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1. INTRODUCAO

As leptospiras, agentes causadores da leptospirose, sobrevivem em uma
grande variedade de condi¢cbes ambientais durante a transmissdo e infeccao.
Pouco se sabe a respeito dos mecanismos regulatérios e produtos génicos que
promovem a adaptacdo ao hospedeiro e permitem as leptospiras estabelecerem a
infecgéo (KO et al. 2009).

Neste estudo, padronizamos um novo sistema onde as leptospiras sao
cultivadas em cémaras de membrana de didlise (DMC, do inglés Dialysis
Membrane Chamber) implantadas no peritbnio de ratos, permitindo a adaptacéo
ao hospedeiro, e a comparacao do perfil de expressao de genes nesta condi¢cao
aguele das cultivadas in vitro (CIV). Esta técnica foi originalmente descrita para
estudos com outra espiroqueta, a Borrelia burgdorferi (agente da Doenca de
Lyme), permitindo a identificacdo de genes diferencialmente expressos e a
caracterizagdo de mudancgas transcricionais e fisiologicas envolvidas no processo
de adaptacdo ao hospedeiro desta bactéria (AKINS et al. 1998; CAIMANO, 2005).
Dentre 0s genes cuja expressdo é aumentada durante a infec¢do, os de maior
interesse para a profilaxia da doenca séo os que codificam proteinas expostas na
superficie, caracteristica fundamental para selecdo de alvos para
desenvolvimento de vacinas recombinantes.

Recentemente, o sequenciamento de RNA de alto rendimento (RNA-Seq)
substituiu técnicas de microarranjos como 0 método de escolha para avaliagdo do
perfil transcricional de genomas completos. Diferentemente de microarranjos,
RNA-Seq permite estudos ao nivel de nucleotideos Unicos enquanto quantifica o
numero absoluto de RNAs transcritos (CROUCHER, THOMSON, 2010).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi obter leptospiras adaptadas ao
hospedeiro (dentro de DMCs), avaliar a expressédo diferencial de genes em
leptospiras cultivadas em DMC e in vitro através de RNA-Seq, bem como
identificar a localizagédo de proteinas codificadas por alguns destes genes.

2. METODOLOGIA

Todos o0s procedimentos experimentais envolvendo animais foram
conduzidos de acordo com o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals e
com o protocolo ACC#100570-0116 revisado e aprovado pela University of
Connecticut Health Center Institutional Animal Care and Use Committee.
Leptospira interrogans sv. Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 foi cultivada em
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meio EMJH suplementado com 1% de soro de coelho e 100 ug.mL? de 5-
fluorouracil. Para preparo das DMCs, tubos de dialise de 8 polegadas de
comprimento, com porosidade de 8000 Da, foram fervidos por 20 min em 1 mM
de EDTA seguido por duas fervuras em agua. Os tubos foram preenchidos com 8-
10 mL de EMJH suplementado com 10% de albumina sérica bovina, contendo 10*
leptospiras/mL. Os tubos foram atados nas duas extremidades e implantados no
peritdnio de ratos (propriamente anestesiados). Os animais receberam analgésico
nos dois primeiros dias pés-implante. As DMCs foram explantadas apés 8-12
dias, para definir o melhor momento para uso da cultura nas analises
subsequentes.

A composicao polipeptidica de leptospiras cultivadas in vitro a 30 °C e em
DMCs foram comparadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em uma ou
duas dimensbes (1D e 2D SDS-PAGE). A avaliacdo da transcricdo em CIV e
DMCs foram comparadas por RNA-Seq utilizando bibliotecas de RNA obtidas de
triplicatas de culturas nas duas condi¢cdes (uma amostra = 2 ratos para DMCs). O
material proveniente de explantes ap6s 10 dias foi lavado 3 vezes em PBS para
remocao de meio e residuos extracelulares, e as células foram processadas para
obtencdo de RNA purificado utilizando Trizol. O RNA purificado foi tratado com
DNAse e analisado utilizando Agilent Bioanalyzer RNA NanoChip. Foi utilizado
100 ng de RNA para obtencdo de cDNA, de acordo com o protocolo padrao
lllumina para obtencdo de biblioteca de RNA (TruSeq RNA Sample Preparation
Guide). O sequenciamento de RNA total foi realizado em uma plataforma Illumina
Genome Analyzer lIx, de acordo com as recomendacdes do fabricante. As leituras
obtidas foram mapeadas contra ambos 0os cromossomos de L. interrogans sv.
Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 utilizando a ferramenta Segemehl
(HOFFMANN et al. 2009) com acuracia de 100%. A analise de genes
diferencialmente expressos e a analise estatistica foi realizada por DESeq como
previamente descrito (ANDERS, HUBER, 2010). A busca por proteinas ortélogas
foi realizada por BlastP contra as sequéncias de genomas de Leptospira spp.
publicadas. A similaridade das proteinas entre os diferentes genomas foi
calculada utilizando GLSEARCH (PEARSON, 2000). Dominios conservados
foram identificados utilizando NCBI Conserved Domain Database.

Os resultados de RNA-Seq foram validados por gRT-PCR utilizando
primers para 14 genes e normalizado por lipL32. Cada reacéo foi otimizada para
garantir eficiéncia de amplificacdo maior que 90%.

