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Resumo

DORNELES, Jessica. Expressdo de antigenos de Leptospira interrogans em
Mycobacterium bovis BCG e avaliagdo como vacina recombinante contra
leptospirose. 2020. 55f. Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pds-Graduagdo em
Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Mycobacterium bovis BCG € uma vacina viva atenuada, utilizada como vacina contra
a tuberculose humana. Dentre varias caracteristicas atrativas, ela apresenta
propriedades adjuvantes, tornando-a um vetor vacinal de alta relevancia para
expressdo de antigenos heterdlogos de diversos micro-organismos, incluindo de
Leptospira spp., agente etiolégico da leptospirose. Esta doenca infecciosa acomete
animais e seres humanos em todo o mundo. O contagio se d& através do contato
direto com &gua ou solo contaminados com leptospiras patogénicas. As leptospiras
sao classificadas em mais de 300 sorovares. Esta diversidade antigénica impossibilita
que as bacterinas (vacinas produzidas com bactérias inativadas) disponiveis confiram
uma protecdo de amplo espectro. Visando a producdo de uma Unica vacina protetora
contra a leptospirose, estudos sado realizados com proteinas comuns a todos o0s
sorovares, estdo expostas na membrana externa das leptospiras patogénicas, ou que
sdo expressas no momento da infec¢do, sendo LipL32, LemA e LigAni, proteinas que
possuem tais caracteristicas. A insercdo de genes em um vetor de expressao, é
facilitada pelo Padrdo BioBricks®, que consiste em uma estratégia que permite a
construcdo de moléculas biolégicas compativeis entre si, onde a clonagem é realizada
de forma simples, reprodutivel e padronizada. Neste trabalho, quatro porcdes - P1
(lipL32), P2 (ligAni), Ps (lemA:ligAni) e P4 (lipL32:lemA) — de uma quimera
recombinante previamente construida, foram clonadas utilizando a estratégia
BioBricks® no plasmideo pUP500/Ppan. Estas construgcfes foram transformadas em
M. bovis BCG cepa Pasteur, e a expressao das proteinas foi detectada por Western
blot, onde para detectar as porcdes 1 e 4 foi utilizado o anticorpo primario anti-LipL32,
e anticorpo secundario, anti-lgG de hamster. Para detectar as porcbes 2 e 3, foi
utilizado anticorpo primario anti-LigAni e anticorpo secundario anti-lgG de coelho. Para
a inoculacéo, foram utilizados 5 grupos de dez hamsters sirios cada com idade de 4-
6 semanas, sendo estes: grupo 1, rBCG(LipL32); grupo 2, rBCG(LigAni); grupo 3,
rBCG(LemA:LigAni); grupo 4, (LipL32:LemA); grupo 5, BCG Pasteur ndo transformado
(controle negativo). Foram administradas duas doses de cada formulagao vacinal e
do controle negativo, contendo 106 UFC com intervalo de 21 dias, e o desafio foi
realizado com 5 x DLso de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz
L1130. Os animais foram acompanhados por 30 dias ap06s o desafio. Os sintomas de
leptospirose foram observados apenas no grupo controle negativo. As formulagbes
vacinais contendo os rBCGs conferiram 100% de protecdo, com imunidade
esterilizante. Niveis significativos de anticorpos contra as proteinas LipL32, LemA e
LigAni, ndo foram detectados nos soros dos hamsters. Com este trabalho, conclui-se
gue as vacinas recombinantes de M. bovis BCG possuem potencial para conferir
protecdo significativa com imunidade esterilizante contra a leptospirose em desafio
homdlogo em hamsters, sendo o BCG um vetor vacinal de alta relevancia.

Palavras-chave: Proteinas leptospirais; por¢cdes; vetor vacinal, micobactéria;
protecao.



Abstract

DORNELES, Jessica. Cloning of Leptospira interrogans antigens by the
BioBricks® method and evaluation as a vaccine vectored by Mycobacterium
bovis BCG against animal leptospirosis. 2020. 55f. Dissertacdo (Mestrado).
Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

Mycobacterium bovis BCG is a live attenuated vaccine, used as a vaccine against
human tuberculosis. Among several attractive features, it has adjuvant properties,
making it a highly relevant vaccine vector for expression of heterologous antigens from
several microorganisms, including Leptospira spp., the etiological agent of
leptospirosis. This infectious disease affects animals and humans worldwide. Infection
occurs through direct contact with water or soil contaminated with pathogenic
leptospiras. Leptospiras are classified into more than 300 serovars. This antigenic
diversity makes it impossible for the available bacterins (vaccines produced with
inactivated bacteria) to provide broad spectrum protection. Aiming at producing a
single protective vaccine against leptospirosis, studies are performed with proteins
common to all serovars, are exposed on the outer membrane of pathogenic
leptospiras, or are expressed at the time of infection, being LipL32, LemA and LigAni,
proteins that have such characteristics. The insertion of genes in an expression vector
is facilitated by the BioBricks® Standard, which consists of a strategy that allows the
construction of biological molecules compatible with each other, where cloning is
performed in a simple, reproducible and standardized way. In this work, four portions -
P1 (lipL32), P2 (ligAni), P3 (lemA:ligAni) and P4 (lipL32:lemA) - of a recombinant
chimera previously built, were cloned using the BioBricks® strategy in plasmid
pUP500/Ppan. These constructs were transformed into M. bovis BCG strain Pasteur,
and the expression of the proteins was detected by Western blot, where to detect
portions 1 and 4 the primary antibody anti-LipL32 was used, and secondary antibody,
anti-hamster 1gG. To detect portions 2 and 3, primary anti-LigAni antibody and
secondary anti-rabbit IgG antibody were used. For inoculation, 5 groups of ten Syrian
hamsters each aged 4-6 weeks were used, being these: group 1, rBCG (LipL32); group
2, rBCG (LigAni); group 3, rBCG (LemA:LigAni); group 4, (LipL32:LemA); group 5,
BCG Pasteur unprocessed (negative control). Two doses of each vaccine formulation
and negative control were administered, containing 106 CFU with an interval of 21
days, and the challenge was performed with 5 x LDso of Leptospira interrogans serovar
Copenhageni strain Fiocruz L1130. The animals were followed up for 30 days after the
challenge. Symptoms of leptospirosis were observed only in the negative control
group. Vaccine formulations containing rBCGs provided 100% protection, with
sterilizing immunity. Significant levels of antibodies against the proteins LipL32, LemA
and LigAni, were not detected in the hamsters' sera. With this work, we conclude that
recombinant vaccines of M. bovis BCG have the potential to provide significant
protection with sterilizing immunity against leptospirosis in a homologous challenge in
hamsters, with BCG being a highly relevant vaccine vector.

Keywords: Leptospiral proteins; chimera; vaccine vector; Mycobacterium; protection.



Lista de abreviaturas

APC - Célula apresentadora de antigenos

BCG - Bacilo Calmette-Guérin

BSA - Albumina sérica bovina

CDS - Sequéncia codificadora de DNA

CONCEA - Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal
DO - Densidade Optica

ELISA - Ensaio imunoenzimatico

EMJH - Meio Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
LD50/DL50 - Dose letal a 50% dos animais

IL - Interleucina

LPS - Lipopolissacarideo

MIT - Instituto de Tecnologia de Massachusetts

NET - Armadilha extracelular de neutrofilos

OMP - Proteinas de membrana externa

PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase

PBS - Tampao Salina de Fosfato

Q1 - Quimera 1

gPCR - PCR quantitativo em tempo real

rBCG - BCG recombinante

RBS - sitio de ligacdo ao ribossomo

SDS-PAGE - Eletroforese em gel de acrilaminda — dodecil sulfato de sddio
TB - Tuberculose

TBDR - Receptores dependentes de TonB

TLR - Receptor do tipo Toll

TNF - Fator de necrose tumoral

UFC - Unidades formadoras de col6nia
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1 INTRODUCAO GERAL

Mycobacterium bovis BCG é utilizado para controle da tuberculose humana
(Zhu et al., 2018). E um excelente vetor vacinal para prevencio de outras doencas
infecciosas por apresentar vantagens importantes, como replicar-se em células
apresentadoras de antigenos (APC), tornando-a capaz de conferir prote¢édo de longa
duracdo, induzindo imunidade Thl e Th2 (Ohara et. al, 2001). Além disso, a parede
celular de micobactérias € um dos mais potentes adjuvantes imunoldgicos conhecidos
(adjuvante de Freund completo). Diversos estudos ja constataram a eficiente
capacidade do BCG em expressar antigenos heterdlogos de varios microrganismos,
incluindo de Leptospira spp. (Seixas et. al, 2007; Oliveira et. al, 2019a).

