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RESUMO

A leptospirose canina tem aumentado significativamente nos Gltimos anos. No Brasil alguns
estudos tém demonstrado o carater endémico dessa zoonose em caes e que estes animais podem exibir
o status de portadores renais cronicos da Leptospira. A exposi¢do e o convivio do homem com os cées
poderdo tornéd-lo vulneravel a infeccdo por Leptospira. Na intengdo de desenvolver uma vacia oral
contra a leptospirose canina busca-se avaliar a possibilidade de usar lactobacilos autdctones como
veiculos ou adjuvantes vacinais. Para isso, setenta e nove linhagens bacterianas foram isoladas das
fezes de cdes lactentes, em meio seletivo para bactérias laticas e analisadas. Destas, 41 eram Gram
positivo e catalase negativo, sugestivo de Bactérias Laticas. As linhagens foram identificadas
molecularmente por Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA) dos espacadores entre
0s genes 16S e 23S rRNA. Ao final, 37 isolados pertencentes ao género Lactobacillus distribuiram-se
em 6 espécies — Lactobacillus reuteri (16/37; 43,3%), Lactobacillus animalis (7/37; 18,9%),
Lactobacillus acidophilus (3/37; 8,1%), Lactobacillus sanfranciscensis (2/37; 5,4%), Lactobacillus
murinus (2/37; 5,4%) e Lactobacillus paraplantarum (1/37; 2,7%). Essas linhagens de Lactobacillus
foram avaliadas quanto a propriedades funcionais desejaveis em probidticos. Na avaliagdo geral, dos
Lactobacillus, isolados de cdes, com caracteristicas probidticas e possiveis candidatos a veiculos ou
adjuvantes vacinais orais, destacaram-se seis isolados de L. reuteri e um isolado pertencente a espécie
L. paraplantarum. Os isolados da espécie L. reuteri foram diferenciados em trés linhagens diferentes,
de acordo com as sequéncias poli-trinucleotidicas intercaladas (GTGs). Duas espécies de lactobacilos
L. reuteri (isolado 2) e L. paraplantarum (isolado 15) tiveram testadas a sua capacidade
imunomodulatéria a partir da suplementacdo por via oral de Golden Syrian Hamsters, identificando-se
as citocinas expressas, por RT gPCR. A espécie L. reuteri demonstrou-se boa moduladora ao induzir
citocinas pré-inflamatérias e ativar também citocinas regulatérias da resposta imunol6gica nos
hamsters. a espécie L. paraplantarum apresentou baixa atividade imune. Os antigenos LipL32 e Loa22
de trés sorovares de Leptospira, foram amplificados, sequenciados e posteriormente alinhados, entre si
e com sequéncias homologas de outros sorovares disponiveis, confirmando o alto grau de conservacao
evolutiva desses genes. LipL32 foi sintetizada e sua fracdo sollvel purificada, obtendo-se 7,96 mg da
proteina por litro de cultura induzida. Foram produzidos antisoros anti-leptospira, com a inoculacédo de
uma vacina comercial, produzida com 5 sorovares de L. interrogans, em camundongos BALB/c. A
massa molecular da proteina LipL32 foi determinada por Western blot, pela ligagdo do soro anti-
leptospira, na posicdo correpondente a 32 kDa. Foram produzidos antisoros policlonais, anti-LipL32,

em camundongos, para uso na confirmagédo dessa proteina, em novas purificacdes.

Palavras-chave: Lactobacillus, citocinas, vacina, adjuvante, imunomodulagdo, hamsters, LipL32,

leptospirose.
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ABSTRACT

Leptospirosis is an important reemerging infectious disease that affects populations
worldwide. Caused by pathogenic spirochaetes of the genus Leptospira, the disease presents higher
incidence in tropical and subtropical regions. Aimming new live vehicles or immune adjuvants for a
new leptospirosis vaccine, Lactic Acid Bacteria were isolated and identified in the faeces of Chinese
Crested and Yorkshire terrier pups and their probiotic features were investigated in vitro. Thirty-seven
isolates were identified as Lactobacillus or Enterococcus. Out of these isolates, 31 were lactic acid
bacteria (LAB) and belonged to the species Lactobacillus reuteri (16/37; 43.3%), Lactobacillus
animalis (7/37; 18.9%), Lactobacillus acidophilus (3/37; 8.1%), Lactobacillus sanfranciscensis (2/37;
5.4%), Lactobacillus murinus (2/37; 5.4%), and Lactobacillus paraplantarum (1/37; 2.7%), while six
other LAB isolates were Enterococcus spp. (6/37; 16.2%). Based on these results, two Lactobacillus
strains — L. paraplantarum (15) and L. reuteri (2) — showed promising probiotic-related features and
merit investigation as probiotics for dogs. Golden Syrian Hamsters fed with both strains had
immunomodulatory properties assessed by RT-gPCR for selected cytokines and they stimulated
proinflammatory (INF-y, 1L-12, TNF-¢) and regulatory cytokines (IL-10, TGF-B). The genes of
LipL32 and Loa22 antigens of three Leptospira serovars were amplified by PCR, sequenced and then
aligned with each other, confirming the high degree of evolutionary conservation of these genes.
Recombinant LipL32 (rLipL32) was expressed in an E. coli heterologous system and purified as
soluble fraction, yielding 7.96 mg of protein per liter of IPTG-induced culture. Antisera against
Leptospira, were produced in BALB/c mice by inoculation of a commercial vaccine produced with
five serovars of L. interrogans. The molecular mass of rLipL32 was determined by Western blot to be
32 kDa. Polyclonal antisera anti-rLipL32 was also produced in mice. Recombinat Loa antigen was not

produced at this time.

Keywords: Lactobacillus, cytokine, vaccine, adjuvant, immunomodulation, hamsters, LipL32,

leptospirosis.



1. INTRODUCAO

1.1. ALEPTOSPIROSE

A leptospirose € uma importante zoonose, de ampla distribuicdo geogréafica, que afeta
um diversificado grupo de hospedeiros mamiferos. Trata-se de uma doenca tropical bastante
negligenciada e por isso reemergente. A doenca € causada por bactérias patogénicas
pertencentes ao género Leptospira (Adler & de La Pefia Moctezuma, 2010; Adler et al.,
2011), que tém os animais silvestres, sinantropicos e domésticos, como seus hospedeiros
primarios. Os humanos sdo hospedeiros ocasionais (Adler & de La Pefia Moctezuma, 2010;
Evangelista & Coburn, 2010).

1.1.1. Caracteristicas do agente etiolgico

As leptospiras sdo espiroguetas pertencentes a ordem Spirochaetales, familia
Leptospiraceae (Johnson & Faine, 1984). A classificacdo soroldgica, também denominada
sensu lato dividiu o género Leptospira em duas espécies, a saber: Leptospira interrogans,
compreendendo as 268 sorovariedades patogénicas, agrupadas em 24 sorogrupos € a especie
saprofitica L. biflexa, composta de 65 sorovariedades, distribuidas em 38 sorogrupos (Johnson
& Faine, 1984; Baranton et al., 1995; Brown & Levett, 1997; Bergey et al., 1998; Adler &
Moctezuma, 2010). Na classificacdo soroldgica, a base taxonémica € a sorovariedade,
entretanto, o reagrupamento das mesmas, em sorogrupos, baseado na forte similaridade

antigénica entre eles, é realizado por razdes praticas (OMS, 2010).

A classificagdo gendmica, também denominada sensu stricto, baseia-se nos estudos de
homologia de DNA e reconhece em torno de 268 sorovariedades distribuidas em treze
espécies patogénicas: L. interrogans, L. borgpetersenii, L.weilli, L. noguchii, L. santarosai, L.
terpstrae (genomospecies 3), L. kirschneri, L. licerasiae, L. alexanderi, L. alstonii
(genomospecies 1), L. fainei, L. inadai e L.wolffii e em seis espécies saprofiticas
compreendendo: L. biflexa, L. meyeri, L. yanagawae (genomospecies 5), L. kmetyi, L.
vanthielii (genomospecies 4) e L. wolbachii (Yasuda et al.,1987; Ramadass et al., 1992;
Pérolat et al., 1998; Brenner et al., 1999; Adler & Moctezuma, 2010).

Bactérias pertencentes ao género Leptospiras sao aerdbias obrigatorias, saprofiticas ou

patogénicas e com crescimento 6timo em temperatura entre 28-30°C (Adler; Chappel; Faine,



1982; Perolat & Baranton, 1990). Apresentam estrutura flexivel, dotada de motilidade e forma
helicoidal ou espiralada, medindo cerca de 1 um de didmetro e 6 a 20 um de comprimento,

sendo visualizadas por microscopia de campo escuro e por contraste de fase.

No nivel ultraestrutural pode ser observada a existéncia de um cilindro protoplasmatico
helicoidal contendo dois filamentos axiais inseridos sub-terminalmente, em polos opostos,
conferindo-lhe extremidades dobradas em forma de gancho. Ambos, cilindro protoplasmatico
e filamentos axiais, sdo envolvidos por varias camadas de membrana externa, compondo o
envelope externo. Os filamentos axiais ou flagelos se estendem desde a membrana
citoplasmatica, passando pelo espaco periplasmatico, até o final da célula, sendo necessarios
para a motilidade da bactéria (Picardeau et al., 2001; Wolgemuth et al., 2006).

Como caracteristica exclusiva das espiroquetas, elas possuem uma membrana interna
(citoplasmatica) intimamente associada com o peptidoglicano da parede celular, em vez da
membrana externa (Figura 1). Em relacdo a arquitetura dessa membrana externa foi verificado
que as leptospiras patogénicas apresentam uma membrana dupla, similar as bactérias Gram-
positivo e Gram-negativo que fornece protecdo contra alguns antigenos a partir do ambiente
externo. Entretanto, a membrana externa das espiroguetas parece ser fluida e labil, quando
comparada com a membrana externa, das bactérias Gram-negativo (Picardeau et al., 2001;
Wolgemuth et al., 2006). Paralelamente, a membrana externa das leptospiras e demais
espiroquetas parece ter baixa densidade de proteinas transmembranares e uma grande
quantidade de lipoproteinas (Haake, 2000% Levett, 2001; Haake & Matsunaga, 2002; Bharti
et al., 2003; Vijayachari et al., 2008).

Estudos sobre os principais componentes da parede das leptospiras mostraram a
presenca de lipopolissacarideos (LPS) e peptideoglicanos, com o predominio de alanina,
acidos glutdmicos, diaminopimélicos, muramicos e glucosamina. Os lipideos constituem de
18 a 28% do peso seco da célula e sdo compostos por aproximadamente 70% de fosfolipidios
e 30% de &cidos graxos livres (Bergey et al., 1998). O LPS da parede celular de Leptospira
tem composicdo quimica e caracteristicas tintoriais similares aos das bactérias Gram negativo,
porém com baixa atividade endotédxica (Vinh et al., 1999). Varias pesquisas demonstraram
que a variacdo na composicdo de carboidratos dos LPS reflete a diversidade entre as
leptospiras patogénicas, sendo o terco final da estrutura, a porcdo variavel e antigénica,
apresentando na composicao, dissacarideos repetidos. Comparando-se a imunorreatividade de
muitos grupos de &cidos graxos com a dos LPS das leptospiras, ela mostrou-se baixa, tal

como a reatividade da porcdo ndo variavel dos lipopolissacarideos, demonstrando que € na



regido varidvel que estdo os componentes antigénicos (Haake et al., 1998; Palaniappan et al.,
2002; Nally et al., 2007; Wang et al., 2007; Murray et al., 2010). O lipidio A do LPS das
leptospiras possui caracteristicas incomuns tais como uma unidade de glicosamina
dissacarideo, fosforilada e metilada. Existem ainda muitas proteinas estruturais e funcionais
que fazem parte da superficie celular dessas bactérias tais como as lipoproteinas LipL32,
LipL21, LipL41, LigA, LigB, Lp49, Lp29 (Cullen et al., 2005) e proteinas tipo porinas, que
atravessam a membrana OmpL1 (Loa22), que ja foi demonstrado serem antigénicas (Shang et
al., 1995; Koizumi & Watanabe, 2003%).
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Figura 1: Esquema da estrutura da membrana de Leptospira spp na qual pode ser observada a
membrana interna ligada a camada de peptideoglicano, 0 espago periplasmatico onde situam 0s
endoflagelos e algumas proteinas intermembrana e porinas; sistema TonB, de obtengdo de energia, as
proteinas de membrana externa (Outer membrane proteins — Omp), lipoproteinas e a camada de
lipopolissacarideos, na membrana externa. Adaptada de Ko et al., 2009.

Quanto as exigéncias nutricionais, sdo organismos quimiorganotroficos que utilizam
acidos graxos de cadeia longa, saturados ou insaturados como fonte de carbono e energia. As
leptospiras podem ser cultivadas em meios de Fletcher & Stuart, contendo de 8 a 10% de soro
de coelho ou em meio de Ellinghausen & Mccullogh modificado por Johnson & Harris
(EMJH), acrescido de albumina bovina (Johnson & Faine, 1984; Krieg & Holt, 1984;
Ellinghausen & Mccullogh, 1965). S&o resistentes a atividade antimicrobiana do composto 5°-
fluorouracil, que € usado em meio seletivo para o isolamento destas bactérias a partir de

fontes contaminadas (Johnson & Faine, 1984).



O genoma das leptospiras pode ser considerado grande, quando comparado ao de outras
espiroquetas. Este fato pode estar relacionado a habilidade deste microrganismo sobreviver
em diferentes condi¢des tais como no hospedeiro animal e livre no meio ambiente (Bharti et
al., 2003). Nas leptospiras patogénicas, como L. interrogans, o genoma é formado por dois
cromossomos circulares, um com 4.279 kb e outro, menor, com 350 kb e ndo ha registros de
plasmideos (Nascimento et al., 2004%). Na espécie saprofitica de vida livre, L. biflexa, além
dos dois cromossomos de tamanho molecular (3.603 kb e 277 kb), foi constatada ainda a
presenca de uma unidade de replicacdo com cerca de 74 kb que corresponde a um plasmideo
(Girons et al., 2000; Picardeau et al., 2008).