Os genes diferencialmente expressos selecionados para analises
subsequentes foram amplificados por PCR e clonados em vetor TOPO. Deste, 0s
genes foram digeridos e clonados em vetor pAE de expressdo em E. coli. As
proteinas selecionadas foram expressas, purificadas por cromatografia de
afinidade e avaliadas por SDS-PAGE. Dois ratos foram imunizados com 3 doses
de 100 ug de cada proteina recombinante com adjuvante completo (1 dose) e
incompleto (duas doses) de Freund. Os ratos foram eutanasiados e o sangue
coletado por puncéo cardiaca. O soro foi separado, aliquotado e testado em WB
contra proteina recombinante e lisados de CIV e DMCs.

Para estudo da localizacdo de proteinas de leptospiras, estas foram
aprisionadas em esferas de agarose de baixa temperatura de fusédo, conforme
descrito anteriormente (COX et al. 1995). Estas esferas permitem a manipulacao
cuidadosa das espiroquetas, garantindo a integridade da membrana externa.
Estas esferas foram avaliadas por imunofluorescencia (IFA) utilizando DAPI para
marcacao do DNA e os anticorpos produzidos contra as proteinas recombinantes
selecionadas.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O cultivo de L. interrogans em DMCs resultou em células viaveis e méveis
atingindo densidade maxima de ~10° leptospiras/mL ap6s 8 dias. O perfil de
polipeptideos de 9 a 12 dias ndo apresentou diferencas observaveis, sendo
escolhidos 10 dias como padrdo para manutencdo do implante intraperitoneal.
Foram observadas diferencas na composicdo polipeptidica de leptospiras
cultivadas in vitro e dentro de DMCs através de 1D e 2D SDS-PAGE.

O numero total de leituras no RNASeq variou de 8 a 14 milhBes por
biblioteca de RNA, das quais 79-94% das leituras mapearam o genoma de L.
interrogans L1-130. A maioria das leituras foram mapeadas como cromossomo 1
e 2, e 13-20% das leituras foram identificadas como regides ndo codificantes que
representam candidatos a small regulatory RNAs (SRNA).

Usando o método DESeq foram identificados 166 genes cuja expresséao foi
positivamente ou negativamente regulada 2 ou mais vezes no interior do
hospedeiro. Destes, 110 genes tiveram a expressao aumentada e com excecao
de trés, os demais aparentam ser especificos a espécies patogénicas. Quase a
metade destes genes (49/110) codifica para proteinas hipotéticas enquanto 16
codificam provaveis lipoproteinas. Além destes, foram identificados genes
associados a patogénese, captura e utilizacdo de ferro, motilidade, genes
relacionados ao stress térmico e oxidativo, e reguladores de transcricdo. Dentre
estes genes destacam-se transportadores TonB, reguladores de transcricdo da
familia fur, genes relacionados a viruléncia como sphl, sph2 e sph3, ligA, dentre
outros. Todos os 56 genes cuja expressdo foi diminuida dentro de DMCs sao
especificos para espécies patogénicas. Destes, 26 sdo Unicos para L. interrogans
e 35 codificam proteinas hipotéticas. Merece destaque a diminuicdo de expressao
de genes relacionados com a via de sintese de heme, indicando que as
leptospiras consomem ferro oriundo do hospedeiro durante a infecgao.

Foram detectadas 11 regides no genoma que nao codificam proteinas.
Estes transcritos de RNA nédo codificadores sdo possiveis sRNAs. Um destes
SRNAs, LIC1nc80, teve a expressao aumentada em DMCs.

Os dados de RNA-Seq foram confirmados pelos resultados obtidos no
gRT-PCR para os 14 genes selecionados com extrema concordancia
(R*=0.8881), da mesma forma que dois SRNAs, selecionados posteriormente.

Foram clonados os genes que codificam para todas as lipoproteinas de
expressdo aumentada em DMCs, 4 proteinas relacionadas a patogénese e 3
proteinas hipotéticas, selecionadas de acordo com a predicgdo de suas
localizacbes na membrana externa. Destes, 8 foram expressos, e as proteinas
foram purificadas e utilizadas para produgao de soro policlonal em rato. Os soros
produzidos foram eficientes no reconhecimento da proteina recombinante, bem
como do lisado de leptospiras cultivadas in vitro, com excecao de LIC12986.

As leptospiras crescidas in vitro foram eficientemente aprisionadas em
esferas de agarose, conforme evidenciado por coloracdo do DNA e marcacéo de
antigenos que séo reconhecidos por anticorpo policlonal produzido contra a célula
inteira. No entanto, o estudo da localizacdo das proteinas de expressao
aumentada em DMCs nédo foi possivel devido ao ndo reconhecimento dos
respectivos antigenos pelos anticorpos produzidos, sendo necessaria uma melhor
padronizacao desta técnica.

4. CONCLUSOES



O sistema de cultivo de L. interrogans em DMCs implantadas no periténio
de ratos proporciona a adaptacdo desta espiroqueta ao hospedeiro, permitindo a
obtencdo de material necesséario para diferentes analises. Esta adaptacdo
permitiu a identificacdo de genes importantes ao processo de patogénese e que
agora sdo alvos em potencial para aprofundar estudos relacionados ao
desenvolvimento de vacinas contra a leptospirose e ao entendimento da doenca.
A técnica de aprisionamento de leptospiras em esferas de agarose é promissora
para o estudo de localizacao de proteinas nesta espiroqueta.
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