Espiroquetas patogénicas do género Leptospira sdo o0 agente etioldgico da
leptospirose, uma zoonose negligenciada de distribuicio mundial que atinge
aproximadamente 1 milh&o de casos anuais e 60 mil mortes em humanos (Costa et
al., 2015). O contagio se d& através da exposi¢cdo a dgua ou solo contaminados com
a urina de animais portadores da bactéria, especialmente em periodos de chuva
intensa, e em situacdes de falta de saneamento basico e superpopulacdo, as quais
favorecem a disseminacao da espiroqueta (Adler e de la Pefia Moctezuma, 2010).
Atualmente estima-se que existam mais de 300 sorovares de leptospira (Guglielmini
etal., 2019). Esta divisdo impossibilita as bacterinas (vacinas constituidas de bactérias
inativadas) de conferir ampla protecéo, pois sua estratégia é induzir anticorpos contra
o antigeno O que compde o LPS (lipopolissacarideo presente na membrana externa),
sendo este distinto em cada sorovar (Cameron, 2015). Estas vacinas também induzem
imunidade de curta duracao e reatogenicidade para humanos, sendo permitido o uso
humano apenas em poucos paises, como China, Cuba, Japédo e Vietna (Dellagostin
et al., 2011).

Diversos estudos ja foram realizados com diferentes alvos vacinais a fim de
desenvolver uma vacina capaz de conferir ampla protecdo. Dentre os alvos, temos a
proteina LigA, que é expressa somente na superficie da membrana externa de
leptospiras patogénicas e apresenta capacidade de ligagdo a componentes da matriz
extracelular (Matsunaga et al., 2003). A proteina LipL32 também apresenta as
caracteristicas supracitadas e é altamente expressa durante a infeccdo em mamiferos

(Haake et al., 2000). A proteina LemA esta ancorada a membrana externa com a


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Guglielmini+J&cauthor_id=31026256
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porcdo N-terminal no meio extracelular, porém sua exata funcdo ainda ndo foi
identificada (Hartwig et al., 2011).

A clonagem de uma sequéncia génica em um vetor de expressao torna-se
mais simples e padronizada com a utilizacdo do padrao BioBricks®. Tal abordagem
consiste na utilizacdo de sequéncias prefixo (qQue apresentam sitios para as enzimas
de restricdo EcoRI e Xbal) e sequéncias sufixo (sitios para Spel e Pstl) que flanqueiam
o fragmento alvo nas regides terminais 5' e 3' de uma molécula de DNA de interesse,
respectivamente. As sequéncias que sdo digeridas pelas enzimas de restricao Spel e
Xbal passam a conter extremidades compativeis entre si. A ligacdo das partes a
montante e a jusante produz uma regido de 6 pb "mista" ou "residuo" de sequéncia
entre as duas partes, que ndo podem mais ser digeridas, pois deixam de ser
reconhecidas por qualquer uma das enzimas. Uma vez obtida a molécula clonada,
essa ainda pode ser novamente digerida com Xbal ou Spel em etapas subsequentes
de montagem. Assim, 0 mesmo processo, interativo de digestéo e de ligacao pode ser
usado para montar varias sequéncias num sistema biolégico sintético (Shetty et al.,
2008). Sendo assim, o padrao BioBricks® facilita a clonagem de sequéncias de DNA
compativeis entre si, de forma padronizada e reprodutivel.

Os experimentos realizados neste trabalho visaram o desenvolvimento de
vacinas recombinantes contra a leptospirose através da utilizacdo de M. bovis BCG
como vetor vacinal, expressando individualmente as por¢des P1 (lipL32), P2 (ligAni),
Ps (lemA:ligAni) e P4 (lipL32:lemA) da quimera recombinante 1 (Oliveira et al., 2019),
clonados no vetor de expressdo pUP500/Ppan através do padrdo BioBricks®. Além
disso, o presente trabalho também objetivou avaliar qual porcdo apresenta maiores

taxas de protecao contra a leptospirose em hamsters sirios.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leptospirose

2.1.1 Leptospira spp.

Leptospiras sdo bactérias pertencentes a Ordem Spirochaetales, sendo
descritas 35 espécies do género Leptospira, e mais de 300 sorovares. Atualmente as
leptospiras estdo classificadas em trés grupos devido as analises filogenéticas:
saprdfitas, intermediarias e patogénicas (Thibeaux et al., 2018). As espécies
patogénicas possuem fatores de viruléncia capazes de desencadear a doenca no
hospedeiro. As intermediarias compartilham um ancestral quase comum com as
espécies patogénicas e apresentam patogenicidade moderada em humanos e
animais. As saprofitas ndo causam doenca e sobrevivem no meio ambiente, em solo
umido e 4gua doce por semanas (Vincent et.al, 2019). O ciclo de vida da bactéria
envolve diversos fatores, como a sua liberagéo na urina de hospedeiros infectados e
a capacidade de persistir no meio ambiente Umido por varios dias. Além disso, a
facilidade de penetracdo através da pele e mucosas injuriadas, permite sua entrada
em um novo hospedeiro, bem como a capacidade de se disseminar no sangue e
colonizar os tubulos renais, onde escapam do sistema imune (Adler e de la Pefia
Moctezuma, 2010).

Leptospira spp. possuem forma helicoidal e extremidades em forma de
gancho, o que as difere de outras espiroquetas. Medem de 10-20 um de comprimento,
e 0,15 um de diametro (Picardeau, 2017). Sua parede celular possui caracteristicas
semelhantes as bactérias Gram negativas, apresentando membrana dupla. Os
lipopolissacarideos (LPS), lipoproteinas e proteinas integrais transmembrana
constituem a membrana externa da bactéria. Cada sorovar possui o LPS distinto,
devido a estrutura de seu antigeno O, que se estende para o exterior da célula, ser
diferenciada. Esta caracteristica € um fator de viruléncia para a bactéria e também
utiizada para o teste microscopico de aglutinacdo, diagnéstico padrdo para
confirmacédo dos casos de leptospirose (Nally, et. al, 2005).

Aerobias e fastidiosas, as leptospiras necessitam de 16 h para replicacéo in
vitro a temperatura de 28-30 °C, e em pH 6timo de 7,2-7,6, em meio Ellinghausen-

McCullough-Johnson-Harris (EMJH), geralmente suplementado com soro de coelho e
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albumina sérica bovina (BSA) (Cameron, 2015). O meio também precisa conter fontes
de carbono, provenientes de &cidos graxos de cadeia longa; nitrogénio, proveniente
exclusivamente de ions amoénia; além da presenca de nutrientes especificos, como

fosfatos, calcio, magnésio e ferro (Herman et al., 2016).

2.1.2 Epidemiologia, transmissédo e manifesta¢des clinicas

A leptospirose € uma zoonose complexa com multiplos modos de
transmissao, amplo espectro de hospedeiros, uma infinidade de sorovares infectantes,
manifestacdo clinica inespecifica e diagnoéstico dificil. Estima-se que o ndmero de
casos graves chegue a 1 milhdo e 60 mil mortes anualmente. Por ser uma doenca
com mais incidéncia em paises tropicais subdesenvolvidos, onde a vigilancia sanitaria
€ limitada, e por causar sintomas semelhantes aos de outras doencas infecciosas,
acredita-se que estes dados sejam subestimados (Picardeau, 2015).

A transmissdo ocorre através do contato direto com a urina de animais que
carreiam as espiroquetas. A forma indireta, sendo a forma mais comum de infeccao,
estd associada a atividades ocupacionais e recreacionais em paises desenvolvidos,
assim como, a falta de saneamento basico e a ocorréncia de enchentes em paises
em desenvolvimento (Adler e de la Pefia Moctezuma, 2010). Os seres humanos sao
hospedeiros acidentais, devido a proximidade com animais, principalmente
domésticos, como o0s cées. Diferentes sorovares sdo encontrados em animais
selvagens e mamiferos (Adler, 2015a). Os ratos e os camundongos, Sa0 0S
reservatérios mais importantes no ciclo da doenca, sendo hospedeiros nao
suscetiveis, possuindo assim papel fundamental na disseminacdo do patégeno
(Haake and Levett, 2015).

A leptospirose varia em gravidade, de uma doenca febril leve a uma doenca
que causa a morte do paciente. Apresenta duas fases: leptospirémica/aguda —
leptospiras  circulantes no sangue, causando febre e mialgia - e
leptospilrica/convalescente — passam a colonizar os 6rgdos causando diferentes
danos (Costa et al., 2015). Os rins sdo imunoprevilegiados, fato este que explica a
preferéncia das leptospiras pelos tubulos proximais e causam insuficiéncia renal,
necrose do epitélio e edema intersticial (Yang, 2018). Nos pulmdes os sintomas
variam de tosse a hemorragia pulmonar, levando a faléncia respiratéria (Adler, 2015a).

Através da destruicdo das juncdes dos hepatédcitos, ao captarem ferro da
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hemoglobina, causam a ictericia (Miyahara et al., 2014). O desencadeamento de
citocinas de forma exagerada pelo sistema imune para combater a infeccdo pode
desempenhar um papel consideravel no desenvolvimento de leptospirose grave
(Cagliero et al., 2018). Outros 6rgaos ainda podem ser atingidos, como o cérebro,
causando meningite asséptica (Wang et al., 2016). Miocardites, arritmias e falhas
cardiacas com potenciais desfechos letais sdo também relatados por Shah et al.
(Shah et al., 2010)

A leptospirose traz também grandes perdas econémicas no setor pecuario,
principalmente ao infectar bovinos, causando aborto, natimorto, parto prematuro e
nascimento de bezerros fracos. Nos suinos e bufalos ha o surgimento de hemorragia,
hematuria, ictericia e sinais de insuficiéncia renal, em alguns casos levando ao o6bito.
Ja em equinos a maioria das infec¢des € subclinica, porém quando ha a manifestacéo
da infeccdo aguda, os sintomas observados sdo 0s mesmos que em infeccao grave
de outras espécies, como hemoglobindria, ictericia e funcdo renal comprometida.
Aborto, natimorto e nascimento de potros infectados que podem mostrar graves sinais

clinicos sédo sequelas comuns de infeccao (Ellis, 2015).