1.1.2. Fatores de viruléncia das leptospiras

As leptospiras penetram ativamente atraveés de abrasdes na pele ou pelas mucosas oral,
nasal, ocular e genital de homens e animais expostos aos fatores de risco (Epstein et al.,
1995). Para isso, a bactéria conta com sua motilidade vigorosa e a quimiotaxia direcionada a
hemoglobina (Haake, 2000; Levett, 2001; Bharti et al., 2003; Vijayachari et al., 2008).
Algumas enzimas como fibronectinases, fosfolipases, hialuronidases e invasinas ajudam na
instalacdo da infeccdo (Matsunaga et al., 2003). Essas bactérias evoluiram de maneira a
escapar da defesa imunoldgica dos hospedeiros. Linhagens patogénicas sdo capazes de
penetrar através de monocamadas de células, a uma taxa significativamente superior a das nao
patogénicas (Barocchi et al., 2002). A translocacao rapida entre células de mamiferos permite
que as leptospiras alcancem rapidamente a corrente sanguinea difundindo-se para maltiplos
Orgdos (Barocchi et al., 2002). Como exemplos temos as evidéncias encontradas por Merrien
et al. (1998) de que leptospiras virulentas podem entrar rapidamente em fibroblastos de rim e

induzirem uma morte celular programada.

1.1.3. Patogénese da leptospirose

A interacdo da Leptospira com o hospedeiro animal resulta na leptospirose, em um
processo dindmico envolvendo fatores relacionados a bactéria e ao proprio hospedeiro.
Entretanto, a patogenia da leptospirose nas diferentes espécies animais acometidas, ainda néo

estd completamente elucidada (Zunino & Pizarro, 2007).



Na fase inicial ou bacterémica, alguns dias apds a infec¢do, os sintomas de leptospirose
podem ser confundidos aos de vérias outras patologias tais como gripe, dengue, febre amarela
entre outras. Na segunda fase, cerca de dez dias ap0s a fase inicial, as manifestacdes sdo
extremamente amplas e incluem meningite (Everard et al., 1985), pneumonite (de Figueiredo
C.M., 2001); hepatite (Natarajaseenivasjan et al., 2004), nefrite (Freitas et al., 2004; Jansen et
al., 2007), pancreatite (Ko et al., 1999; Jansen et al., 2007)), eritema nodoso (Levett PN.
2001) e morte (de Lima et al., 1990; Wang; Jin; Wegrzyn, 2007; Mcbride et al., 2009). Os
casos da “forma pulmonar grave da leptospirose” podem evoluir para insuficiéncia
respiratoria aguda, hemorragia maciga ou sindrome de angustia respiratoria do adulto. Muitas
vezes precede o quadro de ictericia e insuficiéncia renal. O 6bito pode ocorrer nas primeiras

24 horas de internacdo (Zunino & Pizarro, 2007).

A lesdo primaria da leptospirose caracteriza-se por dano ao endotélio de pequenos vasos
sanguineos levando a isquemia localizada dos 6rgdos e resultando em necrose tubular renal,
dano hepatocelular e pulmonar, meningite, miosite e placentite (Adler & Moctezuma, 2010).
O dano tecidual pode levar a um processo de cicatrizacdo que € macroscopicamente
observado nos rins de caninos, suinos e ovinos, na forma de manchas brancas (White Spots),
(Dorjee et al., 2009; Adler & Moctezuma, 2010). A uveite é outra sequela bem estabelecida
em animais, que normalmente aparece meses ou anos, apds a exposicdo natural onde 0s
principais sinais sdo ataques de fotofobia (sensibilidade a luz), lacrimejamento e conjuntivite.
Os dois olhos séo afetados e as lesdes levam progressivamente a cegueira (Dziezyc, 2000;
Rathinam, 2005; Verma et al., 2012).

1.1.4. Epidemiologia da leptospirose

Em 1850 foi descrita uma ictericia infecciosa, de causa desconhecida, em caes e
somente em 1918 foi descoberto que o agente causal daquela enfermidade era Leptospira spp.
(de Souza Junior, 2011). No ano de 1886, Adolph Weil e Mathieu descreveram
simultaneamente o quadro clinico da leptospirose humana, como uma doenca infecciosa que
causava esplenomegalia, nefrite e ictericia. Por esse motivo a forma grave da doenga em
humanos € denominada Doenca de Weil, (Confalonieri et al., 2003). O primeiro isolamento de
leptospiras patogénicas foi feito por Inada et al. (1916), no Japdo, a partir do sangue de um
trabalhador de mina de carvao, onde pesquisadores realizaram estudos cléssicos de infecgdo

experimental, inoculando em cobaias 0 sangue de um paciente com doenca ictérica febril. Ao



analisarem o tecido hepético dos animais, observaram a presenca de bactérias espiraladas e
denominaram Spirochaeta icterohaemorrhagiae. Em 1917, Noguchi descobriu a presenca de
reservatorios animais e as formas de transmisséo da doenca (Wolff & Broom, 1954). No ano
sequinte (1918), Noguchi e colaboradores classificaram o agente em um novo género:
Leptospira (leptds do grego, fino, delicado e speira, espira, novelo). A espécie patogénica foi
denominada Leptospira icterohaemorrhagiae e no género foi incluida a Spirochaeta biflexa,
ndo patogénica, por similaridades morfoldgicas. Nesse mesmo ano, Martin e Petit
desenvolveram um método para diagnéstico da leptospirose, com base nas propriedades
aglutinantes do soro de pacientes acometidos pela doenca. A técnica foi entdo denominada de
aglutinacdo por lise e é atualmente conhecida como reacdo de Soro Aglutinacdo Microscopica

(SAM) e usada na classificacao soroldgica.

Estudos tém demonstrado que o aumento dos surtos epidémicos esta diretamente
relacionado com a explosdo demogréfica, fatores socioecondmicos e ambientais (Murray et
al., 2009). Embora tenha ampla distribuicdo mundial, a leptospirose é mais frequente em
regides tropicais do que em regifes de clima temperado (Levett, 2001; Brown et al., 2008;
Slack et al., 2010). Isto ocorre, sobretudo, em razdo das condicdes de calor e umidade que
favorecem a manutencdo da bactéria no meio ambiente. A leptospirose é sazonal nos paises de
clima tropical com maior incidéncia nos periodos chuvosos ou ap06s desastres naturais, tendo
como fator potencializador a ocorréncia de enchentes e inundacdes propiciando condicédo para
disseminacdo do agente da doenca em areas urbanas, (Sanders et al., 1999; Ko et al., 1999;
Barcellos & Sabroza, 2001; Costa et al., 2001; Sarkar et al., 2002; Tassinari et al., 2004;
Jansen et al., 2007).

Vasconcelos, (2000) classifica a doenca segundo trés ambientes basicos (rural, silvestre
e urbano) de acordo com 0s grupos de animais e as variaveis ambientais, manifestando-se na
populacdo animal sob a forma de surtos epidémicos ou permanecendo dentro de um limite de

endemicidade. Representando, portanto, uma importante questao de satde publica.

O homem pode se infectar pelo contato direto (animais de estimacédo, exposicéo direta
aos fluidos e secregOes animais, trabalhos em granjas ou matadouros) ou indiretamente,

através do ambiente (agua, solo).

H& muitos anos epidemias e surtos, associados a doenca febril com hemorragia
pulmonar e alta letalidade tém sido fartamente relatados em humanos (Zaki & Shieh, 1996). A

letalidade depende, entre outros fatores, das sorovariedades infectantes, da gravidade da



forma clinica, da precocidade do diagndstico, do tratamento prescrito e da faixa etaria do
paciente. As formas graves da doenca produzem uma taxa de letalidade que pode variar entre
5% e 40% (Zunino & Pizarro, 2007). E importante salientar que ocorre uma estreita relacio
entre determinadas sorovariedades e algumas espécies animais. Por isso, a investigacdo para
identificar a sorovariedade circulante de Leptospira pode indicar a provavel fonte de infec¢do
entre os animais (Pereira et al., 2000).

Vem sendo demonstrado que no ambiente silvestre diversos animais selvagens
apresentam sorologia positiva, podendo indicar a presenca do agente etiologico, o que
contribui para a permanéncia do ciclo de infeccdo (de Souza Junior et al., 2006; Jansen et al.,
2007). Existem relatos de casos de leptospirose humana contraida neste ambiente, associados
com atividades de recreacdo em aguas naturais, compartilhadas por animais silvestres e de
producdo pecudria (de Lima et al., 1990; Sarkar et al., 2002; Tassinari et al., 2004; Jansen et
al; 2007; Brown et al., 2008; Yoder et al., 2010).

Nos centros urbanos o crescimento desordenado e maior produgdo de lixo propiciam
condi¢cdes ambientais favoraveis para a reproducdo da populacdo de roedores, considerados
principais reservatorios das leptospiras sendo de especial importancia a espécie Rattus
norvegicus, conhecida como ratos de esgotos, a qual é atribuida a maior responsabilidade pela
transmissdo (de Figueiredo, 2001; Tassinari et al., 2004). Nas grandes cidades, as redes
pluvial e de esgotos, que com freqliéncia se interconectam e ndo recebem tratamento
adequado, funcionam como criadouros dos animais reservatdrio, possibilitando uma maior
contaminacdo ambiental (Possas, 2000; Sarkar et al., 2002). Contudo, outros animais,
especialmente os cdes, participam dessa cadeia de transmissdo. Estes, quando infectados,
podem eliminar leptospiras por meio da urina, durante meses, sem apresentar sintomas
(Batista et al., 2004; Freitas et al., 2004; Blazius et al., 2005; Brown et al., 2008). Em areas
rurais o cdo também exerce um importante papel na cadeia de transmissdo, mas outros
animais de producgdo, como bovinos, suinos, equinos, bubalinos, caprinos e ovinos sdo
susceptiveis a infeccdo e participam da transmissao da bactéria para o ambiente e por meio do
contato com outros animais e trabalhadores do setor agropecuario (Vasconcellos, 2000;
Homem et al., 2001).

Apos serem eliminadas, na urina de animais hospedeiros e/ou reservatorios, as
leptospiras podem sobreviver por meses em 4agua limpa ou solo Umido, aguardando

oportunidade de penetrarem em novos hospedeiros, através das membranas mucosas ou



abrasGes da pele. Nos hospedeiros acidentais o resultado da infecgdo é potencialmente fatal
(Bharti et al., 2003; McBride et al., 2005; Pinne & Haake, 2013) (Figura 2).
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Figura 2: Ciclo da contaminagdo por leptospiras. A figura esquematiza o ciclo da leptospirose na qual
0s ratos sdo o0s principais reservatorios e transmissores indiretos da zoonose para humanos e outros
animais. Adaptado de <http://www.imaxio.com/index.php>.

O Brasil apresenta algumas condicBes favoraveis a manutencdo das leptospiras no
ambiente, destacando-se o clima tropical umido, a debilidade sanitéria, principalmente nas
periferias urbanas onde ocorre vasta populacdo de animais reservatério do agente etioldgico
(Evangelista & Coburn, 2010). Os primeiros registros de leptospirose humana, no Brasil,
ocorreram no periodo compreendido entre 1910 e 1940, tendo sido inicialmente confundida
com febre amarela. Infeccdes e formas graves da doenca foram reconhecidas na década de
1930. Ap6s 1960, varios surtos urbanos foram relatados nas grandes cidades brasileiras
(Gongalves et al., 2006).

A partir de 1985 a leptospirose tornou-se uma doenca de notificagdo compulséria no
Brasil. Segundo o Sistema de Vigilancia Epidemioldgica (SVE), até 2005 foram confirmados
60.753 casos com 6.778 6bitos (FUNASA - Boletim eletrdnico Epidemioldgico) com maior
ocorréncia entre o grupo etéario de 20 a 49 anos. O coeficiente de incidéncia no pais foi de
1,7/100.000 habitantes e a letalidade média, de 12% (Sistema Nacional de Vigilancia em



Saude, BVS). A Regido Sul detém o maior coeficiente de incidéncia e a Regido Centro-Oeste,

0 menor.

Nos ultimos anos, constatou-se aumento das notificacdes da doenca em varios paises do
mundo: Nicaragua, Australia, Estados Unidos, India, Sudeste da Asia e Brasil.
Aproximadamente dez mil casos séo notificados por ano nas grandes metrépoles da América
Latina, sendo uma das epidemias urbanas mais frequentes (Levett, 2001; Tassinari et al.,
2004; Mcbride et al., 2005). Segundo relatério da Organizacdo Mundial de Saude (OMS,
2010), em média, 500 mil casos de leptospirose humana sdo confirmados no mundo, por ano,

com uma taxa de mortalidade em torno de 10%, entre os casos graves (Murray et al., 2009%).

Apesar de a leptospirose humana ser uma doenga de notificacdo obrigatdria, muitos
surtos ainda ndo sdo confirmados devido a dificuldade no diagnostico. A identificacéo
laboratorial da leptospirose humana e animal € principalmente sorolégica uma vez que o
isolamento da bactéria é pouco sensivel e demorado. A reacdo de Soro Aglutinacdo
Microscépica (SAM) é o método diagndstico recomendado pela OMS. Entretanto, a SAM
apresenta desvantagens tais como: (a) ser um procedimento laborioso, necessitando da
manutencdo de leptospiras vivas de diferentes sorovariedades para serem utilizadas como
antigenos; (b) apresentar reacdes cruzadas entre as sorovariedades do mesmo sorogrupo; (c)
ter a interpretacdo dos resultados subjetiva. Além disso, a sorologia de animais com infeccdes
crbnicas pode exibir resultado negativo e, eventualmente, uma infeccdo ativa nesses animais

pode ndo apresentar titulos de anticorpos detectaveis pela SAM (Vinh et al., 1999).

