampéo Imidazol 2M pH 7,4 (estoque) 20 mL
H,0 q.s.p. 80 mL

Contrac0es finais: Fosfato = 20 mM, NaCl = 0,5 M, Imidazol = 500 mM.
pH 7,4

Tampéo TE
10mM de Tris hidroclorido - 2mM EDTA

PBS10X

PEG NaCl
20% p/v de polietileno glicol-8000; NaCl 2,5 M



ANEXO B

Protocolo Comité de Etica na Utilizacdo
Animais

U'J Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao
Comissao de Etica na Utilizagéo de Animais (CEUA)
Avenida Joao Naves de Avila, n2. 2160 - Bloco A - Campus Santa Médnica -
Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131; e-mail:ceuaufu@yahoo.com.br;
WWW.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N° 071/12 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 044/12

Projeto Pesquisa: “Producéo e aplicagao de igy obtido a partir de imunizagtes
de galinhas com extrato proteico e antigeno total de brucella abortus, leptospira
interrogans e virus da anemia infecciosa equina.”

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Anna Monteiro Correia Lima Ribeiro

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redac¢do e da metodologia apresentadas.

SITUAGAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

AO FINAL DA PESQUISA DEVE SER ENTREGUE A CEUA UM RELATORIO.
O MODELO DESTE ESTA NO SITE.

Uberlandia, 16 de Agosto de 2012
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Prof. Dr. Jonas Dantas Batista
Coordenador Pro tempore da CEUA/UFU
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