2.1.3 Inducgéo do sistemaimune e profilaxia

A presenca de Leptospira spp. ho organismo estimula o sistema imunolégico
a produzir citocinas pré-inflamatérias por macrofagos, incluindo IL-1b, IL-6, IL-8 e
TNF-a (Werts et al., 2018). A correlacdo entre os niveis de IL-10 e TNF- a tem sido
constantemente avaliada e relacionada com o curso da leptospirose (Mikulski et al.,
2015). Altos niveis de TNF- a indicam danos severos no hospedeiro como hemorragia
pulmonar e morte (Kyriakidis et al., 2011), bem como a atividade anti-inflamatéria da
IL-10 é relevante no controle da progressao da doenca (Mikulski et al., 2015). Apés a
liberagdo dos componentes inflamatorios, os neutréfilos sdo atraidos até o local da
infeccéo e liberam agentes antimicrobianos e suas armadilhas extracelulares (NETS),
auxiliando no combate a doenca (Scharrig et al., 2015). Estudos demonstram que
camundongos deficientes de neutrofilos apresentam maior concentracdo da bactéria
nos rins (Scharrig et al., 2015). Os Toll Like Receptors s&o receptores de
reconhecimento de padrdes de componentes microbianos conservados, como o LPS,
e desencadeiam uma resposta inata no combate ao patdgeno. O LPS leptospiral

sinaliza por TLR2 em células humanas (hospedeiro suscetivel), mas é reconhecido
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por TLR4 e TLR2 em células murinas (hospedeiro ndo suscetivel), devido ao
reconhecimento diferencial da fracéo lipidica A atipica do LPS leptospiral (Werts et al.
2001; Chassin et al., 2009). Em hospedeiros ndo suscetiveis, a ativacdo do TLR4 se
mostra necessaria para uma rapida producao de imunoglobulinas e a remocao das
leptospiras do sangue (Chassin et al., 2009).

Vacinas bacterinas séo utilizadas como profilaxia para a leptospirose. Sao
produzidas com bactérias mortas, através de métodos como calor, formalina, fenol,
etanol, descongelamento e irradiacdo (Adler, 2015b). Elas possuem varias
desvantagens, sendo administradas apenas em bovinos, suinos e caes, pois em
humanos causa reatogenicidade devido a constituintes do meio de crescimento das
bactérias (Adler, 2015b). A imunidade por elas conferida é sorovar especifica, o que
requer conhecimento sobre os sorovares circulantes nas regibes, além de
formulagBes multivalentes. Por fim, a imunidade é direcionada principalmente contra
o lipopolissacarideo leptospiral (LPS), um antigeno T-independente e, portanto,
envolve apenas os anticorpos IgM, o que ndo gera uma resposta de memoaria, sendo

necessarios refor¢cos anuais (Adler, 2015b).

2.1.4 Genbmica

O genoma de leptospiras comecou a ser analisados em 2003, onde dois
sorvares de L. interrogans, Lai (Ren et al., 2003) e Copenhageni (Nascimento et al.,
2004), foram sequenciados. Ambos sorovares possuem um grande Cromossomo
circular (4.277 kb, 35% molar de GC) e um replicon menor (350 kb, 35% molar de GC).
A maioria dos cromossomos de L. interrogans € colinear, exceto algumas lacunas e
uma grande inversao no cromossomo grande (Nascimento et al. 2004).

Em um estudo recente, foi realizada a analise comparativa do genoma inteiro
de 20 espécies do género Leptospira spp. Os resultados obtidos descreveram o
genoma de Leptospira spp. contendo aproximadamente 4,26 Mpb, sendo constituido
de dois cromossomos, 0 maior possuindo mais de 3,6 Mpb e 0 menor contando com
aproximadamente 300 Kpb. (Fouts et al., 2016). Possuem conteudo G+C médio de
40,7%, variando de 35,5% em L. noguchii a 45,6% em L. wolfii. Os genomas
demonstram codificar para uma média de 4.197 proteinas. Aproximadamente 1.764
genes mostraram pertencer ao core-genoma da bactéria, sendo compartilhado entre

as espécies, enquanto que 17.477 genes compdem O pan-genoma. Espécies
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patogénicas demonstram ainda possuir um nimero maior de genes especificos (Fouts
et al., 2016).

O genoma de L interrogans contem 4 fatores sigma para a regulacéo de
expressdo génica: o fator housekeeping 070 sigma (RpoD) e os fatores sigma
alternativos 028 (RpoF), 054 (RpoN), e 024 (RpoE) que proporcionam a
especificidade de reconhecimento de promotor para a polimerase e contribuem para
a adaptacdo ambiental da bactéria (Zhukova et al., 2017). Sabe-se que as Leptospiras
spp realizam modificagcdes poOs traducionais. Recentemente, foram identificadas 32
proteinas fosforiladas, 46 acetiladas e 155 metiladas, que confirmaram multiplas
modificacdes em procariontes, e também sugerem que L. interrogans compartilha
semelhancas significativas com o0s sistemas de modificacdo de proteinas em
eucariotos (Cao et al., 2010; Nally et al., 2017).

2.2 Antigenos Vacinais

Vacinas recombinantes que contenham em sua formulacdo antigenos comuns
a todas espécies patogénicas de Leptospira, capazes de estimular o sistema
imunoldgico, sdo a alternativa mais promissora para se ter uma vacina universal
contra a leptospirose. Buscam alvos vacinais expostos ao meio extracelular
(localizados na membrana externa), conservados entre as espécies e sorovares
patogénicos, e expressos durante a infeccdo (Dellagostin et al., 2017). Com tais
caracteristicas, destacam-se as proteinas LipL32, LemA e LigAni.

2.2.1 LipL32

A LipL32 é uma lipoproteina altamente conservada, imunogénica, presente
apenas na superficie da membrana de leptospiras patogénicas (Murray et al., 2013),
induz sinais inflamatorios através do componente imune inato, receptor TLR2 (Hsu et
al., 2010). Estudos também demonstram a interacdo de LipL32 com proteinas da
matriz extracelular, como colageno |, colageno V, laminina (Hoke et. al, 2008),
coldgeno IV e fibronectina (Hauk et al., 2008), o que permite a ligacdo, arraste e
parada de leptospiras no endotélio dos vasos sanguineos do hospedeiro, fator
importante para a viruléncia do patégeno (Murray, 2015). A eficacia de vacinas
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baseadas em LipL32 contra leptospirose nas constru¢cbes de DNA, BCG ou
Adenovirus é baixa e variavel (38-72%) e as vacinas de subunidade recombinante
nao conferiram nenhuma protecéo significativa em modelos animais (Dellagostin et
al., 2011).

2.2.2 LemA

A lipoproteina LemA possui uma hélice transmembrana, com um terminal
amino extracelular, e sua modificagdo subsequente forma um epitopo que é
apresentado na superficie dos fagdcitos. A funcao biolodgica desta proteina permanece
desconhecida (Hartwig et al., 2013). A ligacao de LemA recombinante a laminina,
fibrinogénio e colageno tipo IV indica um possivel papel dessa proteina como uma
adesina na patogénese de Leptospira spp. (Oliveira et al., 2018). A vacinagdo com
rLemA, associada ao Alhydrogel, conferiu 50% de sobrevivéncia em hamsters, sem
diferenca significativa em comparagdo com 0 grupo controle, e ndo proporcionou
imunidade esterilizante (Hartwig et al., 2013). O uso de AddaVax como adjuvante na
vacina de subunidade baseada em rLemA aumentou a sobrevida para 87,5%, néo

sendo detectada a presenca de leptospiras na cultura renal (Oliveira et al., 2018).

2.2.3 LigAni

A proteina LigA consiste em 13 dominios semelhantes a imunoglobulina e
possui repeticdes em tandem, sendo exposta na superficie apenas de sorovares
patogénicos de Leptospira spp. e expressa durante infeccdo aguda (Matsunaga et al.,
2003). Estudos relatam que a inducdo osmotica de LigA recombinante é
acompanhada por aumentos de 1,6 a 2,5 vezes na adesdo leptospiral a matriz
extracelular imobilizada. As proteinas plasmaticas, colagenos | e IV, laminina e,
principalmente, fibronectina e fibrinogénio, sugerem gue estas adesinas podem estar
envolvidas nos estagios iniciais de colonizacéo e disseminagdo da bactéria (Choy et
al., 2007). Estudos demonstraram que formas recombinantes de LIgA servem como
vacinas eficazes contra a leptospirose em modelos animais, porém ndo conferem
imunidade esterilizante (Palaniappan et al., 2006; Silva et al., 2007).