E importante ressaltar que, essa zoonose tem causado perdas econdmicas significativas
aos proprietarios de rebanhos bovinos, equinos, suinos, caprinos e ovinos em todo o mundo,
principalmente pelas infec¢bes cronicas, mais comuns, na qual as bactérias se multiplicam nos
tubulos renais e sdo eliminadas por longos periodos. A maioria das infecgdes por Leptospira é
subclinica e a principal fonte de infecgdo é um animal infectado, silvestre e ou doméstico, que
contamina o pasto, a 4gua e os alimentos, via urina (Levett, 2001). O estado de carreador
renal cronico de leptospira é considerado o principal fator da persisténcia e epidemiologia da

leptospirose (Adler & Moctezuma, 2010).

1.1.4.1. Vias de infec¢do e formas de transmissédo da leptospirose em caes.

A transmissdo direta de leptospiras de um canino infectado para outro suscetivel pode
ocorrer devido ao habito de se lamberem (urina, descarga uterina pds-aborto e fluidos
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placentéarios), pelo contato sexual ou transplacentariamente. Os animais podem ser
indiretamente infectados por ingestdo de agua e alimentos contaminados pela urina de outros
animais portadores, principalmente ratos e pelo consumo de carcagas de animais infectados.
Os cées de vida livre adquirem o habito de se alimentarem de restos de comida ou beberem
agua poluida, ficando expostos aos agentes infecciosos. Neste contexto, os cdes podem ser
considerados uma das principais fontes de infeccdo para o homem, disseminando a bactéria

pela urina por meses sem apresentarem sinais clinicos (Blazius et al., 2005).

1.1.4.2. Epidemiologia da leptospirose canina no Brasil

O Brasil é 0 segundo maior pais do mundo em namero de cdes, com uma populacao
estimada em torno de 32 milhdes de animais. Estudos soroldgicos realizados na populacdo
canina brasileira tém demonstrado o carater endémico da leptospirose nesses animais
(Chapola et al., 2005; Silva et al., 2009; Castro et al., 2011; Fonzar et al., 2012; Lavinsky et
al., 2012). As taxas sorologicas encontradas pelos autores acima citados variaram de 13,1 a
35%, com uma média de 26% e as sorovariedades mais prevalentes incluem:
Icterohaemorrhagiae, Canicola, Copenhageni, Grippotyphosa e Autumnalis. Entretanto, é
importante ressaltar que a leptospirose canina pode ser causada por qualquer sorovariedade
dentre as 268 ja descritas. Apesar de estes resultados apontarem o carater endémico da
leptospirose canina no Brasil, ndo existem estimativas quanto ao numero de cées infectados.
Este fato tem gerado discussdes a respeito da efetividade, da eliminacdo do status de portador
renal cronico e duracdo da cobertura das vacinas existentes contra a leptospirose nestes
animais. Além disso, houve apenas dois relatos de protecdo conferida por uma bacterina
classica (10 meses e 13 meses) contra a sorovariedade Canicola (Minke et al., 2009). Assim,
inimeros fatores devem ser considerados no desenho e avaliacdo de vacinas contra a
leptospirose canina. Esses fatores incluem a idade dos cées, esquema de vacinagdo
recomendado, selecdo da linhagem e da técnica de desafio, bem como do modelo animal a ser
testado (Minke et al., 2009).

Existem indicagdes de que a leptospirose canina tem aumentado significativamente nos
ultimos anos em varios paises e estd sendo considerado um importante problema de saude
publica no mundo. Apresentando uma prevaléncia variavel conforme a regido, os caes estao
ocupando o segundo lugar como carreadores de leptospiras, perdendo apenas para 0s ratos
(Brod et al., 2005; Stokes et al., 2007; Vanasco et al., 2008). Vale ressaltar também que, nas
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Ultimas décadas, o contato de humanos com o0s cdes tem aumentado significativamente a
ponto de algumas pessoas considerarem este animal parte integrante da familia. A exposicgéo e

0 convivio do homem com os cdes poderdo torna-lo vulneravel a infeccéo por Leptospira.

1.1.5. Resposta imunolodgica dos hospedeiros a infeccdo por leptospiras.

Em caninos, a primeira resposta imunologica a infeccdo por Leptospira spp. acontece
logo apos o término da fase bacteriémica, quando os anticorpos aglutinantes do tipo IgM séo
detectados no soro, geralmente de dois a dez dias pds-infeccdo, dependendo das condicBes
imunolodgicas do hospedeiro e da sorovariedade infectante. Os cdes desenvolvem titulo
elevado de IgM maior que 1:320 na fase aguda da leptospirose (Merien et al., 1998). Apds
varios dias, um segundo grupo de imunoglobulinas, as 1gG, provocam a lise das leptospiras
circulantes por opsonizacgdo, resultando na remissdo dos sinais clinicos, sendo verificada no
entanto, a persisténcia do agente nos rins e trato reprodutivo, podendo ser eliminadas na urina
por varios meses apos a infeccdo (Vinh et al., 1999). A proporcao de anticorpos IgM e IgG na
fase convalescente ap6s a imunoestimulacdo varia dependendo da sorovariedade e esta
resposta imune humoral frente a exposicdo ao agente, pode ser demonstrada em testes
soroldgicos com uma maior atividade de anticorpos da classe IgM e IgG, apos infeccdo

natural ou imunizacdo (Strasser et al., 2003).

A formacdo de anticorpos do tipo IgM ocorre principalmente frente a antigenos
proteicos de membrana externa (Outer membrane proteins - OMPs) de baixo peso molecular,
de 14 a 45 quilodaltons (kDa), enquanto que a formacdo de anticorpos do tipo IgG ocorre
contra antigenos de peso molecular entre 31 kDa-82 kDa. Os mecanismos humorais envolvem
a opsonizacdo das leptospiras e fagocitose por macréfagos e neutréfilos (Vinh et al., 1999).
Os macrofagos conseguem fagocitar as leptospiras ndo patogénicas sem a presenca de
anticorpos especificos. Ja as amostras patogénicas precisam estar opsonizadas para gque ocorra
a fagocitose por estas células (Strasser et al., 2003). A interacdo macrdfagos, complemento e
anticorpos especificos, seriam responsaveis pelo efeito bactericida sobre linhagens

patogénicas (Wang; Jin; Wegrzyn, 2007).

As OMPs e os LPS localizados na membrana externa da bactéria sdo os principais
antigenos que conferem imunidade a Leptospira. Porém, a resposta predominante € humoral e
sorovariedade especifica, tanto em humanos quanto em animais, incluindo caninos, bovinos,

equinos, suinos e hamsters. Individuos que contraem leptospirose ficam protegidos contra a
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reinfeccdo pela mesma sorovariedade ou por sorovariedade do mesmo sorogrupo, por certo
periodo de tempo (Levett, 2001). Com relagdo ao envolvimento das OMPs na resposta imune
humoral um estudo em soro humano mostrou que 0s principais antigenos de Leptospira
reconhecidos incluem as lipoproteinas LipL32, e LipL41 e proteinas de choque térmico,
obtidas da fracdo citoplasmatica das bactérias, como GroEL e DnaK (Guerreiro et al., 2001).
Com efeito, ensaios realizados em culturas de células dos tabulos renais indicaram que a
LipL32 induz uma resposta inflamatoria. Por outro lado, estudos in vivo demonstraram
também que esta lipoproteina € o alvo principal da resposta imune humoral em animais e no

homem, sendo expressa nos rins destes (Yang et al., 2002).

Infeccdo por Leptospira pode induzir nefrite aguda e insuficiéncia renal, causada
diretamente pela invasdo do organismo nos rins. Sdo os LPS, glicolipidios e lipoproteinas que
determinam a viruléncia em leptospiras patogénicas, sendo os principais alvos das respostas
imunes (Schroppel & He, 2006). Os LPS de Leptospira séo altamente imunogénicos sendo
também os principais antigenos envolvidos na resposta soroldgica. S8 eles e ndo as
lipoproteinas, o componente predominante de sinalizacdo para os macréfagos através da via
TLR2 e a liberacdo de Interleucina 12 (IL-12) pelos macrofagos estimula a diferenciacédo de
linfocitos T- CD4+, produtoras de IFN-y, em células Thl, induzindo o sistema imune celular

na leptospirose (Schréppel & He, 2006).

Sdo também os TLR, que controlam a ativacdo da resposta imune adaptativa, na
leptospirose reconhecendo especificamente padrdes moleculares associados aos patdégenos
(MAMPS) expressos, tais como LPS, lipoproteinas e peptidioglicanos (Schroppel & He,
2006; Yang et al., 2006). A sinalizacdo mediada pelo TLR ativa as vias de transducdo de
sinal, fator nuclear kB, fator nuclear p38, IL-6 e fator regulatdrio de interferon, que induzem a
expressao de citocinas, quimiocinas e proteinas celulares de membrana, relacionadas a

resposta inflamatoria (Schréppel & He, 2006).

Infeccbes em linhagens de camundongos, deficientes para TLR4 (C3H/HeJ-SCID),
causaram sua morte por ictericia e hemorragia pulmonar tal como no doente de leptospirose
aguda, a partir do qual o isolado foi obtido. Ao contrario, na infec¢do controle, as linhagens
selvagens contrairam a doencga na forma cronica. Leptospiras mortas pelo calor estimulam a
secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias por macrofagos. Porém, em estudo in vitro foi
demonstrado que o estimulo dessas citocinas é dependente da sinalizagdo pela via TLR4
(Chassin et al., 2009).
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As espécies patogénicas de Leptospira expressam inUmeras proteinas durante o
processo de infeccdo em mamiferos, algumas dessas proteinas ja foram clonadas e
caracterizadas, incluindo proteinas de membrana externa, lipoproteinas OmpL1, Lsa24,
LipL32, LipL36, LipL41, LipL45, LipL48, LigA, LigB, Loa22, LruA e LruB (Zuerner et al.,
2000; Yang et al., 2002; Verma et al., 2005.; Barbosa et al., 2006; Palaniappan et al., 2007;
Nally et al., 2007; Hauk et al., 2008; McBride et al., 2009; Zhang et al., 2010; Hauk et al.,
2011; Hauk et al., 2012).

A utilizagéo de técnicas de biologia molecular possibilitou que antigenos recombinantes
fossem testados em animais de laboratério, em processos vacinais. Ja foram produzidas
algumas vacinas a partir de proteinas de membrana externa (OMPSs) de Leptospira kirschneri,
tais como as de choque térmico, Hsp58; as porinas transmembrana, OmpL1; as lipoproteinas
de 41 kDa (LipL41); de 36 kDa (LipL36) e de 32 kDa (LipL32) (Haake et al., 2000; Verma et
al., 2005.; Koizumi & Watanabe, 2005; Palaniappan et al., 2007; McBride et al., 2009; Zhang
etal., 2010; Yan et al., 2010).

Os estudos sobre as proteinas de membrana de Leptospira tém sido extremamente
importantes uma vez que essa bactéria expressa extensivamente essas proteinas durante o
processo de infeccdo. As leptospiras podem sobreviver muito bem fora ou no interior de um
hospedeiro e algumas proteinas da membrana externa tém sido encontradas nos dois
ambientes, porém, reguladas diferencialmente sob condic@es in vivo e in vitro (Palaniappan et
al., 2007).

Em 1993, foi relatado o primeiro efeito imunoprotetor de uma proteina OMP de 31 kDa,
a OmpL1 da superficie da leptospira (Haake et al., 1993). Seis anos depois, em 1999, novos
estudos usando como modelo o Golden Syrian Hamster comprovaram os efeitos
imunoprotetores das OmpL1 e lipoproteinas LipL41 (Haake et al., 1999). Porém, em 2001 foi
observado que vacina construida com adenovirus carreando a proteina OmpL1 nédo foi capaz
de proteger roedores contra a infeccdo por leptospira, diferentemente daquela produzida com
adenovirus ligado ao gene hapl (lipL32), que induziu uma protecéo significativa (Branger et
al., 2005). Esses antigenos foram adicionalmente avaliados, em amostras de soro humano,
pela técnica ELISA IgM e 1gG. Os melhores resultados de sensibilidade e especificidade
foram apresentados pelo antigeno recombinante LipL32 (rLipL32) em soros de caninos e de
bovinos com suspeitas clinicas de leptospirose e demonstraram sensibilidade e especificidade

que variaram entre 97 e 100%, respectivamente (Dey et al., 2007).
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A lipoproteina (LipL32) também conhecida como proteina associada a hemolisina
(Hapl) é considerada a principal OMP de Leptospira, cuja sequéncia e expressao é altamente
conservada, expressa in vivo, encontrada exclusivamente nas espécies patogénicas e altamente
imunogénica. LipL32 exibe padrdo de 32 kDa em gel mas a massa molecular da proteina
madura é de 27,6 kDa (Haake et al., 2002). Além disso, LipL32 é a proteina mais abundante
do perfil proteico desta bactéria, apresentando cerca de 38.000 copias por célula, numero
muito maior que as outras proteinas estruturais como as flagelinas (FlaB) que apresentam até
20.000 coépias (Malmstrom et al., 2009), sugerindo que essa proteina exerce uma funcao
importante (Haake et al., 2000°; Verna et al., 2005; Palaniappan et al., 2007; McBride et al.,
2009; Zhang et al., 2010).

As sequéncias de LipL32 de espécies patogénicas, quando comparadas com as espécies
de patogenicidade intermediaria (L. broomii, L. inadai e L. liceraceae), apresentaram apenas
67% de identidade (Haake et al., 2000). Anélise cristalografica de LipL32 mostrou uma
estrutura globular compacta com forma “jelly-roll” que se cristaliza como dimero, contendo
duas secBes de cargas eletronegativas na superficie, que poderiam mediar interacdes com
ligantes carregados positivamente, tais como a laminina. Mesmo ndo possuindo sequéncia
semelhante a nenhuma outra proteina conhecida, LipL32 apresenta homologia estrutural com
adesinas que se ligam & matriz extracelular de outras bactérias (Hauk et al., 2009%": Vivian et
al., 2009).

LipL32 é o antigeno dominante na resposta humoral de 95% dos pacientes com
leptospirose (Flannery et al., 2001; Guerreiro et al., 2001; Luo et al., 2009). Foi demonstrado
que anticorpos monoclonais de LipL32 exercem protecdo passiva contra leptospirose em
hamsters (Maneewatch et al., 2008). Uma vacina de LipL32, das sorovariedades Autumnalis e
Grippotyphosa foi expressa em Adenovirus, mostrando-se promissora ao induzir significativa
protecdo, durante a fase aguda da doenca, no modelo murino gerbil, desafiado com a
sorovariedade Canicola (Branger et al., 2005). Pesquisas apontaram que a combinacdo da
LipL32 com outros antigenos leptospirais, como por exemplo a hemolisina HlyX, poderia ser
utilizada para o desenvolvimento de uma vacina contra a leptospirose (Branger et al., 2005).
Lucas et al., (2011) investigando a capacidade das proteinas da superficie de leptospiras,
LipL32 e LigA, atuarem como protetores vacinais em hamsters, amplificaram as regides entre
155-200 pb, do gene lipL32 e os seis dominios carboxi-terminal da proteina LigA (Ig-like
repeat domains) LigANI de L. interrogans sorovariedade Manilae. Os autores fusionaram as
sequéncias de lipL32 e de ligANI e induziram a expressdo dessa proteina. Testaram em
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hamsters uma vacina comum, de Leptospira integral morta por formalina; uma vacina com a
porcdo 155-200 pb da proteina LipL32 purificada e outra com a proteina resultante da fuséo
LipL32-LigANI, também purificada. Ndo obtiveram protecdo com a vacina das proteinas e
apenas 0s animais que receberam a vacina convencional ndo contrairam leptospirose, apds
desafio. Em uma pesquisa mais direta Murray et al. (2009°), construiram linhagens de
leptospiras mutantes para o gene LipL32 e inocularam, via sistémica e mucosa em hamsters.
Os autores observaram, porém, que a linhagem mutante para LipL32, causou a doenga na
forma aguda, do mesmo modo que a linhagem tipo selvagem, concluindo que LipL32, nédo

tem participacdo na infecgcdo aguda das leptospiras.

Novos estudos visam identificar alteracGes na expresséo de LipL32, in vitro e in vivo e
0S mecanismos envolvidos na sua interacdo com proteinas da superficie das células. Supde-se
que a proteina LipL32 pode nado estar totalmente disponivel na superficie da célula, uma vez
que € mais facil detecta-la em material lisado (Cullen et al., 2005; Chaemchuen et al., 2011).
Induzindo-se protedlise da superficie de leptospiras ndo ocorre digestdo de LipL32, na
concentracdo da enzima capaz de digerir proteinas reconhecidamente expostas na superficie
da (Outer membrane — OM), tais como, OmpL47 e OmpL37, contudo, ela foi digerida nas
celulas previamente lisadas. Outros testes de reconhecimento de anticorpos anti-LipL32 em
células, cujas membranas foram préviamente lisadas por metanol, confirmaram que a maior
parte dessa lipoproteina ndo estd exposta na superficie da célula. A consequéncia da nédo
exposicao de LipL32 é a ndo ativacdo do sistema de complemento e opsonizacdo das bactérias
(Lottersberger et al., 2009; Pinne & Haake, 2013). Andlise por imunofluorescéncia da
superficie de leptospiras, realizada apds apresentacdo a trés tipos de anticorpos, revelou que
LipL32 €é reconhecida pelo anticorpo monoclonal especifico ou anticorpos de pacientes,
somente apOs permeabilizacdo da membrana externa OM, expondo as fracdes da proteina,
localizadas abaixo da superficie celular. Pela marcacdo obtida por imunofluorescéncia foi
mostrado que soro de coelho anti-LipL32 reconhece fracamente a proteina em células
integrais, em comparagdo com células permeabilizadas (Pinne & Haake, 2013). A geracdo de
anticorpos anti-LipL32 ndo comprova sua exposi¢do na superficie, uma vez que a ocorréncia
de resposta imune estd relacionada a frequente presenca de proteinas citoplasmaticas
Chaperones "Folding”, tais como GroEL e DnaK, durante a infecgdo e inclusive durante a
leptospirose. Entdo e possivel que a funcdo de LipL32 seja alterada por modificagdes pos-

traducionais (Guerrero et al., 2001).
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O potencial humoral de LipL32 n&o possibilitou desenvolver protegdo significativa
contra a morte por Leptospira, apesar de induzir intensa resposta de anticorpos. Além disso,
ainda ndo existem estudos comparativos, sobre a resposta protetora e ndo protetora, em
animais vacinados com a lipoproteina LipL32. Analise da resposta humoral pode levar a
identificacdo de alteragdes nos epitopos reconhecidos pelos anticorpos, para que uma vacina
seja bem direcionada (Murray, G.L., 2013%).

No ano 2003, Koizumi e Watanabe® investigaram fatores determinantes que poderiam
exercer funcdo na viruléncia da sorovariedade Manilae de L. interrogans. Um deles € uma
proteina, com peso molecular de 22 kDa, que possui um dominio OmpA na regido carboxi-
terminal e é fortemente reconhecida por soros de pacientes humanos com leptospirose. Foi
denominada Loa22 e estd posicionada na membrana externa em direcdo ao espaco

periplasmatico, expondo apenas uma pequena parte na superficie.

Em estudos recentes, Yan et al. (2010) investigaram a atividade protetora de um grupo
de seis proteinas da membrana externa de Leptospira interrogans, sorovariedade Pomona, que
possuem dominio OmpA-like tal como a Loa22. Todas elas foram expressas, purificadas e
inoculadas em grupos de oito hamsters (seis para desafio e dois para controle) com 50ug de
cada proteina purificada. As analises indicaram que atividade protetora foi conseguida com
trés das proteinas testadas, em duas repeticdes dos testes. Uma delas foi a Lp0222, que em
outras bactérias atua como proteina multifuncional, envolvida na adesdo celular, invasao e
inducdo da resposta imune. Sua sequéncia correspondeu a Loa22, descrita por Koizumi e
Watanabe (2003).

Ristow et al. (2007) obtiveram uma Leptospira com mutagdo, determinada por um
transposon de origem eucariética (Himarl), que inseriu uma sequéncia dentro do gene loa22.
Essa Leptospira mutante ndo expressou a proteina Loa22 e teve a viruléncia atenuada em
hamsters. Apds a restauragdo do gene, a linhagem geneticamente complementada teve a
expressao e viruléncia reativadas, demonstrando que Loa22 é expressa durante a infec¢édo no
hospedeiro e € necessaria para a viruléncia de L. interrogans, além de ser o primeiro fator de

viruléncia definido geneticamente.

Para investigar a funcdo de Loa22 na leptospirose, Barbosa et al. (2006) compararam a
capacidade das proteinas Lsa24 (Leptospiral Surface Adhesin 24) e a Loa22 (OmpA like
protein) aderirem in vitro aos componentes da matriz extracelular (laminina, colageno tipo IV

e fibronectina), em relacdo ao indice de adesdo & BSA (soroalbumina bovina) imobilizada.
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Lsa24 aderiu fortemente a laminina, proporcionalmente a quantidade da proteina usada, ja a
adesdo de Loa22 foi moderada em todos 0s componentes testados, comprovando que essa

proteina ndo exerce importante funcédo na adeséo da bactéria aos hospedeiros.

Nally et al. (2007) testaram a expressao de proteinas de leptospiras patogénicas, obtidas
do soro de pacientes humanos, quando inoculadas em porcos da india e observaram
substancial aumento na expressdo das proteinas Loa22 e LipL32, durante a fase aguda da

infeccdo.

Zhang et al. (2010) investigaram os efeitos citotoxicos da proteina Loa22 sintetizada em
E. coli e purificada sobre células (NRK52E) de tubulos proximais de rins de ratos e
concluiram que Loa22 estimula a expressao de TLR2 e, na auséncia deles estimula a produgéo
de MCP-1 e NO (Oxido nitrico), sugerindo ser um importante fator de viruléncia e
incrementador de respostas inflamatdrias. E interessante observar que Picardeau et al. (2008)
encontraram genes ortdlogos de Loa22 na espécie saprofitica, L. biflexa, apresentando 73% de

similaridade na sequéncia génica.

Os resultados obtidos com LipL32 e Loa22 influenciaram a escolha dos genes destas
proteinas para a elaboracdo deste trabalho. Por outro lado, as estratégias vacinais utilizadas
pelos diferentes autores com essas proteinas, ndo foram suficientes para a obtencdo de uma
protecdo total dos animais desafiados. Além disso, foi possivel perceber que o sucesso parcial
obtido nas diferentes pesquisas, até entdo, estava relacionado a escolha do vetor vacinal.
Neste sentido, buscando na literatura algum vetor que pudesse oferecer vantagens adicionais,
em relacdo aos que j& foram utilizados, encontramos varios trabalhos publicados nos quais 0s
Lactobacillus spp foram apontados com potencial para serem excelentes vetores vacinais
(Pouwels, Leer, Boersma, 1996; Christensen et al., 2002; Seegers, J. F. M. L., 2002;
Mohamadzadeh et al., 2005; Stoeker et al., 2011; Maidens et al., 2013).

1.1.6. Vacinas contra leptospirose

Nos ultimos 50 anos, alguns tipos de vacinas contra a leptospirose animal foram
desenvolvidos em laboratérios de pesquisa em todo o mundo. Entretanto, as vacinas de uso
veterinario ainda apresentam problemas de seguranca e eficiéncia. Para uso humano, somente
em Cuba e na China foram autorizadas algumas vacinas que mostraram eficacia de 78% e
75%, respectivamente, prevenindo a manifestacdo clinica da doenca pelo periodo de um ano
(McBride et al., 2005). Tal como a vacina para animais sdo baseadas na célula integral
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(suspensdes de uma ou mais sorovariedades patogénicas) e denominadas bacterinas,
constituidas de leptospiras inativadas, por métodos quimicos, por aquecimento ou pela
atenuacdo da bactéria através de muitas passagens em meios de cultivo, mantendo a atividade
imunogénica. Estas vacinas tém como vantagens a incapacidade de replicacdo da bactéria
dentro do hospedeiro e serem bem toleradas. Porém, elas induzem respostas sorolégicas
baixas e pouco duradouras, em torno de seis a doze meses, sendo necessaria a revacinagao
duas vezes por ano, para manutencdo da imunidade (Bharti et al., 2003; Nascimento et al.,
2004% Koizumi & Watanabe, 2005). De fato, praticamente ndo houve avango com relacéo a
melhoria da cobertura vacinal e as revacinagdes periddicas sdo praticamente invidveis quando

em grandes criag0es (Koizumi & Watanabe, 2005).

Com base no fato de que as bactérias integrais sdo as principais responsaveis pelas
reacOes pos-vacinais, as bacterinas atuais, ao invés de utilizarem a célula integral do
microrganismo, usam apenas as proteinas imunogénicas do envoltério, conferindo maior
seguranca. Assim, as fracOes da Leptospira nas bacterinas para cédes, comercializadas no
Brasil, geralmente sdo preparadas a partir de componentes de membrana externa, por meio da
tecnologia OMC (Outer Membrane Complex), na qual sdo extraidos o0s antigenos
imunogénicos. Todavia essas vacinas sdo restritas a poucas sorovariedades ndo fornecendo
protecdo cruzada contra aquelas pertencentes a sorogrupos nao contidos na formulacdo, mas

que podem, eventualmente, causar a leptospirose (Wang et al., 2007).

Com relacdo as vacinas atenuadas, embora a maioria das vacinas comerciais atuais
confira relativa seguranca e eficicia, existem as excecGes nas quais a doenca pode ser
induzida pela prépria vacina ou ndo fornecam protecdo adequada para o animal (Jansen,
2007). Vacinas atenuadas podem ser obtidas a partir de leptospiras vivas, que foram
submetidas a inUmeras passagens em meios de cultivo. Estas sdo capazes de induzir titulos de
anticorpos mais elevados do que os induzidos pelas bacterinas, mas ainda ndo conseguiram
aceitacdo dos laboratorios farmacéuticos devido aos riscos de reversdo da viruléncia. A
inocuidade e a auséncia de riscos de reversao no seu uso mantém as vacinas “mortas” como
uma opcdo segura e preferida em muitos casos, sendo esta a razdo de sua utilizagdo na

leptospirose animal (Lamphear et al., 2002).

Na preparacdo de bacterinas antileptospiricas devem estar contidas as principais
sorovariedades que acometem cada espécie animal, numa dada regido geografica. As
sorovariedades comumente encontradas nas vacinas comerciais contra a leptospirose canina

sdo: Canicola e Icterohaemorrhagiae. Entretanto, cdes vacinados regularmente com essas
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bacterinas, ndo estdo totalmente protegidos, podendo apresentar insuficiéncia renal aguda ou
hepética, decorrente da leptospirose causada por outra sorovariedade (Wolgemuth et al.,
2006). Vale ressaltar que bacterinas induzem protecdo contra a doenca clinica, mas nem
sempre protegem do estado de portador renal cronico (de Souza Junior et al., 2002). Portanto,
é um desafio para pesquisadores o desenvolvimento de uma vacina eficaz e segura contra

leptospirose (Guerreiro et al., 2001; Gordon, 2002).