Recentemente em um estudo realizado por Oliveira et al. (2019a), avaliou a

imunoprotecdo conferida por uma quimera recombinante composta pelos genes
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lipL32, lemA e ligAni, como vacina vetorizada por Mycobacterium bovis BCG em
hamsters. Esta quimera recombinante foi clonada no vetor pUP500 construido com o
promotor de micobactéria pAN. Ao final do experimento obteve-se protecdo de 100%,
onde as analises através de cultura renal e PCR em tempo real ndo detectaram carga

leptospiral, indicando uma imunidade esterilizante (Oliveira et al., 2019a).

2.3 Micobactérias

2.3.1 Mycobacterim bovis BCG

As micobactérias pertencem a ordem Actinomycetales e a familia
Mycobacteriaceae, possuindo um unico género denominado Mycobacterium. Estas
bactérias sédo caracterizadas por um envelope celular complexo composto pelos
acidos micalicos, acidos graxos de cadeia longa, que permitem a caracterizacao do
género através da coloracdo de Ziehl-Neelsen. Estes acidos graxos incomuns
conferem baixa permeabilidade a parede celular micobacteriana. Os bacilos séo
resistentes a acdo de agentes quimicos e alguns antibiéticos, mas sensiveis aos
agentes fisicos, como a radiacao ultravioleta e calor. As micobactérias sdo aerdbicas,
ndo formam esporos e podem ser de crescimento rapido ou lento, sendo que esta
Gltima caracteristica se restringe as patogénicas (Kim et al., 2013).

Mycobacterium bovis Bacilo Calmette-Guérin € uma vacina viva atenuada que
foi desenvolvida por Léon Charles Albert Calmette e Jean-Marie Camille Guérin no
Instituto Pasteur, Franca. A atenuacdo de uma cepa de M. bovis patogénica foi
possivel apds 230 passagens sucessivas no laboratério, entre os anos de 1908 e 1921
(Nieuwenhuizen et al., 2018). Estudos posteriores demonstraram que, mesmo depois
da sua completa atenuacao, o BCG ainda apresentava infectividade quando inoculado
em diversos modelos animais experimentais. O BCG é a Unica vacina utilizada contra
tuberculose humana (TB) desde 1928, quando foi recomendado pela Liga das Nacdes

como vacina oficial contra a TB (Calmette, 1931).

2.3.2 Utilizagdo de rBCG para a expressao de antigenos heterélogos

Vacinas vivas vetorizadas por M. bovis BCG sao altamente eficazes para
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expressar antigenos heterdlogos, pois apresentam a capacidade de replicacédo e
persisténcia no organismo, estimulando constantemente o sistema imune do
hospedeiro. Capazes de fornecer multiplos antigenos, podem gerar vacinas
polivalentes capazes de proteger contra varios patdogenos, com uma Unica dose
(Oliveira et al., 2017). O BCG possui potencial para ser utilizado como vetor vacinal,
por apresentar as vantagens de ser segura, estavel, ndo necessita de
acondicionamento refrigerado e apresenta propriedades adjuvantes, ja que sua
parede celular € um dos potencializadores imunolégicos mais conhecido e
amplamente utilizado (adjuvante de Freund completo) (Tran et al.,, 2014). Sua
replicacdo no interior de macrofagos, também facilita a estimulacdo do sistema
imunologico, promovendo protecéo de longa duragéo induzindo imunidade Thl e Th2
(Ohara et al., 2001; Matsuo; Yasutomi, 2011).

Sistemas para a manipulacdo e expressdo de genes heter6logos em
micobactérias foram desenvolvidos, permitindo a avaliacdo do BCG recombinante
(rBCG) como um veiculo para uma variedade de antigenos (Seixas et al., 2007; Rizzi
et al., 2012; Arnold et al., 2018; Oliveira et al., 2019a). Um dos sistemas mais
promissores emprega um mutante de BCG Pasteur auxotréfico para leucina (BCG
Pasteur AleuD). O vetor replicativo (pUP410) suplementa esta mutacéo (Borsuk et al.,
2007), proporcionando selecédo ativa in vivo, eliminando a necessidade de utilizacao
de um gene de resisténcia a antibiético e, assim, aumentando a seguranca e
estabilidade vacinal (Borsuk et al., 2007; Seixas et al., 2010).

Os promotores micobacterianos afetam diretamente a expressao de proteinas
recombinantes em BCG, pois a expressdo de um gene alvo € inicialmente regulada
na transcricdo e parcialmente determinada pela forca do promotor (Newton-Foot,
Pittius, 2013). Uma caracteristica util de um promotor ativo de BCG recombinante seria
expressar em niveis elevados durante o crescimento intracelular de rBCG nas células
apresentadoras de antigenos, induzindo a expressdo do antigeno quando uma
resposta imune é necessaria (Oliveira et al., 2017).

Existem diversos promotores de micobactérias, sendo um dos mais efetivos
para expressdo heteréloga, o promotor pAN de M. paratuberculosis, que é capaz de
comandar a expressdo de antigenos heterélogos em M. bovis BCG (Medeiros et al.
2002), apresenta sequéncias homodlogas nos principais grupos patogénicos de
micobactérias (Gormley et al. 1997). A Bgalactosidase expressa em BCG sob o

controle do promotor da pAN, induz imunidade humoral e celular em camundongos
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(Murray et al. 1992). Em dois estudos, uma comparacéo de vetores que continham
diferentes promotores revelou que a estabilidade do BCG era superior quando o
promotor pAN foi utilizado (Medeiros et al. 2002; Seixas et al. 2007). Em dois estudos,
comparando diferentes promotores, observou-se maiores niveis de expressao de
antigenos, gerando superior estabilidade da expressdo, ao se utilizar a sequéncia
promotora pAN (Medeiros et al. 2002; Seixas et al. 2007). Oliveira et al. (2019b)
verificaram que as formulagdes vacinais vetorizadas por BCG, expressando antigenos
sob o comando deste mesmo promotor, conferiram maiores taxas de protecao contra

leptospirose em hamsters.
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipotese

Vacinas recombinantes vetorizadas por M. bovis BCG expressando
individualmente as porgdes P1 (lipL32), P2 (ligAni), Ps (lemA:ligAni) e P4 (lipL32:lemA)
de uma quimera previamente construida composta pelos genes lipL32, lemA e ligAni
de Leptospira interrogans, sao capazes de conferir protecao contra a leptospirose em

hamsters e imunidade esterilizante.

3.2 Objetivo Geral

Desenvolver candidatos vacinais contra a leptospirose contendo antigenos
recombinantes de Leptospira interrogans, clonados através da estratégia BioBricks®,

utilizando Mycobacterium bovis BCG como vetor vacinal.

3.3 Objetivos Especificos

= Obter as porg¢des P1 (lipL32), P2 (ligAni), Ps (lemA:ligAni) e P4 (lipL32:lemA) da
guimera recombinante (Quimera 1), e clona-las no plasmideo pUP500/Ppan
utilizando o padrédo BioBricks®;

= Obter quatro cepas de rBCG expressando individualmente as quatro por¢cdes
da quimera 1;

* Imunizar hamsters sirios (Mesocricetus auratus) com as cepas de rBCG
construidas para avaliar qual porcdo da quimera 1 apresenta maior taxa de
protecdo contra a leptospirose;

»= Avaliar a resposta imune gerada pela imunizacéo contra desafio homélogo em
hamsters, bem como analisar os danos causados pelas leptospiras em figado,

rim e pulméao dos animais.
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4 CAPITULO

4.1 Manuscrito - Protection against leptospirosis conferred by Mycobacterium

bovis BCG expressing antigens from Leptospira interrogans

Este manuscrito foi formatado de acordo com as normas do periodico Vaccine.
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Abstract

Leptospirosis is a zoonotic disease worldwide and caused by the pathogenic spirochetes of the
genus Leptospira. Bacterins make up the vaccines used against leptospirosis, but they only
succeed in providing short-term and serovar-specific protection. The use of Mycobacterium
bovis BCG as a live vaccine vector expressing leptospiral antigens is a promising alternative,
particularly due to its adjuvant properties. Four distinct portions P1 (lipL32), P2 (ligAni), P3
(lemA:ligAni) and P4 (lipL32:lemA) of a recombinant chimera composed of the lipL32, lemA
and ligANI genes from Leptospira interrogans were cloned according to the BioBricks®
strategy in the plasmid pUP500/Ppan. These constructions were transformed into a BCG Pasteur
strain, and protein expression was detected by Western blot. For vaccination, 5 groups of 10
Golden Syrian hamsters were used, aged 4-6 weeks — group 1, rBCG (LipL32); group 2, rBCG
(LigAni); group 3, rBCG (LemA:LigAni); group 4, (LipL32:LemA); group 5, BCG Pasteur
wild-type (negative control). Two doses containing 10° CFU of rBCG were administered
subcutaneously, the challenge was performed with 5 x LDso of Leptospira interrogans serovar
Copenhageni L1-130, and the animals were observed for a 30-day period until the endpoint was
reached. Humoral immunity was assessed via indirect ELISA, while renal colonisation was
assessed by culture and quantitative real-time PCR. All vaccinated groups were protected
against a lethal challenge and sterilising immunity was observed for comparisons with the
negative control group (P < 0.05). Recombinant vaccines were not effective at inducing
significant humoral immunity, which suggests the induction of cellular immunity — a
characteristic of M. bovis BCG. In conclusion, all formulations provide 100% significant
protection against leptospirosis in hamsters with sterilising immunity. The use of rBCG as a
vaccine vector represents a promising alternative for the control of animal leptospirosis,
allowing for protection against clinical signs of leptospirosis and renal colonisation.