A utilizacdo de novas estratégias para a producdo de vacinas contra a leptospirose tem
sido a meta de muitos pesquisadores e, nesse sentido, a engenharia genética tornou-se uma
atraente alternativa para o melhoramento das vacinas j& existentes, bem como no
desenvolvimento de vacinas recombinantes. Entre estas estdo as vacinas de DNA, as
vetorizadas e as de subunidades. Na vacina de DNA esta contida uma ou mais sequéncias do
material genético do agente infeccioso, que codificam antigenos imunodominantes. Além
disso, séo estaveis, tm baixo custo de producdo e ndo oferecem risco infeccioso (Dhama et
al., 2008). Contudo, a vacina de plasmideos contendo DNA, para proteinas antigénicas,
apresenta a possibilidade de recombinacdo e inducdo de tolerdncia em neonatos. Por isso,
ainda ndo foram liberadas, pelos érgdos da salde, para uso humano ou veterinario. As vacinas
recombinantes tém como base microrganismos vivos (virus, bactérias, etc...) carreando e/ou
expressando genes de antigenos de outros organismos. Este tipo de vacina apresenta algumas
limitacBes: no uso de bactérias como veiculos do material genético, a exibicao de antigenos da
superficie da célula, podera sobrecarregar o sistema imunologico do individuo com resposta
imune desnecessaria. Elas podem ainda apresentar problemas de proliferacdo do agente
veicular, no caso de virus, ou reversdo de patogenicidade, quando sdo usadas bactérias
patogénicas atenuadas como veiculos. As vacinas de subunidade sdo baseadas na producéo de
proteinas recombinantes heter6logas, o que pode ser feita tanto em organismos procariotos
como em eucariotos. Uma vez expressas, essas proteinas antigénicas podem ser rapidamente

purificadas e administradas (Seixas et al., 2007).

A inoculagdo de proteinas imunogénicas, somada a utilizacdo de um adjuvante
amplamente testado, podera aumentar significativamente o potencial de indugdo do sistema
imunoldgico gerando tanto resposta imune celular quanto a humoral, pela producdo de
anticorpos especificos (Vajdy et al., 2004; Freytag & Clements., 2005; Holmgren &
Czerlinsky, 2005).
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1.1.7. Vacinas orais

O desenvolvimento de sistemas de vacinacdo por via oral € pré-requisito para inducgéo
de imunidade protetora contra a maioria dos patdgenos entéricos de mucosas de homens e
animais. Com raras excegdes, as vacinas contra patdgenos e toxinas sistémicas, em uso

atualmente, sdo veiculadas por via parenteral (Powels et al., 1998).

As vacinas tradicionais via parenteral, sdo produzidas com a célula ou particula integral,
do microrganismo, inativada por formalina ou pelo calor ou de subunidades desses agentes
etiologicos, resultando em menor efeito colateral. Essas vacinas séo eficazes na prevencédo de
doencas, que necessitam de anticorpos séricos circulantes (tétano, variola, difteria,
coqueluche, febre amarela, hepatites, etc.); entretanto ndo sdo capazes de gerar resposta imune
local com a producéo de sIgA, em mucosas. Uma alternativa para o controle dessas e muitas
doencas seria 0 desenvolvimento de vacinas capazes de induzir protecdo imunoldgica,

diretamente na area mucosa, em contato com o antigeno (Brandtzaeg, P., 2009).

Ja estd comprovado que a aplicacdo de vacinas via mucosa apresenta inUmeras
vantagens sobre as tradicionais, tais como: ter potencial para conferir imunidade tanto mucosa
como sistémica; maior estabilidade e tempo de estocagem e ndo haver necessidade da
agressdo por agulhas nem pessoas treinadas para aplicagdo (Freytag & Clements, 2005). As
vacinas orais apresentam inUmeras vantagens em relacdo as vacinas parenterais: a
administracdo oral é mais conveniente, segura e pode ser realizada em larga escala sem
grandes custos. Outra questdo importante € que diversos patdgenos, incluindo bactérias, virus
e parasitas, invadem os hospedeiros através das superficies mucosas ou mesmo transitam por
estas nos estagios iniciais da infeccdo. Em homens e animais mais de 60% dos anticorpos
protetores, encontrados nas mucosas, tém origem da producdo diaria local e ndo do pool
sistémico. Por isso, a imunizag&o oral resulta na protecdo contra a doenca e futuras infeccGes
(Neutra & Kozlowski, 2006). Alem disso, existe evidéncia da ocorréncia de diferentes acoes
imunologicas, nas mucosas de vias areas superiores e intestinais. Em consequéncia, algumas
vacinas com adjuvantes podem ndo funcionar de acordo com o esperado, quando inoculadas

nas mucosas nasais, por exemplo, se devem atuar no intestino.

Previamente, o sistema imune inato era tido como de funcdo ndo especifica e
independente do sistema imune adquirido. Recentemente, evidéncias demonstraram que 0
sistema imune inato reconhece e responde, adaptativamente, a tipos e classes de patdgenos.
Essa resposta especifica inicia e dirige a imunidade adquirida que é conferida a patdgenos
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invasores. Entdo, as pesquisas atuais buscam desenvolver vacinas orais vivas, para obter uma
acdo imunoldgica imediata e de memoria. Por isso, a importancia em estudar o
comportamento de genes que codificam para proteinas, que atuam como fortes antigenos (de

bacteérias, virus, protozoarios e outros agentes de doengas).

Os novos conhecimentos sobre 0 genoma e os determinantes de viruléncias das
leptospiras possibilitam a pesquisa de vacinas de subunidade e, com a atual possibilidade de
expressao heterologa de genes de Leptospira o potencial vacinal de muitas proteinas de
membrana tem sido avaliado. A tendéncia é que, partindo da construcdo de sistemas de
expressdo de proteinas heter6logas em E. coli chegar-se a formacéo de técnicas de clonagem
de proteinas, com potencial vacinal, que deverdo ser expressas, preferencialmente, em
microrganismos pertencentes a microbiota autdctone, dos individuos alvo da vacinagéao
(Macpherson e Harris, 2004; 2005; del Rio et al., 2008; Bermudez-Humaréan et al., 2011).

Atualmente, a modificacdo genética de bactérias do acido latico (BAL), como
Lactobacillus, para expressar proteinas heter6logas ou para serem usadas como carreadoras de
antigenos para a imunizacdo de hospedeiros € agora um assunto promissor devido a
patogenicidade quase nula e aos beneficios nutricionais destas bactérias. O sucesso da
expressao de proteinas heter6logas nas BAL depende da compatibilidade do promotor entre as
espécies ou linhagens. Algumas espécies de Lactobacillus tém recebido atencéo consideravel
devido as suas comprovadas propriedades, quando ingeridas como probidticos. Assim, o
presente trabalho teve a proposicdo de avaliar o desempenho de Lactobacillus, isolados de
cdes, para serem usados no desenvolvimento de uma vacina oral contra a leptospirose canina,
como vetores de um antigeno recombinante para a imunizacdo ou associado ao antigeno,

como adjuvante imune.

1.1.7.1. Adjuvantes de vacinas orais

A imunogenicidade de uma vacina é definida por sua capacidade em invocar uma
resposta imune no individuo vacinado e a utilizacdo de adjuvantes imunologicos pode
aumentar a capacidade de ligacdo, processamento e apresentacdo de antigenos as celulas
dendriticas (DC). Tanto os adjuvantes ndo microbianos (sais minerais e baseados em
emulsBes) como os adjuvantes microbianos atuam por intermédio da interacdo com as DC. A

maturacdo e comportamento das DC com os antigenos sdo necessarios para melhor
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apresentacdo desse antigeno e inducdo da resposta imune por meio da estimulagdo das células
T. Portanto, adjuvantes que induzem a maturacdo das DC ativam a resposta imune através da

ativacdo das células T.

Ainda que a funcdo dos adjuvantes seja provocar o estimulo, ele somente serd completo
a partir do contato com o antigeno heterélogo expresso, sendo apresentado ao MHC, para
producdo de células de memédria B e T. Nos processos de imunizacdo deve haver,
obrigatoriamente, uma resposta inflamatdria, para que haja ativacdo dos mecanismos de
imunidade especifica (linfécitos B e T). Portanto, a escolha do adjuvante deve ser direcionada

para este fim (Scheerlinck, 2001).

A resposta do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe | usualmente
esta relacionada a resposta contra antigenos intracelulares, como os virus e é conduzida por
linfocitos T citotoxicos (CTL). Entretanto, esta resposta ndo é observada usualmente, contra
antigenos de peptideos. Muitos adjuvantes podem induzir uma resposta por CTL direcionada
a peptideos e virus inativados. Por outro lado, uma resposta MHC classe 11 esta relacionada a
antigenos proteicos ou organismos inativados, induzindo a producdo de anticorpos. Muitos
adjuvantes sao eficientes em induzir uma resposta de MHC de classe 11, como por exemplo, 0
adjuvante de Freund (Resende et al., 2004).

O sistema imunoldgico animal ou humano pode se comportar de maneira diferenciada
frente aos diferentes tipos de substancias adjuvantes. Os mesmos mecanismos usados pelo
organismo para protecdo contra infeccGes podem, em situacdes particulares, serem causadores
de doencas. Por isso, a importancia do estudo individual de cada adjuvante a ser usado
(Resende et al., 2004).

Desde 1926, a atividade adjuvante de compostos naturais ou sintéticos vem sendo
testada em modelos animais. A utilizacdo de substancias adjuvantes auxilia a formagdo de
uma resposta imune rapida, de maior intensidade e maior dura¢do, com uma quantidade
menor de antigeno, podendo diminuir os custos da producdo de vacinas. Um exemplo € a
producéo de vacinas sintéeticas e de subunidades que € muito dispendiosa. Com a utilizacdo de
adjuvantes potentes, menor quantidade de antigeno para a estimulacdo da resposta imune
efetiva é requerida (Scheerlinck, 2001; Resende et al., 2004).

Historicamente, os melhores componentes utilizados como adjuvantes de vacinas
incluem extratos de parede bacteriana (principalmente de micobactérias), 6leos de parafinas,

sais de metais (aluminio), endotoxinas e Oleos minerais. Recentemente, lipossomos,
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interferon, os complexos imunoestimuladores (ISCOMS) e citocinas tém sido testados como
potenciais adjuvantes. Muitas toxinas de bactérias e proteinas da superficie de bactérias
patogénicas também tém sido testadas em sua atuacdo como adjuvante imune (Ryan, et al.,
2001).

Novos adjuvantes e sistemas de entrega tém demonstrado grande potencial para uso em
vacinas via mucosas, em modelos animais e ja comecam ser testados em humanos. A ativagéo
imunolodgica depende da interacdo dos receptores da superficie celular com os antigenos. As
membranas mucosas, que estdo em contato permanente com milhares de bactérias,
pertencentes a microbiota residente, podem ndo responder a um antigeno exposto em
organismos recombinantes ou proteina heter6loga, quando expresso pela propria célula, tal
como nas vacinas de DNA. Nesse caso, é conveniente usar um microrganismo patogénico
atenuado ou a sua toxina, como por exemplo: a toxina termo labil de Escherichia coli
enterotoxigénica (LT), a toxina de Vibrio cholerae (CT), mutantes ou atoxicas, ou usar
citocinas, nas vacinas de RNA (Vajdy, et al., 2004). Ja esta disponivel na web um banco de

dados sobre adjuvantes (Vaxjo adjuvant database).

1.2. O GENERO Lactobacillus

Os Lactobacillus fazem parte do grupo das Bactérias Acido-Laticas (BAL) que
participam da microbiota intestinal dos mamiferos e fermentam uma variedade de nutrientes
formando &cido latico como principal produto. Sdo bactérias Gram-positivo com forma de
bastonetes ou cocobacilos, geralmente imoveis, ndo formadoras de esporos, anaerdbias
aerotolerantes e catalase negativo, entretanto a atividade pseudocatalase pode estar presente
em algumas linhagens (Tannock, 1999; Felis & Dellaglio, 2007). A maioria dos lactobacilos é
homo-fermentativo, tendo como produto final o &cido latico, mas existem representantes
hetero-fermentativos, que produzem lactato, didxido de carbono e etanol em quantidades
equimolares. Essas bactérias sdo nutricionalmente fastidiosas, exigindo um meio rico em
nutrientes: carboidratos, aminoacidos, peptideos, acidos graxos, sais, derivados de acidos
nucléicos e vitaminas para crescer (Carr et al., 2002). Sdo microrganismos ubiquos, podendo
ser encontrados em uma variedade de ambientes onde existam carboidratos disponiveis para
seu metabolismo. Entre os ambientes com abundancia dessas bactérias podem-se citar:
ambientes organicos como o0s tratos gastrointestinal, respiratorio e geniturinério, varios

alimentos (cereais, queijos e produtos lacteos, carne e derivados, massas, vegetais, frutas e
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bebidas) e ambientes fisicos como lagos, rios, esgotos (Hammes & Hertel, 2003; Felis &
Dellaglio, 2007).

Os principais géneros de Bactérias Acido-Laticas sdo: Lactococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Paralactobacillus, Weissella, Carnobacterium, Vagococcus, Enterococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Lactosphaera e Oenococcus (Carr et al., 2002). Taxonomicamente
0 género Lactobacillus pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales,
familia Lactobacillaceae (Lilburn & Garrity, 2004). O genéro Lactobacillus é distribuido em
182 espécies e 27 subespécies (Euzeby, 2011). A divisdo classica do género esta baseada em
suas caracteristicas metabdlicas, nas quais o tipo de fermentacdo pode ser classificado em:
homofermentativo  obrigatorio, heterofermentativo facultativo e heterofermentativo
obrigatdrio. A composicao de bases CG do DNA genémico dessas bactérias € normalmente
menor que 54 mol % (Felis & Dellaglio, 2007). O conhecimento do genoma das BAL ainda é
restrito, mas tém aumentado rapidamente nos ultimos anos, ap6s 0 sequenciamento dos
genomas de Lactobacillus plantarum (Kleerebezem et al., 2003), L. johnsonii (Pridmore et al.,
2004), L. acidophilus (Altermann et al., 2005), L. sakei (Chaillou et al., 2005), L. salivarius
(Claesson et al., 2006) e L. helveticus (Cremonesi et al., 2012).