Keywords: vectored vaccine, BioBricks, chimera, LipL32, LigAni, LemA



24

1. Introduction

Leptospirosis is a multi-species zoonosis that occurs in tropical and subtropical countries, with
approximately 1 million cases annually — although this figure is likely underestimated [1-2].
Caused by pathogenic spirochetes of the genus Leptospira, leptospirosis is transmitted through
direct contact with water, soil, or food contaminated with the bacteria [3]. Whole-cell
inactivated vaccines are used as prophylaxis, but they only provide sorovar-specific and short-
term protection, so require annual boosting [4].

Recombinant vectored live vaccines are a potential alternative that might prove effective for
increasing the spectrum of protection and providing a sustained immune system stimulation [5]
through the presentation of antigens common to all pathogenic leptospires. Mycobacterium
bovis BCG is a live attenuated vaccine that presents numerous advantages, such as stability,
safety, low production cost, adjuvant capacity, and induction of cellular immunity, as well as
successfully expressing heterologous antigens [6].

The LigAni, LemA and LipL32 proteins are relatively well-conserved among pathogenic
leptospires, surface-exposed, and expressed at the time of infection [7-8-9]. Moreover, their
partial efficacy in protecting against leptospirosis has already been demonstrated through the
use of these antigens in subunit recombinant vaccines, although none of these antigens were
able to prevent the kidney colonisation of infected animals [10-11-12]. Consequently, a recent
study focused on evaluating the protective capacity of a chimera containing segments of these
three fused antigens expressed by BCG as a vaccine vector. This vaccine provided 100%
protection and sterilising immunity in hamsters [13]. However, it is well-known that antigen
size can lead to metabolic overload for BCG, resulting in plasmid loss and vaccine instability
[14].

The cloning of DNA sequences may be facilitated and standardised by using the BioBricks®
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standard; a strategy that allows for the construction of different DNA molecules that become
compatible with each other. Our group was able to clone different mycobacterial promoters in
the expression vector pUP500 — a shuttle vector with the origin of replication in Escherichia
coli and mycobacterium [15] — in order to allow for the expression of heterologous antigens by
M. bovis BCG. In this study, we have evaluated the immune protective potential of the portions:
P1 (lipL32), P2 (ligAni), P3 (IlemA: ligAni) and P4 (lipL32: lemA) of recombinant chimera 1
[15], seeking to identify which portion is most immunoprotective against leptospirosis, in
addition to conferring sterilising immunity when expressed by M. bovis BCG in hamsters.
2. Materials and methods

2.1. Ethical aspects
All procedures involving animal experimentation were approved by the Animal
Experimentation Ethics Committee (CEEA) of the Federal University of Pelotas under number
4646-2015.

2.2. Strains and growth conditions
Mycobacterium bovis BCG (Pasteur strain) was grown at 37° C in 7H9 broth (Difco, BD, Séo
Paulo, SP, Brazil) supplemented with 0.5% glycerol, 0.05% Tween 80 and 10% OADC or in
7H10 agar (Difco, BD, Sao Paulo, SP, Brazil) supplemented with 10% OADC. When
necessary, kanamycin was added at a concentration of 25 pg.mL™. Escherichia coli DH5a was
used for plasmid maintenance and cloning, grown at 37° C in Luria-Bertani medium (Difco,
BD, Sao Paulo, SP, Brazil) (1% Tryptone, 0.5% Yeast Extract, 0.5% NaCl) under the agitation
of 200 rpm or plus 1.5% agar and, when necessary, supplemented with 50 pg.mL? of
kanamycin. Leptospira interrogans serogroup Icterohaemorrhagiae serovar Copenhageni strain
Fiocruz L1-130 was maintained at 30° C in Ellinghausen—McCullough—Johnson—Harris
(EMJH) liquid supplemented with Leptospira EMJH enrichment (Difco, BD, S&o Paulo, SP,

Brazil).
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2.3. Molecular cloning by BioBricks® standard
Four portions, P1 (lipL32), P2 (ligAni), Pz (lemA:ligAni) and P4 (lipL32:lemA) of the chimeric
gene Q1 (Figure 1), constructed with the Leptospira interrogans genes lipL32, lemA and ligAni
[15] (Table 1), were amplified by PCR using pAE/Q1 as a template DNA and utilising the
oligonucleotides described in Table 2. Digestion was performed with restriction enzymes Xbal
and Pstl and cloned individually into the pUP500/Ppan plasmid previously digested with
restriction enzymes Spel and Pstl. This plasmid contained origins of replication in E. coli and
M. bovis BCG, a kanamycin-resistant gene, a multiple cloning site compatible with the
BioBricks® Standard and the mycobacterial promoter pAN [15]. The four constructs were
inserted into electrocompetent E. coli DH5a and the recombinant clones were confirmed by
digestion with restriction enzymes EcoRI Pstl and PCR.
2.4. BCG transformation and expression analysis

Recombinant  plasmids  pUP500/Ppan:P1,  pUP500/Ppan:P2,  pUP500/Ppan:Ps,  and
pUP500/Ppan:Ps were transformed into electrocompetent M. bovis BCG Pasteur by
electroporation. Recombinant BCG strains were plated with kanamycin 7H10 medium and
selected colonies were inoculated on selective 7H9 medium. After a 7-day growth period,
protein expression was confirmed by Western blot. The cells were centrifuged at 4,000 x g for
10 min, suspended in 1 ml of 100 mM Tris, pH 8.0, lysed by sonication (Cole — Parmer, Illinois,
USA), with 10 pulses of 40 MHz for 15 s with 0.1 mm glass beads and centrifuged 10,000 rpm
for 10 min. The pellet was suspended in 1 ml of Tris HCI buffer 100 mM pH 8.0. Protein was
separated on 12% SDS-PAGE and electrotransferred to a nitrocellulose membrane (GE
Healthcare, Illinois, United States). Primary antibodies anti-lipL32 (at 1:50 dilution), anti-
ligAni (at 1:50 dilution); and secondary rabbit anti-IgG (at 1:5,000 dilution) or hamster anti-
IgG (at 1:5,000 dilution) were used. Reactions were revealed by chemiluminescence using the

Western Blotting Amersham ECL Prime (GE Healthcare, Illinois, USA) detection reagent.
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2.5. Vaccination and challenge in hamsters
Male hamsters aged 4-6 weeks were segregated into 5 groups consisting of 10 animals each —
group 1, rBCG (LipL32); group 2, rBCG (LigAni); group 3, rBCG (LemA:LigAni); group 4,
(LipL32:LemA); group 5, BCG Pasteur wild-type (negative control). Animals were
subcutaneously immunised on days 0 and 21 with vaccines containing 10 CFU of rBCG or
BCG Pasteur wild-type. The positive control group containing 4 animals received the bacterin
vaccine (10° cells of L. interrogans serovar Copenhageni strain L1-130) intramuscularly. Fifty-
one days after the first dose, the animals were challenged with 5 times the 50% lethal dose
(LDso) of L. interrogans serovar Copenhageni strain L1-130 (Figure 2). The animals were
monitored daily for clinical signs of leptospirosis and, when reaching endpoint criteria, were
euthanised with COz gas according to the rules and regulations of the Animal Experimentation
Ethics Committee. The criteria adopted for the determination of euthanasia were 10% loss of
maximum weight, prostration, bristling, apathy and lack of appetite. Peripheral blood samples
were collected through the retroocular venous plexus on days 0, 21 and 51, using 0.5%
proximetacaine hydrochloride as an anesthetic eye drop. The surviving animals were euthanised
30 days after the challenge. This experiment was performed in two independent repetitions.
2.6. Humoral immune response determination

The humoral immune response was evaluated by indirect ELISA using the purified proteins
rLipL32, rLemA and rLigAni individually as antigens. The plates were coated with 250 ng per
well of each protein diluted in carbonate bicarbonate buffer (pH 9.6) for 16-18 h at 4 °C. The
plates were blocked with 5% skimmed milk powder diluted in PBST for 1 h at 37 °C. The sera
from the animals were diluted 1:50 in PBS-T with 2.5% milk powder and incubated for 1 h at
37°C followed by incubation with the secondary antibody anti-lIgG peroxidase-conjugated
hamster (Sigma; 1:5,000 diluted in PBST with 2.5% milk powder), which was added and

incubated for 1 h at 37 °C. Three washes with 200 puL. of PBST were performed between each
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step. Reactions were developed with o-phenylenediamine dihydrochloride (OPD — Sigma-
Aldrich) and hydrogen peroxide, and stopped with the addition of 25 pL of H2SOs4 4 N.
Absorbance was determined on a plate reader at a wavelength of 492 nm.

2.7. Histopathology
Renal, pulmonary and hepatic tissues were aseptically collected for histopathological analysis,
fixed in 10% formalin and embedded in paraffin. Sections of 3 um were performed and stained
with hematoxylin-eosin and observed using an optical microscope [16]. Liver congestion, lung
edema, circulatory alterations and kidney tubular degeneration were analysed.

2.8. Load leptospiral detection in the kidneys
The analysis of leptospires in renal samples from surviving animals was evaluated by culture
and quantitative real-time PCR (gPCR). The leptospiral genomic DNA in kidney samples was
quantified by gPCR using a LightCycler 96 system (Roche, Basel, Switzerland). Samples were
prepared by dicing 100-200 mg of renal tissue and suspending it in PBS, followed by
homogenising the tissue for two cycles of 20 s using a Ribolyser (Hybaid, Kalletal, Germany).
Genomic DNA was extracted from approximately 40 mg of tissue using the SV Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Brazil). The reactions were performed in triplicate, with each
containing 200 ng of total DNA, 0.4 uM of each primer (Table 1), 5 ul SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Séo Paulo, SP, Brazil) and nuclease-free water (Invitrogen)
was also added to a final volume of 10 ul. The gPCR protocol consisted of an initial incubation
step of 95 °C for 10 min, followed by 45 cycles of amplification (95 °C for 15 s, 58 °C for 15
sand 72 °C for 15 s).
The number of leptospires was determined in comparison with the number of hamster cells in
the sample, then quantified by copies of the lipL32 gene, respectively. To determine culture,

one kidney from each surviving animal was collected and inoculated in a supplemented EMJH
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medium. During an eight-week incubation period, dark-field microscopy was performed to
identify positive cultures.

2.9. Statistical analysis
The levels of protection against mortality and survival rates were determined using Fisher’s
exact test and log-rank test, respectively. Significant differences between the serological assays
were determined by analysis of variance (ANOVA). P < 0.05 was considered to be statistically
significant. To compare the differences in histopathological analyses, a one-way ANOVA test
was performed, with P < 0.05 considered significant. Statistical analysis was carried out using
the GraphPad Prism 7 and Statistix 8 software packages.
3. Results

3.1. Recombinant BCG strains expressing Leptospira interrogans antigens

The cloning of the genes in the pUP500/Ppan Vector generated the construction of 4
recombinant  plasmids:  pUP500/Ppan:P1,  pUP500/Ppan:P2,  pUP500/Ppan:P3, and
pUP500/Ppan:Pas. Protein expression by rBCG was detected by Western blot (Figure 3). An anti-
rLipL32 polyclonal antibody was able to detect P1 (28 kDa) and P4 (44 kDa), while anti-rLigAni
was able to detect P2 (30 kDa) and P3 (45 kDa), and wild BCG extract was used as a negative
control and not detected in any reaction.

3.2. Humoral immune response induced by rBCG vaccines
The humoral immune response was evaluated by indirect ELISA. Sera from day O (pre-
immune) and day 51 (post-immune) were used. Antibody levels induced by rBCG vaccines
expressing the four portions individually were not significant when compared to sera from day
0 (pre-immune) (P < 0.05).

3.3. Protection conferred by rBCG vaccines

After the challenge, the animals were monitored for 30 days. The rBCG strains expressing the

portions P (LipL32), P2 (LigAni), Pz (LemA:LigAni) and P4 (LipL32:LemA) afforded 100%
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protection (P < 0.05) against leptospirosis in the context of a homologous challenge in hamsters.
The results of mortality and survival are shown in Figure 4 and Table 3. All animals vaccinated
with bacterin (positive control) survived after the challenge. The endpoint criteria were
observed in all negative control animals that received the BCG Pasteur wild strain, including
the loss of 10% of total weight (Figure 5).

3.4. Histopathological Analysis

Histopathological analyses were performed on the kidney, liver and lung. The damage observed
in the renal tissue did not show any significant difference among vaccinated groups. In the
lungs, a difference (P = 0.0038) in the damage score was observed only between the group
vaccinated with P4 (lipL32:lemA) and the negative control group (BCG Pasteur). In the renal
tissue, however, a significant difference was clear between the vaccinated groups when

compared to the negative control group (P < 0.0001) (Figure 6).

3.5. Sterilising Immunity

The sterilising immunity conferred by vaccines, determined by the lack of leptospiras in kidney
samples, was evaluated by utilising culture and gPCR. In the first experiment, the presence of
leptospires was not detected in the kidney cultures of hamsters vaccinated separately with the
four portions. In the second experiment, the same result was observed with the exception of the
group vaccinated with portion 1 (LipL32), where the presence of leptospires was detected in
the kidney culture of one animal that reached the endpoint criteria. The gPCR confirmed the
observed culture results (Table 2).

4. Discussion

Mycobacterium bovis BCG is a live attenuated vaccine that has been shown to be effective for
expressing different microorganisms’ heterologous antigens, including Leptospira spp. [13-17].

Its characteristics are very advantageous due to its ability to replicate in antigen-presenting
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cells. This facilitates the stimulation of the host’s immune system, therefore, conferring long-
term protection and inducing Th1 and Th2 immunity. Plus, the mycobacterial cell wall is known
to be one of the most potent immunological adjuvants (complete Freund’s adjuvant [CFA]). All

of these qualities make BCG extremely attractive for the development of a vaccine vector [18].

By immunising Syrian hamsters with vaccine formulations containing rBCG strains and, after
51 days, challenging them with 5 x LDsp of L. interrogans serovar Copenhageni strain Fiocruz
L1-130, this research was able to achieve 100% protection and significant sterilising immunity.
Any clinical signs of leptospirosis were only observed in animals inoculated with wild BCG

Pasteur strain (negative control) in both performed experiments.

The leptospires serovars differ due to the antigen O, which makes up the lipopolysaccharides
of the external membrane. This means that structures are differentiated [19], which makes
bacterial vaccines impossible to confer the broad spectrum of protection. Faced with this
significant disadvantage, several studies seek a vaccine target that is common to all pathogenic
leptospires, with the most promising examples being those proteins that are exposed to the
extracellular environment and anchored to the external membrane, or those expressed at the
time of infection. The immunoprotective potential of the LipL32, LemA and LigAni proteins,
as a recombinant vaccine, has already been highlighted by several studies, however, the use of
these isolated antigens did not confer significant sterilising immunity [10-11-12]. Nevertheless,
a recent study excluded this problem, within which a recombinant chimera composed of these
three proteins, and vectorised by Mycobacterium bovis BCG, conferred 100% protection with
sterilising immunity [13].

The use of larger-sized antigens can generate a metabolic overload for BCG [14], which may
impair vaccine stability. Faced with this possibility, this study sought to fractionate the
recombinant chimera [13] into four distinct portions: P1 (lipL32), P2 (ligAni), Ps (lemA:ligAni)

and P4 (lipL32:lemA), as well as cloning them individually into the expression vector pUP500
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— constructed by our research group according to the BioBricks® Standard. This vector has an
origin of replication in E. coli and mycobacteria, together with sites for the restriction enzymes
used in BioBricks® [15]. For the effectiveness of the expression, using a mycobacterial
promoter sequence is necessary, with pAN being the promoter associated with higher rates of
vaccine stability and better levels of antigen expression [20]. By utilising western blot
technique, it was possible to detect the expression of the four portions by the recombinant BCG

strains.

The immune response required for protection against leptospirosis is not yet well understood,
although it is known that the humoral response is of paramount importance because research
has shown that anti-LPS antibodies, induced by commercial bacterial vaccines, protect animals
from disease [21] but, in some hosts, cellular immunity is equally important [13-21]. M. bovis
BCG is an efficient vaccine vector, being intracellular, able to replicate inside macrophages,
inducing a cellular immune response and, because it is a live vaccine, this stimulation is
constant [22]. Humoral immunity was evaluated by ELISA, and no significant levels of
antibodies were obtained, suggesting that cellular immunity is fundamental to conferring
protection against leptospirosis in hamsters. Such a result is expected in BCG vectored
vaccines, as this is an intracellular microorganism that has the ability to replicate within antigen-
presenting cells [23].

Pathogenic leptospiras generate a systemic infection when they cross the skin or mucous
membranes — the process of which is facilitated by their spiral and fine form [24] — then enter
the bloodstream and quickly arrive in highly vascularised tissues, such as the lung, liver and
kidney, with the latter being the organ of the greatest significance for the dissemination of the
environment’s bacteria [25]. The histopathological analyses of this study show that the tested
vaccines were not able to prevent tissue damage in the lungs and kidneys of vaccinated animals.

This is a fact that can possibly be explained by the induction of an inflammatory response to
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combat this pathogen [26], considering that the analyses performed by culture and gPCR did

not detect leptospiral load in the animals’ kidneys, conferring a sterilising immunity.