As BAL podem produzir bacteriocinas que tém como alvo principal as bactérias Gram-
positivo, podendo também atuar contra bactérias da mesma espécie, no organismo produtor
(estreito espectro de atividade) ou contra bactérias de outros géneros (amplo espectro de
atividade) (Cotter et al., 2005). As bacteriocinas das BAL sdo um grupo heterogéneo de
compostos antimicrobianos, de natureza peptidica, formados por 20 a 60 residuos de
aminoacidos, com caracteristicas anfipaticas e ponto isoelétrico elevado. Esses peptideos sdo
distintos dos antibidticos na sua sintese, modo de acdo, espectro de atividade, massa
molecular, propriedades bioquimicas, mecanismos de resisténcia, toxicidade e origem
genética (Carolissen-Mackay et al., 1997). Estd comprovado que ocorre um 6timo potencial
de inibicdo, de Lactobacillus acidophilus contra bactérias patogénicas como Clostridium
perfringens (causador de enterite necrética), Salmonella e E. coli. (Bruno & Montville, 1993;
Cleveland et al., 2001; Han et al., 2007).

A nisina, produzida por algumas linhagens de Lactococcus lactis, é a bacteriocina
melhor caracterizada atualmente; também € a Unica aprovada internacionalmente e legalizada
para utilizagdo em alimentos (Guerra & Castro, 2003). E considerada atoxica para seres
humanos, pois ¢ rapidamente inativada pela o-quimiotripsina, produzida no pancreas e

liberada no intestino delgado. A sensibilidade dessas bacteriocinas a degradagdo por enzimas
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proteoliticas é bastante interessante com respeito a seguranca alimentar, uma vez que a sua
ingestdo ndo promove alteragcdes na ecologia do trato digestivo e, portanto, ndo apresenta 0s
mesmos riscos relacionados ao uso de antibidticos. Contudo, estudos toxicoldgicos sao

necessarios para aprovacao de novos tipos de bacteriocinas (Chervinets et al., 2006).

O reconhecimento de que espécies de bactérias autoctones podem executar a funcéo de
carreador ou adjuvante imune, melhor do que qualquer outro microrganismo tem incentivado
as pesquisas com lactobacilos de diferentes animais. Portanto, o impacto do metabolismo de
Lactobacillus sobre a nutricdo e a fisiologia de animais de producéo se tornou uma importante

area de estudo.

Atualmente, os lactobacilos tém sido empregados como vetores vacinais de proteinas
enterotoxigénicas de E. coli (Wen et al., 2011), expressdao de GM-CSF, um fator estimulador
de macréfagos e granulécitos caninos (Chung et al., 2009), agente protetor contra toxinas
tetdnicas (Grangette et al., 2001; Scheppler et al., 2002), antigenos protetores de Bacillus
anthracis (Mohamadzadeh, 2010), de Clostridium spp (Li et al., 2009), Salmonella (Kajikawa
et al., 2007), glicoproteinas de coronavirus (Ho et al., 2005), urease de Helicobacter pylori
(Corthesy et al., 2005), antigenos pneumocdcicos (Oliveira et al., 2006), receptores para o
virus HIV (Chang et al., 2003) e outros determinantes antigénicos virais (Lee P. et al., 2006) e
0 gene lap para a enzima essencial &lcool acetoaldeido desidrogenase de Listeria
monocitogenes (Koo; Amalaradjou; Bhunia, 2012). O extrato da proteina LipL32 de
Leptospira shermani, recombinante foi testado em cultura de células PKSV-PR, derivadas de
tibulos proximais de rim de ratos L-PK/Tagl e, observada sua atua¢do na inducdo da nefrite,
verificando a viabilidade das células e seu efeito imunomodulador (Yang et al., 2002) e a
toxina tetanica foi expressa em L. plantarum para inoculacéo oral (Grangette et al., 2001). Em
todos estes experimentos, Lactobacillus provaram serem veiculos vacinais eficientes,

induzindo respostas imunes locais e sistémicas contra os antigenos carreados.

1.2.1. Probidticos

Em 1907, Metchnikoff publicou um estudo no qual postulava que a ingestdo de
bactérias do acido-latico exerce influéncia positiva na microbiota natural do trato intestinal e
que, no intestino, Lactobacillus contribuem com todas as funcGes benéficas da microbiota

indigena para o hospedeiro (Dobrogosz et al., 2010). Desde entdo, essas BAL sdo
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denominadas probidticos (Rolfe, 2000). A definicdo atualmente proposta pela OMS para 0s
organismos usados como probidticos é a seguinte:

“Probioticos sdo microrganismos vivos que quando administrados em quantidade
adequada, conferem beneficios a saiide do hospedeiro”.

Nas ultimas décadas, varios estudos tém demonstrado que a microbiota comensal
intestinal inibe patégenos, que disturbios da microbiota intestinal podem aumentar a
susceptibilidade a infeccBes e que a adicdo de probidticos na alimentagdo aumenta a
resisténcia aos patdgenos (Patterson & Burkholder, 2003; Lebeer et al., 2008; 2010). Foi
comprovado também que as BAL exercem efeitos no tratamento de infec¢des entéricas, como
diarréias agudas, sindromes relacionadas ao uso de antibidticos (Nicoli & Vieira, 2004;
Sazawal et al. 2006), além de protecdo contra infec¢des do trato urogenital, como vaginoses
(Falagas et al. 2007). Em adicdo, ja foi confirmado que a microbiota residente estimula o
desenvolvimento do sistema imune do hospedeiro, o que é de fato a segunda maior funcédo da
microbiota autdctone, ou seja, a manutencdo constante do sistema imune em estado ativado
(Berg, 1996).

Tem sido demonstrado que algumas bactérias probioticas sdo capazes de modular a
liberacdo de citocinas nas células do tecido linféide associado a mucosa (GALT) e estimular o
aumento do numero de células produtoras de IgA (Imunoglobulina do tipo A), na lamina
propria, fato que tem sido investigado como uma importante ferramenta para melhorar as
respostas desencadeadas por vacinas orais (Maassen et al., 2000; Christensen et al., 2002;
Perdigon et al., 2002).

As propriedades probidticas de um microrganismo s&o linhagem-dependentes e tendem
estar intimamente relacionadas ao hospedeiro de origem, embora ja tenha sido demonstrada a
eficacia de algumas linhagens probidticas em mais de uma espécie de hospedeiro, como no
caso de L. rhamnosus GG (Kailasapathy & Chin, 2000; Ouwehand et al. 2002). A regulacao
do sistema imunoldgico do hospedeiro pode ser obtida diretamente pelas células vivas das
bactérias probidticas, como por componentes estruturais e produtos secretados por essas
células (Lammers et al., 2003; Matsuguchi et al., 2003; Hoarau et al., 2006). Esse efeito
ocorre por meio da manutencdo do equilibrio entre as citocinas pro e anti-inflamatorias e entre
as populacdes de células T ativadas (Isolauri et al., 2001; Gackowska et al., 2006; Winkler et
al., 2007).

A maioria dos microrganismos probioticos, com agdo no sistema imunologico é de

bactérias do acido latico, pertencentes aos géneros Lactobacillus, Enterococcus e
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Streptococcus (Cross et al., 2004% Gupta & Garg, 2009). Elas estdo presentes também em
muitos tipos de alimentos como cereais, bebidas fermentadas, queijos e produtos lacteos,
carnes e derivados, entre outros (Hammes & Hertel, 2003). Portanto, considera-se que 0s
microrganismos probioticos estdo intimamente associados a promocdo da salde e do bem-

estar do hospedeiro.

1.2.1.1. Caracteristicas de um microrganismo probidtico

Atualmente dispbe-se de muita informacdo sobre as caracteristicas ideais de um
probidtico. De modo geral, os efeitos benéficos dos probidticos sdo os mesmos atribuidos a
microbiota intestinal, ou seja, possuirem atividade antimicrobiana, exercerem as func@es de
barreira epitelial intestinal e atuarem como imunomoduladores (Parvez et al., 2006; Ng et al.,
2009). Entretanto, para ser considerado um probio6tico, o microrganismo deve apresentar
outras qualidades tais como: quando ingerido ser resistente a passagem pelo pH éacido do
estdmago; ser capaz de colonizar o trato gastrointestinal, mesmo que temporariamente; ter
capacidade de produzir substancias antimicrobianas e de influenciar atividades metabdlicas
humanas e de animais ativando o metabolismo do colesterol, com a producdo de vitaminas e
digestdo da lactose, entre outras. E necessario também que demonstre resisténcia aos
antibiéticos modernos e seja capaz de aumentar o nivel nutricional, quando utilizado como
alimento (Zhang, M. et al., 2007; Collins, 2010). Em adicdo, um bom probiotico deve ter
aptiddo de inibir a proliferacdo de patdgenos e restaurar a homeostase da microbiota do
individuo, mediando interagdes com outros organismos (essa propriedade é denominada
“mecanismo de exclusdo competitiva” e resulta da disputa pela ligacdo aos mesmos
receptores, usados por patdégenos invasores, durante a invasdo da mucosa e fixacdo), além da

competicdo por nutrientes disponiveis (Nemcové, 1997; Collins & Gibson,1999).

A atividade antimicrobiana de bactérias probioticas esta relacionada com a reducao do
pH intestinal devido a estimulacdo da producdo de acido latico pela microbiota residente
(Langhendries et al., 1995). As substancias antimicrobianas produzidas pelas BAL séo
importantes para a exclusdo competitiva ou inibicdo da invasdo por outras bactérias. Estas
substancias podem ser &cidos graxos de cadeia curta (Carr et al., 2002), perdxido de
hidrogénio, que € caracteristico de lactobacilos (Eschenbach et al., 1989), bacteriocinas, que
sdo altamente especificas (de espectro amplo ou restrito), sintetizadas nos ribossomos ou por
bacteri6fagos (Tagg & Dierksen, 2007). Essa atividade antagbnica contra patdgenos resulta da
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producdo de substancias como acido latico, peroxido de hidrogénio, de bacteriocinas que
induzem secrecdo de defensinas, por células do hospedeiro ou ainda pela promocéo de
barreira epitelial, competindo pelos sitios de adesdo e nutrientes na mucosa (De Vuyst &
Vandamme, 1992; Gibson & Wang, 1994).

A capacidade dos Lactobacillus inibirem patdgenos ja é conhecida, devido ao seu uso
na conservacdo de alimentos. O refor¢o da funcdo de barreira intestinal por probioticos é
causado pela sua capacidade de influenciar as interacGes célula-célula e a estabilidade celular
do epitélio intestinal, preservando a arquitetura do citoesqueleto e regulando a permeabilidade
celular, por meio da fosforilagdo das proteinas das junc¢des intracelulares (NG et al., 2009).
Algumas linhagens de lactobacilos sé&o capazes de reforcar a barreira epitelial intestinal,
induzindo a producdo de mucinas e levando a um aumento da producdo de muco, de forma a
estimular a adesdo célula-célula e prevenir a apoptose das células intestinais (Mack et al.,
2003; Otte & Podolsky, 2004; Seth et al., 2008; Yan et al., 2011).

As BAL podem ativar a imunidade do hospedeiro, com a producdo de anticorpos e
recrutamento de fagdcitos, mas também pela modulacdo da resposta imune local e sistémica,
induzindo a producéo de vérias citocinas tais como: IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-12 e 0xido nitrico
(NO), (Fuller & Gibson, 1997).

Durante a avaliacdo das propriedades probidticas em uma bactéria, devem ser
analisadas algumas caracteristicas especificas, tais como: sua capacidade de resistir por no
minimo noventa minutos em pH &cido (2,0 - 3,0), que é o tempo de transito gastrico humano
(Chou, LS & Weimer, 1999), de resistir a destruicao pela bile e de aderir ao epitélio intestinal.
E importante ainda considerar que apds a administragio por via oral, se sua popula¢do minima
ndo se mantiver entre 10° e 10® UFC/g de contetdo, no intestino humano, ela pode no
sobreviver (Charteris et al., 1998). Em complementacdo, a bactéria ndo deve ter potencial
patogénico e precisa apresentar propriedades que permitam a sua producdo em larga escala,

tal como facilidade de proliferagéo in vitro.

O surgimento de patdgenos emergentes e 0 reaparecimento de antigos patdégenos, bem
como 0 aumento no desenvolvimento de bactérias resistentes a antibioticos, estimularam a
pesquisa e selecdo de linhagens de lactobacilos com caracteristicas de probidticos, para que
possam ser usadas no combate as infecgdes bacterianas (McCoy e Gilliland, 2007). Possuindo
varias dessas caracteristicas, quando fornecidos em quantidade adequada, os lactobacilos

apresentam efeitos probioticos (Zhang, M et al., 2007). Testes indiretos, baseados nos
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mecanismos de agdo probiotica dos lactobacilos, podem direcionar a sele¢éo de isolados com

as caracteristicas de interesse.

Por suas caracteristicas, as BAL tém sido consideradas também, boas candidatas ao
uso como veiculos de antigenos, em processos de vacinacgao oral, em substituicdo as bacterias
patogénicas atenuadas (Salmonella, Shigella, Listeria, Escherichia coli, Bacillus, e virus
Vaccinia) que vem sendo empregadas nas vacinas recombinantes atuais. Além de serem parte
da microbiota residente dos individuos, as BAL ndo exibem patogenicidade, evitando o risco
de liberacdo de um organismo que ocasionalmente possa apresentar patogenicidade residual

ou reverséo da viruléncia (Dunham, 2002; Atkins et al., 2006).

Para a andlise dos mecanismos imunes induzidos, devido a administracdo de
probidticos, sdo utilizadas técnicas que permitem a dosagem de mediadores da resposta
imunoldgica. A maior parte do conhecimento adquirido nos ultimos anos, sobre as respostas
imunoldégicas é resultante da avaliacdo do perfil de citocinas usando a técnica Ensaio Imuno-
Enzimatico (ELISA). Entretanto, devido as limitacGes desta abordagem vém surgindo
alternativas para a dosagem de mediadores da resposta imune, entre elas o uso da PCR

guantitativa em tempo real (QPCR) (Vizoso Pinto et al., 2009).

O principio da gPCR envolve a mensuracdo do produto acumulado durante a fase
exponencial de amplificacdo com a interrupcdo da PCR em um ciclo. Refinamentos dessa
técnica agregaram maior especificidade para as reacGes de qPCR. Os mais importantes
avancos foram alcancados pela adicdo de fluordforos a reacdo (que podem ser agentes
intercalantes de DNA ou sondas de hidrélise com marcador de fluoresceina) e pela integracédo
de sistemas de deteccdo Optica de fluorescéncia aos termociladores permitindo acompanhar,
em tempo real, a cinética da reacdo. Essas modificacfes possibilitaram quantificar o produto
acumulado em cada ciclo de amplificacdo (Logan et al., 2009), viabilizando maior precisao e
agilidade na execucdo da quantificacdo, em comparacdo com 0s métodos anteriores, sem a
necessidade de manipulacdes posteriores (Giulietti et al., 2001). A quantidade de produto
mensurada pode ser usada para determinar a quantidade de acido nucléico original,
adicionado a reacdo, pois quanto mais moléculas alvo existirem no inicio, menor o nimero de
ciclos necessarios para obter-se uma quantidade de produto detectavel em uma faixa arbitraria

de fluorescéncia “threshold” (Logan et al., 2009).

Esses avancos significativos da técnica de gPCR induziram o desenvolvimento de uma

nova geracdo de plataformas e de reagentes. Varios equipamentos e sondas de deteccdo
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(sondas de hidrélise TagMan, Molecular Beacons, sondas de hibridizacdo e SYBR Green 1)
foram desenvolvidos. SYBR Green | é um dos mais utilizados devido & facilidade e custo
reduzido. Consiste em um corante fluorescente que é incorporada ao DNA fita dupla, durante
a amplificacdo, ndo sendo detectavel na forma livre (Giulietti et al., 2001). Entretanto, SYBR
Green | apresenta especificidade reduzida devido ao acimulo de dimeros de iniciadores e a
geracdo de produtos inespecificos, ambos capazes de incorporar o corante e serem detectados
como produto de amplificacdo. Para contornar essas desvantagens, deve ser empregada uma
padronizacdo acurada das reacOes, além da utilizacdo de curvas de dissociacdo, apds o
término da amplificacdo, de modo a tornar o uso do SYBR Green | reprodutivel e confidvel
(Giulietti et al., 2001).

1.3. APROTECAO IMUNOLOGICA DAS MUCOSAS

A maioria dos patdgenos penetra 0 organismo humano e de outros mamiferos por meio
de membranas das mucosas do trato respiratorio, gastrointestinal e geniturinario. Doencas
como meningites bacterianas e virais, AIDS, tuberculose, hepatites, poliomielite, gripes e
leptospirose, infectam por essa via ou transitam por ela, nos estagios iniciais da infecgdo
(Neutra et al., 2001).

Patdgenos de mucosas utilizam vérias taticas para infectar o corpo e a protecao contra
essas ameacas envolve muitas estratégias em ambos os lados da barreira epitelial. Por
exemplo, a Escherichia coli enteropatogénica e Vibrio cholerae causam doenca colonizando a
superficie epitelial, enquanto os virus Influenza e Rotavirus infectam as células epiteliais;
alguns organismos como Salmonella Typhimurium estabelecem a infec¢do na lamina prépria
e outros, como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), permanecendo na mucosa até a

dispersédo da infecgdo para outras areas (Neutra et al., 2001).

O sistema imunologico do corpo é capaz de distinguir patdgenos, antigenos e vacinas
que entram no organismo através de superficies mucosas, daqueles que séo introduzidos nos
tecidos por via parenteral ou devido a lesGes. Esse sistema funciona em niveis de alta
complexidade e interacGes entre tecidos estruturalmente diferentes, compartilhadas entre
varias especies de seres vivos (Neutra & Kozlowski, 2006). Existe evidéncia de diferencgas nas
acOes imunologicas entre as membranas mucosas de vias areas superiores e intestinais
(Jahnsen et al., 1998). Por isso, algumas vacinas com adjuvantes podem ndo funcionar de

acordo com o esperado, quando inoculadas nas mucosas nasais, por exemplo, se devem atuar
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no intestino. A mucosa intestinal possui além da funcdo de absorcéo de nutrientes, a atuacdo
como primeira linha de defesa do hospedeiro ativando o sistema imune na fase inicial de
infeccbes causadas por uma variedade de microrganismos patogénicos (Macfarlane &
Cummings, 2002; Malago, et al., 2010).

A superficie mucosa em um humano adulto possui area aproximada de 400 m?, coberta
por uma delicada monocamada epitelial, o tecido mucoso, que possui sitios indutivos
concentrados em areas de entrada de patdgenos no corpo. Exemplos sdo as tonsilas palatina e
lingual, as adenoides, a nasofaringe e o trato intestinal inferior, onde agregados de foliculos
linféides, formam as Placas de Peyer, além da presenca de muitos foliculos isolados no
apéndice, colon e reto (Neutra et al., 2001; Brandtzaeg, 2007).

No limen intestinal, a mucosa € formada por uma camada simples de células epiteliais
que estdo muito proximas “tight-junctions” e¢ funcionam como barreira as infecgdes. A
integridade dos epitélios bem como a microbiota normal, associada a eles, sdo essenciais para
as funcOes fisiologicas do tecido. Nesse epitelio estdo diversas células sentinelas, que
apresentam receptores variados, os Pattern Recognition Receptors (PRR), incluindo os Toll-
Like Receptors (TLRs) (Brandtzaeg et al., 2007).

Os receptores Toll-like sdo expressos principalmente em células apresentadoras de
antigenos (APCs), tais como: mondcitos-macrofagos e células dendriticas. Eles possuem a
capacidade de discriminar entre os distintos padrdes moleculares associados a componentes
microbianos (MAMP), de modo que as respostas de defesa das células da mucosa sejam
fortemente reguladas apenas contra antigenos estranhos (Neutra et al., 2001; Brandtzaeg,
2007). A incapacidade do sistema imunoldgico inato de reagir contra as células e moléculas
do hospedeiro se deve tanto a especificidade inerente da imunidade inata para estruturas
microbianas como ao fato de que células dos mamiferos expressam proteinas regulatérias que
evitam as reacOes inatas. O reconhecimento de produtos microbianos por TLR leva a uma
variedade de vias de transducao de sinais que regulam a natureza, a magnitude e a duracéo da

resposta inflamatoria (Brandtzaeg, 2009).

Portanto, quando um antigeno na superficie celular ou produto da secre¢do de patdgenos
se liga aos receptores da superficie celular, induzem a producdo de mediadores quimicos,
citocinas e quimiocinas, que sinalizam para as células dendriticas (DC) e macrdfagos das
camadas inferiores da mucosa (Neutra et al., 2001; Brandtzaeg, 2007). Essas células, por sua

vez, ativam a resposta inata ou defesa ndo especifica, na qual as células reconhecem e
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respondem de modo genérico, sem conferir imunidade duradoura ao hospedeiro. A resposta
compreende fungdes tais como: recrutamento das celulas imunes ao local da infecgéo,
produzindo mediadores quimicos; ativacdo da cascata do complemento, para identificar as
células ativadas por bactérias e desintegrar as células mortas e os complexos de anticorpos; a
identificacdo e remocdo, pelos leucocitos, de substdncias estranhas presentes nos 6rgdos,

tecidos, sangue e linfa.

Além disso, a atuacdo como barreira fisica e quimica aos agentes infecciosos e ativacdo
do sistema imune adaptativo, pelo processo de apresentacdo de antigenos (Neutra et al., 2001;
Brandtzaeg, 2007), (Figura 3).
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Figura 3: Mecanismos da defesa inata das membranas mucosas. Esquema do Foliculo Associado ao
Epitélio (FAE) contendo grupos de células M, especializadas na endocitose e no transporte de
antigenos e microrganismos para capsulas intraepiteliais con tendo células B e T e algumas vezes as
células DC. Essas células contribuem na sensibilidade aos patégenos do limen e seus produtos,
sinalizando com a liberagdo de citocinas e quimiocinas, que atraem e ativam as células dendriticas
(DCs), ligantes de quimiocinas (CCL); receptores de quimiocinas(CCR); receptores Toll-like (TLR).
Adaptado de Neutra e Kozlowski, (2006).

O sistema imune adaptativo é ativado principalmente, quando o patdgeno evade do
sistema inato, gerando um nivel perigoso de antigenos. A prote¢do imunoldgica pela via
adaptativa ¢ mediada por linfocitos T cuja principal funcdo é eliminar micrébios que podem
viver em fagdcitos nas células. Linfocitos T imaturos expressam receptores para antigenos e
outras moléculas mas s6 serdo funcionais quando se diferenciarem em ceélulas efetoras o que
ocorre apos a interacdo com as moléculas do Major Histocompatibility Complex (MHC),
sintetizadas e expostas na superficie das células apresentadoras de antigenos profissionais
(APC) e estimulo dos sinais provenientes dos microrganismos ou das reacdes inatas a eles. O
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resultado é a répida expressdo e regulacdo de muitas citocinas proinflamatdrias,
principalmente a interleucina 8 (IL-8), uma quimiocina que atrai e direciona neutréfilos para o
local da inflamacéo (Mccafferty & Zeitlin, 1989; Indaram et al., 2000).

Embora a producéao de citocinas pro-inflamatorias seja importante para mediar a defesa
inicial do hospedeiro, contra a invasao por patdgenos, a incapacidade para regular a natureza
ou a duracdo da resposta inflamatoria pode ser prejudicial em doencas inflamatérias cronicas.
Os mecanismos celulares subjacentes, que controlam diretamente a producédo de citocinas pro
e anti-inflamatorias, apos a estimulacdo por TLR, ainda ndo foram definidos, mas estudos tém
mostrado que a via de sinalizacdo TLR pode ativar fosfatidilinositol 3-OH quinase (PI13K)
para limitar a produgdo do fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina 12 (IL-12). Além
disso, a ativacdo da via PI3K, por TLR2, incrementa a producdo de IL-10, e a reducdo da
producdo de IL-12 (Martin et al., 2005).

Com excecdo das células anucleadas, todas as células do sistema linfatico sdo capazes
de apresentar antigenos e ativar a resposta adaptativa. As células envolvidas nesse tipo de
resposta inata incluem: granuldcitos (eosindfilos, neutrdfilos, basofilos) e as células do
sistema monocitico fagocitario (mondcito, macrofagos e células dendriticas mieldides), que
sdo ativadas de acordo com o patdgeno infectante (Foster et al., 2012). A consequéncia dessa
apresentacdo de antigenos, € que vacinas que induzem resposta imunoldgica intensa, quando
injetadas em ambiente estéril, tal como os musculos, podem ser ignoradas quando fornecidas
via mucosa, onde o tecido é constantemente exposto aos microrganismos (Neutra &
Kozlowski, 2006).

Nas mucosas, os linfocitos intraepiteliais e células fagociticas se agrupam com as
células epiteliais formando estruturas linféides, Mucosa Associated Lymphoid Tissue
(MALT), que ativam e abrigam a maioria das células B. Nesses tecidos linfoides estéo células
sentinelas, que apresentam receptores capazes de reconhecerem a estrutura dos antigenos na
superficie epitelial. O objetivo dessa verificacdo € prevenir respostas contra a microbiota
normal do organismo e nutrientes indcuos, o0 que poderia levar a inflamagdes indesejaveis nas

mucosas (Brandtzaeg, 2007; Rossi et al., 2011).

Outra caracteristica importante da resposta imune adaptativa das mucosas é a producao
local e secrecdo da imunoglobulina A (IgA), que é resistente a degradacdo nesse ambiente
rico em proteases. Quando antigenos estranhos e microrganismos atingem estruturas MALT,

induzem a diferenciacdo das células B ativadas em células plasmaéticas (PC), produtoras de
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imunoglobulinas (Ig). Essas Ig possuem uma ou mais cadeias “joining” (J), ligadas a uma
porcao do epitélio denominado Secretory Component (SC) que por sua vez se une, por pontes
dissulfeto, a uma das subunidades IgA. Algumas vezes sdo formados trimeros de IgA
denominados IgA poliméricos (plgA), que podem se juntar, formando o IgA pentamérico e
nessa forma, sdo exportados pelas células epiteliais secretoras, para formarem anticorpos
SIgA e IgM (SIgM), (Brandtzaeg et al., 1999; Johansen et al., 2005).

Os anticorpos tipo IgA secretores (SIgA) sdo moléculas diméricas estaveis, altamente
glicosiladas durante a sintese, nas células plasmaticas da mucosa (Kozlowski et al., 2002;
Becher, et al., 2010; Strugnell & Wijburg, 2010). Aparentemente, a funcdo desses anticorpos
naturais (SIgA) aumenta na medida que sdo detectadas substancias reativas nas secregoes
humanas. Eles sdo protetores imediatos, ndo inflamatdrios, atuando antes que uma resposta
imune especifica seja ativada ou formada. No Iimen, esses SIgA cobrem a bactéria comensal,
sem bloquear seu crescimento, mas restringindo seu acesso a superficie epitelial, protegendo a
mucosa contra invasdo e hipermultiplicacdo da microbiota indigena, de modo a manter o
equilibrio parasita-hospedeiro (Macpherson; Geuking; McCoy, 2005; Strugnell & Wijburg,
2010).

As células dendriticas (DC), células B e macréfagos das camadas inferiores, também as
APC, possuem receptores imunoestimulatorios para as células T maduras. Nos linfonodos,
essas células se ligam ao MHC, sdo reconhecidas pelas células T maduras e sdo liberados dos
linfonodos. As células dendriticas engolfam patdgenos exdgenos e toxinas nos tecidos e
migram para os linfonodos cheios de células T. Varios grupos de células T podem ser
ativados pelas APC e as respostas geradas, dependem do contexto em que essas células

encontram inicialmente o antigeno (Strugnell & Wijburg, 2010).