Although the use of M. bovis BCG is promising, there are some disadvantages in its application
for humans and cattle. In most countries, the Bacillus Calmette Guérin (BCG) vaccine is
administered to newborn babies so that human tuberculosis can be prevented by stimulating the
immune system. It is known that doing so produces a robust Th1 response, in turn, resulting in
a cell-mediated immune response [27]. The moment a person receives another vaccine
containing BCG, the immune system is already sensitised, which may cause vaccine instability
[28]. The cattle are not vaccinated against tuberculosis because the vaccine influences the result
of the tuberculin skin test (Mantoux) based on the DPP, where it is not possible to distinguish
between tuberculosis infection and vaccination with M. bovis BCG or exposure to
environmental mycobacteria [28]. It is, therefore, necessary to develop a new alternative test to
tuberculin, since tuberculosis and leptospirosis are diseases that cause great economic losses
for agriculture [29], so a single vaccine that protects against both diseases would be very

advantageous.

In this work, all four portions of chimera 1, expressed by BCG, were able to provide 100%
protection against leptospirosis in hamsters with sterilising immunity. The BCG proved to be a
highly efficient vaccine vector for expression of BioBricks® constructions — pUP500/Ppan:P1,
pPUP500/Ppan:P2, pUP500/ppan:Ps, pUP500/Ppan:P4 — and was possibly able to stimulate the

cellular immune system in the fight against leptospirosis.

5. Conclusion

The experiments performed in this study demonstrate the potential of recombinant BCG
vaccines by providing significant protection against leptospirosis in hamsters, together with

sterilising immunity. Although humoral immunity was not significant, it is believed that a
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cellular immune response has been generated and found effective in fighting the disease. Other
experiments should be performed to evaluate cellular immunity as well as the stability of these

vaccines in vitro and in vivo.
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Table 1. Fragments amplified from the recombinant chimeric antigen composed by

genes from L.interrogans

Fragments Size (pb)
Portion 1 (lipL32) 795 pb
Portion 2 (ligAni) 882 pb
Portion 3 (lemA: ligAni) 1290 pb
Portion 4 (lipL32: lemA) 1224 pb

Table 2. Nucleotide sequences of primers used in this work.
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Primer

Sequence (5°-3%)

lipL32 forward

lipL32 reverse

ligAni forward

ligAni reverse

lemA:ligAni forward

lemA:ligAni reverse

lipL32 forward*

lipL32 reverse*

CCGGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGTGGTCTGCCAAGCCTAA

TGCACTGCAGCGGCCGCTACTAGTTTATCTAGGAGAGCCGCCACCCTT

CCGGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAATGCCTAGCAGAATA

TGCACTGCAGCGGCCGCTACTAGTTTATGGCTCCGTTT

CCGGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAATGAGCATTCAAGAAGAAGAT

TGCACTGCAGCGGCCGCTACTAGTTTATGGCTCCGTTT

CTGAGCGAGGACACAATC

ATTACGGCAGGAATCCAA

*Primers used in g°PCR



39

Table 3. Protection conferred by different rBCG-vectorized vaccines against lethal challenge in

the hamster model of leptospirosis.

Immunogen

% Protection

(survivors/total)

P value

Renal culture

(positive/survivors)

gPCR

(positive/survivors)

rBCG (LipL32) - P;

rBCG (LigAni) - P,

rBCG (LemA:LigAni) - P3

rBCG (LipL32:LemA) - P4

Bacterin (positive control)

BCG Pasteur (negative control)

100 (10/10);
90 (9/10)**

100 (10/10)*

100 (10/10)*

100 (10/10)*

100 (4/4)*

0 (0/10)*

< 0.0001*

< 0.0001*

< 0.0001*

< 0.0001*

0.0010*

0/10; 1/10**

0/10*

0/10*

0/10*

0/4*

10/10*

0/10; 1/10**

1/10; 0/10**

0/10*

0/10*

0/4*

10/10*

Expression vector pUP500/Ppan

* Result obtained in both experiments
** Result obtained in the second experiment
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Figures

NH,-6xHis- -COOH (75.1 kDa) Q1

Figure 1: Schematic drawing of recombinant chimera 1. Recombinant chimera composed of
the genes lipL32, lemA and ligAni of Leptospira interrogans, with 75.1 kDa. Source: Oliveira
et al., 2019a.

21 days 30 days 28 days

® ' 1 ® o

1*t dose and 21d dose and Challenge and End of experiment
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Figure 2. Immunisation timeline. The hamsters were immunised on day 0 and day 21 and
challenged on day 51. The collection of blood through the ocular plexus was also performed
during these three days.

LipL32(P,) LigAni(P,) LemA:LigAni(P;) LipL32:LemA(P,) Pasteur wt
28kDa 32kDa 46kDa 45kDa

Figure 3. Evaluation of recombinant antigen expression in M. bovis BCG by Western blot.
LipL32 (P1), anti-lipL32 and anti-hamster IgG; LigAni (P2), anti-ligAni and anti-rabbit I1gG;
LemA:LigAni (P3), anti-ligAni and anti-rabbit IgG; LipL32:LemA (P4), anti-ligAni and anti-
hamster IgG; Pasteur wild-type, untransformed BCG (negative control).
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Figure 4. Survival of rBCG-immunised hamsters after lethal challenge. Survival of
hamsters vaccinated with rBCG strains, bacterin, or BCG Pasteur after administration of a lethal

inoculum of L. interrogans serovar Copenhageni, Fiocruz L1-130 strain in two independent
experiments (A and B).
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Figure 5. Weight loss in hamsters immunised with rBCG strains after lethal challenge.
Weight variation among hamsters vaccinated with rBCG strains, bacterin, or BCG Pasteur after
administration of a lethal inoculum of L. interrogans serovar Copenhageni, Fiocruz L1-130
strain in two independent experiments (A and B).
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Figure 6. Histopathological analyses of hamsters’ kidney, liver and lung tissues.
Comparison between vaccinated groups and between each vaccinated group and negative
control (BCG Pasteur) of the damage caused in kidney, liver and lung. The damages were
scored from 1 to 5 — the lightest to the most severe. Kidney: there was no significant difference
between all groups. Liver: there was a significant difference (P < 0.0001) only between each
vaccinated group and the negative control. There was no difference between the vaccinated
groups. Lung damage showed a difference with the value of P = 0.038 only between the group
vaccinated with portion 4 (lipL32: lemA) and the negative control.
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5 CONCLUSAO GERAL

As gquatro formulagdes vacinais baseadas nos rBCGs (pUP500/Ppan:LipL32,
pUP500/Ppan:LigAni, pUP500/Ppan:LemA:LigAni, pUP500/Ppan:LipL32:LemA),
conferem 100% de protecdo significativa e imunidade esterilizante contra a

leptospirose animal frente ao desafio homoélogo em hamsters.

Os danos histopatologicos encontrados nos tecidos pulmonar e renal dos
grupos vacinados, indicam a inducdo da resposta inflamatoria gerada pelo
sistema imune no combate a infeccdo por Leptospira.
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ANEXOS

Anexo 1. Aprovacdo do comité de Etica e Experimentacdo Animal para utilizacio de hamsters sirios
(CEEA 4646-2015) nos experimentos descritos nesta dissertagéo.




Anexo 2. Solicitagdo do adendo para prorrogacdo do CEEA 4646-2015.

phti—rir] SEVLFPal - 0313778 - CEEA: modeio de sdends

SAA e,

T
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Comissie de Ftica em Experimentagio Animal

FORMULARIO PARA SOLICTTAC A0 DE ADENDO EAOU MUDANCA EM PROJETO

Titule do Prejeto: Construgio de quimeras de antigenos de Lepiospirg interrogawes pelo
metodo BeoBricks e expressdo em B{OG como vacma muliivalente contra lepiospirose ansmsl

N* de registre na CEEA: 4646-2015
FPesguisadoer responsivel: Odir Antonio Dellagostin

Adendo vu modificagiio o ser executadn na metodelogia original (UTILIZE 0 ESPACO
OUE FOR NECESSARID:

) presente projeto entstulado “Construgio de quimeras de antigenos de Lepiospirg inferrogaes
pelo meétodo Biolincks e expressio em BOG como vacina multivalente contra keplospinse
amimal™, aprovado pelo CEEA sob nimero 4646-20015 previa a wtilizagio de 312 hamsters pam
avalegio de vacimas recombenantes vetonmadas por Mycobactenimm bowvis BOG contm
leptospimose. Deste total, apenas 80 animaes foram soliciados para os ensaios.

Estes B0 ammais formm wtilizados para avaliagio de uma vacma wetorizada por B{OG, oupo
antigeno alvo foi uma proleina quimérica recombmanie, composta pelos antigemos LipL3Z,
LemA e LighANl de Lepiospire imterrogons. Os resuliados obtidos nesse imbalho foram
promisares, @ (%% de prolecdo foi observada nos grupos que receberam as cepas de BOG
recombinante expressando a gquimera sob o comando de 4 promotores micchacienanos
diferentes. Todos os animais do grupe controle megativo vieram a Gbilo, € um grupo que
recebeu uma cepa de BCG recombiremte expressando a quimera ma forma secretda
apreseniou taxa de §0% de protecio. Além disse. os resultados obisdos por PCR quamstativo
em iempo real demonstraram protecio contra colonizagdo renal dos animais. Estes dados estdo
agmpados cm wm manuscrito recenbemente submetido para o periadico Frociae.

Para dar seguimento a este projeto., pretendemos avaliar 5 porgdes antigénicas desta quimera,
também expressas em BOG, para determinar quaks regedes sio responsavess pela protegda,
bem come para avaliar a estabilidade da vacina quando regries menores sio expressas nesie
bacilo. Sabe-sz que a massa molecular do antigeno, somado 3@ outros fatores, podem
comprometer a estabilidade da vacma vetorizada por BCGL

0 expenmento de mmunoprotecde serd realizado em hamsters (machos efou fémeas) e sea
delmeamento esta descrrie na tabela 1. Ox animais serdo vacinados em duas doses, nos dias 0 e
21, com 10 UFC dax cepas de BOG, pela via subcutinea. O grupo controle positivo serd
imumizado via intramuscular com 107 leptospiras inativadss pele calor. Cimguents ¢ um dias
apis o primeira imuniFacio, os anmais serdo desafisdos com 5 x Dleg L feferrogans sv.
Copenhagem cepa Frocruz L1=130 pela via imtmpeniioneal. Antes da pnmeim imumzacio ¢ do
desafio, amostras de sangue serdo coleladas pelo plexo venoso retro-oouler apos admimistragio
de colirio anesiésico, pam avaliagio da resposta imune humoral. (s animass serio obhservados
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por 30 diss apds o dessfio. sendo eomnssisdes por aprofundamenso anesiésico com
peniobarbila] guande spresemtarem os sinais climices de leptospirose (perda de apetile,
prostrachio, dispoecia ¢ perda de 10 do peso corporal mbxima).

Taeheln 1: Delinenmendo experimenal do experimento Jde momoprotzlo em harmsiers.

“""::f“" Inéculo Nimere de animais*
Grupo A {controle] BCG Pastear 1

Grupa B BCG Pasteur + pUPSOO:BAN_P1 10

Grupo © BOG Pasteur + pUPSOGEAN_ P2 1

Grupo D BOG Pasteur + pUPSO0PAN_P3 10

Ginapo E BOG Pasteur + pUPSO0PAN_P4 1

Grupo F BOG Pasteur + pUPSOGPAN_PS 10

Grupo G Bacterina 4

*Pretende-se realizar duss repetigdes deste expenments, talizando 128 enimas (Experimento |
- 3} machos & 32 #meas; Experimento 2 - 52 machos e 52 Bmess).

Abéim disso, para podermos ovalisr o miluéneia do sntigeno na esmbilidade dos cepas de BOG
recomshinante confiomee experimento jd padronizsdo anterionmente ¢ mmbém aprovado pelo
CEEA sob nimens 145482000 8, soliciiamos stravés deste pedido wm 1ol de 9 canvendongos
BALBYT machos e fémeas a sevemn utilizados no experimemo descrito na Tabela 2. Esies
animais serie inoculsdo: imfrapensoneamente com 107 UFC de BOG recombinante ou
conirole. Owio animais de cada grupe serio cuinmasiados com soflemno acs Gl dis pds-
vacinazko € 08 oiio resinnies de cada grupo, acs 126 dias pds-vacinaglo. Em snvhas as elapas
werbo coleisdos o hapos pam & culure microbialigica.

Taheln 2: Delinenmenito experimental da svaliaglo de emahilidade dos vacings vetonzsdas por
BCG em camundongos.

Denemimacio do Girups I by Miineere de animais®

Girupe A jconmode) BOG Pasieur 13

o i ol oL R T ol R TR reTE._inzaTe secleer rgaTeEves vsunow bid doosresnics FE T LinE s miks . i
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DA SEFUFFs - D17 - TEEA meadkela- o sl

Grupo B BOG Pasteur + pUPSO0P 16
Grupo C BOG Pasteur + pUPS00/P2 It
Grupo D BOG Pasteur + pLSINPS 16
Grupa E BOG Pasteur + pLIS0NPS It
Grapa F BOG Passeur + pLISINPS 16

* Cada grapo de 16 animais send subdividido ems dois subgrupos de & animais ceda, pam
pvaling o da esinhilidade das vocimas nos pempos de 8 ¢ 16 semanes apds vocimag o,

Justificativa do pesquisader respossivel para solicitegio de ademdo e'ou modificagio mo
prajeio (UTILEEE O ESPACT QUE FOR NECESSARM):

b nlimsero d= hemsiers previsios. inicislmente nfio fod wilizsda, ¢ considersndo os resalindos
kammuhimudnimphﬁnﬂudnruﬂ:dnthﬂimmhmmm
ser relevame dor seguimento @ eses esudos avalisndo porges u.nlg!nlm o u.an,u:nnn
inicidlmente iestade. Para imvio, mecessieecs promogar o prazo do projepo aié sagesio d
i

ik niimere solicitade de camundonges nbo foi previsio inkciolmeme W vVez que prion e
obmerver se o6 resuliados serismn promissores gpenis uiilizando o andgens guiménco nregro &
s pheervariamos taxes de protegio significaiis, para enibo avalior a esmbilidade das vacinas
recomsbinanies uilimande o porgfies aniigénices da quimena inteire. O experimenic de
estahilidade ji fioi padronizedo uiileando snimais solicitados aneriommenie e & estabilidade da
vacing baseads ne guimern imiegra tnmbdm emd em fise de wvolingdo. Assins, com esse
resulimdo, poderemos comparar o influéneia do ancigens wtilizsdo ne esabilidade dos cepas de
BCG recombinanie, o que mmbém fod recomendado pd.lmm.l:ﬂh&:n:n:lp.rdm-mmdn
programa de ple-gradesgde em Biolecmologia. Ainds, exise a possibilbdade desies smimais
seremn wiiliesdos para svalisgdo da esinbilidade de owiras cepes de BOG recombimanie
expressando o nessne st geno |gaimena 1) porém sob o comando de diferemies promoioees,
com o ohjetve de detemuizar & mibedncis do promotor usado na eswahilidade vacinal. Esies
experimenics foram mcados porém nem indes as ooosineghes foram ovalisdas uma vez que
mm expenmento piloie G reslizado pam padromizecio do protocclo. Case os ponghes
anigdnices nbo esirmlern una resposo Proteiors, esies onimais serbo direcionados pare csin
ot andlise, confiomese delineado em adendo prévio upmui:pdn-ﬂ‘EEAiliH-t-![lli]
Mmanie do exposic, venho por neeio d2sia soliciter o exiensdo do praze do proajeto citade acima
mmlmhmnm&wmﬂm porgies aniigénices de wma
proteing  guimdmica previemsenic  avalinde como vacing pecombimanie  vetonzada  por
Hr.:'n&nﬂarmll towis BOG comam lepiospirese. Além disse, solicimmos um padido d= 96
cmm‘u:l-nngn-: BALBT para redizngdo dos expenmenios de esinbilidade das vacines
construldas, de acordo com o proiocolo deseriio scima & squi devidamenie jostificado.

SE O ADENDD FOR PARA AUMENTAR O NUMERO DE ANIMAIS, DEVE-SE
ESCLARECER O MOTIVO PELO QUAL 05 MESMOS NAO FORAM PREVISTOS
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Anexo 3. Aprovacao da solicitacéo do adendo para utilizagdo de hamsters sirios nos experimentos.

TGN SEWUFPal - 0ETIEE2 - Pasecer

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

FPARECER & THIMWCEEAREITORIA
PROCESSO N® 23010001 4548200 B-22
Certificado

Certificamos que a solicitagdo de adendo 2 propesta intitulada " Construgdo de quimerns de antigenos

de Leprospiva inferrogoas pele métedo Bioliricks ¢ expressiis em BOG coma vacina multivalente contra
leptospirose amimal ™, registrada com o n® 231 10,014 545001 §-22 sob a responsshilidade de (hdir Awbinio
Dellngmstin - que envolve a produgio, manutengio ou utilizagio de animais pertemcentes ao filo Chordata,
subhilo Vertehrata {excelo humanos), para fins de pesquisa ceentifica {ou ensino) - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.75%4, de B de outubro de 2008, do Decreto n® 6,899, de 15 de julbo de 2009, e
com a5 pormas editadas p-_clu Conselho Macsonal die Controle de E'l:_prrirnml:q.’-:- Amnimal (COMCEA), &
receben parecer FAVIMRAVEL a s execugio pela Comissio de Etsca em Expenmentacdo Animal. em
reunido de 15 de agosto de 2019,

Firalidade { x } Pesquisa { 1 Ensino
Vigéncia da auton zagdo Frorrogado até agosio de 2030
IE spécielinhagem raga Wi meurcuiesBalb'c
Y SR TR T el
[ldade | semanas
Sexa MMachos
[rigem Fiméri-a Central - UFPel

Codigo para cadastro n® CEEA 14548-20018

MLV Do Anelize de Diveirn Compello Felix

Fresdente da CEEA
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TOSE SEWUF Pal - DETI8ET - Passcar

Documento assinado efetronl camente por ANELIZE OE OLWVEIRA CAMPELLD FELE, Miédico
& Veterindrio, em 230082009, 35 1422, conforme hordro ofidal de Brasibka, com fundamento no art.
&4, § 1%, do Decredo nd 8,535, de 8 de outubrg de 2015

Asfirinda: Proceio n® 15110014546/ 3018- 12 8 DETIERD
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