Os linfocitos T podem se tornar citotoxicos (CTL, CD8+) ou T helper (Thl e 2 ou
CD4") dependendo do antigeno ser enddgeno ou exdgeno. Os CTLs liberam citotoxinas, que
formam poros nas células infectadas para entrada de enzimas liticas que irdo induzir a lise ou
apoptose. Essa liberagédo é limitada por forte sinal de ativacdo de antigenos MHC ou células
T-auxiliares (Th). A liberacdo de mediadores tem também a funcdo de ativar o sistema do
complemento para reconhecer as células ativadas por bactérias e desintegrar as células mortas,
0s complexos de anticorpos e, por meio dos leucdcitos, remover substancias estranhas
presentes nos orgaos, tecidos, sangue e linfa (Vandermeer et al., 2004; Abbas & Lichtman,
2009).
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1.4. O MODELO ANIMAL.: Golden Syrian Hamsters

S&o varias as razdes para a adogdo dos Golden Syrian Hamsters em pesquisas: sua
disponibilidade e facilidade de reproducéo; sua relativa resisténcia as doencas naturalmente
adquiridas; sua susceptibilidade a muitos patdgenos; sua caracteristica anatémica e fisioldgica
exclusivas; seu rapido desenvolvimento e curto ciclo de vida. Hamsters sdo empregados
extensivamente em ciéncias biomédicas, na pesquisa de doencas infecciosas por serem
susceptiveis a uma grande variedade de agentes bacterianos, virais e parasitas. Esses animais
tém sido usados como modelos para infeccbes por micoplasmas, na leishmaniose e
toxoplasmose, para provas de New Castle, encefalite equina, variola, raiva e mais comumente
em leptospirose, além de algumas enfermidades bacterianas, estudos imunoldgicos e da carie
dental, bem como nas areas de citogenética e imunogenética. Além disso, algumas doencas
gue ocorrem espontaneamente nesses animais tém caracteristicas patologicas e fisiologicas
similares as doencas humanas tais como a trombose atrial, epilepsia e distrofia muscular que

apresentam base genética semelhante.

Os hamsters da espécie Mesocricetus auratus possuem anatomia semelhante, de
maneira geral com a dos ratos, mas o estdbmago destes animais se encontra dividido em duas
partes devido a uma espécie de prega. Possuem glandulas sebaceas pigmentadas, localizadas
nos flancos, atrds do arco costal, que originam uma secrecdo de odor especifico. Bem
caracteristicas sdo as bolsas laterais que formam parte das bochechas, constituidas por tecido

epitelial muito vascularizado.
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2. JUSTIFICATIVA

Casos de leptospirose canina tém aumentado muito nas Ultimas décadas em todo o
mundo. No Brasil, estudos tém demonstrado o carater endémico da leptospirose em diferentes
espécies de animais, entre os quais 0s cdaes ocupam um lugar de destaque. Os canideos tém
sido considerados como a segunda espécie animal carreadora de leptospiras, perdendo apenas
para os ratos. Este fato é bastante preocupante devido a proximidade cada vez maior do
homem com os cdes gerando possibilidade de contaminacao.

Por outro lado, as vacinas (bacterinas) existentes conferem imunidade sorovariedade-
especifica, por um curtissimo periodo de tempo, além de ndo eliminarem o status de carreador
renal crénico de leptospiras apresentado pelos cédes. EXiste, portanto, a necessidade urgente do
desenvolvimento de uma vacina que ofereca protecdo contra a maioria das sorovariedades
patogénicas de Leptospira e que confira imunidade duradoura eliminando, no animal, a
condig&o de portador.

Somado aos fatores acima estdo os promissores resultados obtidos pela utilizacdo de
antigenos recombinantes, derivados de diferentes proteinas da membrana externa de
leptospiras, dentre elas a LipL32 e a Loa22. Apesar do aparente sucesso obtido com estas
vacinas, a literatura deixa claro que ainda ndo foi encontrado um vetor vacinal ideal. Nesse
sentido, as excelentes propriedades probioticas apresentadas pelos Lactobacillus, conduziram
na sua escolha como adjuvante ou vetor vacinal para os genes (lipL32 e a loa22) de
Leptospira em uma proposta inovadora, ainda nédo testada para este microrganismo.

Ressalta-se que as mucosas sdo as principais vias de infeccdo por leptospiras
patogénicas. Neste aspecto, a vacinacdo por via oral pode ser a melhor opc¢do de
administracdo devido a imediata atuacdo pelos mecanismos de defesa celular e estimulo para
a formacao da imunidade adquirida. Apesar do sucesso ja demonstrado pela administracdo de
algumas vacinas orais disponiveis, 0 nimero dessas vacinas para uso em homens e animais
ainda é bastante limitado.

Além disso, a busca por um vetor vacinal que abriga os beneficios das bactérias
comensais, como o0s Lactobacillus, atuando como veiculos vacinais para antigenos
heter6logos ou mesmo adjuvantes imunologicos de antigenos recombinantes influenciou na
decisdo de utilizar essas BAL, pois, apesar das caracteristicas dos agentes patogénicos
facilitarem a entrada do vetor bacteriano no corpo e aumentarem a resposta imune do
hospedeiro, o equilibrio entre imunogenicidade e a reatogenicidade deve ser mantido para nao

levar a efeitos colaterais.
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3. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do projeto foi investigar as caracteristicas probioticas e

imunomodulatorias de espéecies de Lactobacillus, isoladas de cées lactentes, para serem

usadas como adjuvantes ou veiculos, em vacinas orais contra leptospirose canina baseadas nos

antigenos LipL32 e Loa22 recombinantes, de trés sorovariedades de Leptospira (Canicola,

Icterohaemorrhagiae e Grippotyphosa).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolamento e identificacdo de novas linhagens de Lactobacillus, a partir de fezes de

caes lactentes.

Investigacdo das caracteristicas funcionais desejaveis a probioticos nas linhagens de
Lactobacillus isoladas: tolerancia ao &cido estomacal e sais biliares intestinais,
superficie celular hidrofobica, antagonismo contra bactérias patogénicas, producdo de

substancias antimicrobianas e susceptibilidade a antibiéticos.

Avaliacdo da capacidade imunomodulatdria em hamster das linhagens de Lactobacillus
isoladas de cdaes, que apresentaram propriedades fisiologicas desejaveis a um
probiético, pela analise por PCR em tempo real através das citocinas 1L-2, IL-4, IL-10,
IL-12p40, IL-21, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-), fator
de transformacéo do crescimento beta (TGF-B) e fator de regulagdo de transcri¢do de
células T (FOXP3).

Amplificacdo por PCR e clonagem dos genes lipL32 e loa22 de Leptospira e expressao

das proteinas recombinantes, em sistema de expresséo heterologa, em Escherichia coli.

Purificacdo da proteina LipL32, das sorovariedades Icterohaemorrhagiae e Canicola da

especie L. interrogans e Grippotyphosa, da espécie L. kirshneri.



-38 -

4. ANIMAIS, MATERIAL E METODOS.

4.1. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO VEICULO VACINAL BACTERIANO

4.1.1. Isolamento de bacteérias laticas a partir das fezes de cées lactentes.

Amostras de fezes foram coletadas de cées lactentes, dois da raga Crista Chinés e quatro
da raca York Shire, com idade entre 15 e 20 dias, certificando-se que eles e as mées néo
tenham sido tratados com antimicrobianos. As amostras foram coletadas com todos 0s
cuidados higiénicos em tubo estéril e imediatamente transportadas e submetidas a pesagem,
procedendo-se a diluigcdo seriada, em solucdo salina tamponada.

Para o isolamento, inoculou-se 1,0 ml das diluicdes (10°, 10, 107, 10°®), pelo método
pour plate, em duas repeticdes de placas de Petri, estéreis, com 0 meio agar De Man-Rogosa
& Sharpe (MRS, Difco, Sparks, EUA), fundido e vertido sobre os in6culos, em temperatura
aproximada de 45°C. O contetdo das placas foi bem homogeneizado e, apos solidificarem,
foram invertidas e incubadas a 37°C, em camara de anaerobiose (Forma Scientific Company,
Marrietta, USA), contendo uma atmosfera de 85%N,, 10%H, e 5%CO,, por 48 horas.

As placas que apresentaram visualmente, um nimero de unidades formadoras de
coldnias (UFC), proximo a 100 foram escolhidas para contagem e observacdo macroscopica
dos morfotipos coloniais. Colénias com caracteristicas morfoldgicas diferentes foram isoladas
em placas de Petri contendo agar MRS, pelo método do estriamento. Essas placas foram

invertidas e incubadas em camara de anaerobiose a 37°C, por 24 horas.

Apo6s o crescimento das coldnias foram retiradas amostras e coradas pelo método de
Gram. As bactérias Gram-positivo, com morfologia pouco ou muito alongada e semelhante a
um bacilo foram selecionadas e repicadas em tubos tipo Falcon contendo 3,0 ml do meio
MRS liquido e novamente incubadas por 24 horas nas condigdes ja descritas. Do crescimento
em meio liquido, foi retirada assepticamente, uma pequena aliquota para o teste de producao
de catalase, realizado com a adi¢cdo de uma gota de peréxido de hidrogénio a 30% para
observar a ocorréncia ou ndo da formacdo de pequenas bolhas. Lactobacilos ndo produzem
catalase, assim duas aliquotas de 1,0 ml de cada amostra com resultado negativo foram
transferidas para tubos Eppendorf, aos quais foram adicionados 30% de glicerol a 20% vl/v,
previamente esterilizado. Uma dessas amostras foi armazenada em freezer a -80°C e a outra

ficou em -20°C, para uso a seguir.
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4.1.2. Identificacdo molecular dos isolados de bactérias laticas.

4.1.2.1. Extracdo do DNA gendmico.

Para obter maior nimero de células e extracdo do DNA, foi feito um in6culo, em tubos
tipo Falcon de 15 ml, contendo 5,0 ml do caldo MRS de 100 pl da cultura de cada amostra
previamente armazenada e incubada por 20 horas a 37°C, em camara de anaerobiose. As
culturas foram entdo centrifugadas a 1.800 x g, durante 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi suspenso em 1,0 ml de solugdo de Cloreto de Litio a 5 Molar e
novamente incubado a 37°C sob agitacdo, por 1h:30 O material foi novamente centrifugado a
4.000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante descartado, o pellet suspenso com salina
tamponada (PBS) e centrifugado nas mesmas condigdes. Apds repetir mais uma vez essa
lavagem, o pellet foi suspenso com 1,0 ml de solugéo de lisozima (10 mg/ml de Tris 50 mM,
EDTA 10 mM — TE, pH 8.0) e incubado a 37°C, em agitacdo por 1h30. O produto lisado foi
transferido para tubos Eppendorf de 2 ml e centrifugado a 22.000 x g por 1 minuto. O
sobrenadante foi desprezado e o pellet ficou preparado para a extracdo do DNA segundo o
protocolo fornecido pelo fabricante do Kit Wizard SV Genomic DNA Purification System-
PROMEGA. ApoGs a extragdo, 5 pl de cada amostra de DNA foram visualizados sob luz
ultravioleta (UV), em gel de agarose corado com brometo de etidio (EtBr). Cada amostra foi
quantificada por espectrofotometria no Nanodrop Spectrophotometer ND-1000, para que a
densidade de DNA dos isolados, que seriam submetidos aos proximos testes, fosse
equilibrada.

4.1.2.2. ldentificacdo molecular dos lactobacilos.

A identificagdo molecular dos lactobacilos baseou-se na analise de restricdo de
sequéncias de DNA, situadas entre os genes 16S e 23S do DNA ribossémico, amplificadas
por PCR, de acordo com Moreira et al. (2005). O DNA gendmico dos lactobacilos isolados
foi utilizado como molde para a reacdo de PCR-ARDRA. No PCR-ARDRA foram
empregados iniciadores que amplificam a regido intergénica do RNA ribossémico entre 0s
genes codificadores das subunidades ribossomais 16S e 23S (ITS 1). Para cada tubo de
reacdo, com volume final de 25pl, foram utilizados 100 ng de DNA, 12,5 ul do PCR Master
Mix (Promega) concentrado 1x, 0,01 nmol/l dos iniciadores que amplificam o espacador
interno (ITS 1) do DNA ribossomico: 16-1A (5° GAATCGCTAGTAATCG 3°) e 23-1B (5’
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GGGTTCCCCCATTCGGA 3”) descrito por Tilsala-Timisjarvi, et al. (1997), completando-se

o volume, com &gua ultra pura estéril.

As amplificacdes por PCR foram feitas em termociclador Verity Thermal Cycler
(Applied Biosystem) sob as seguintes condi¢fes: um ciclo inicial de desnaturacdo 95°C/2,5
minutos, seguidos de 35 ciclos de 95°C/30 s; 55°C/1 min; 72°C/1 min e uma extensao final de
10 min a 72°C. Apos a ciclagem, 5,0 ul do produto da PCR foram aplicados em gel de agarose
a 1,5% contendo EtBr. Utilizou-se um marcador tamanho molecular 1 Kb DNA ladder
(PROMEGA) como padrdo comparativo para a analise dos fragmentos. O gel foi analisado

sob luz UV e fotografado, para documentagéo dos resultados.

Apos analise dos amplicons obtidos da regido ITS | do DNA ribossémico, os isolados
caracterizados como Lactobacillus foram submetidos a restricdo com doze enzimas (Sphl,
Ncol, Nhel, Sspl, Csp45l, EcoRV, Dral, Vspl, Hincll, EcoRl, Hindlll e Avrll), empregadas
de acordo com as especificagdes do fabricante e incubados por 2 horas a 37° C. O produto
resultante foi visualizado em géis de agarose contendo EtBr, sob luz UV. Os perfis foram
comparados com o quadro de perfis construido por Moreira et al. (2005), (Anexo 1), e 0s
isolados que ndo apresentaram perfil identificavel foram submetidos a nova amplificacéo,
baseada na regido 16S do DNA ribossémico, usando-se os iniciadores: 1492R (59-
GGTTACCTTGTTACGACTT- 39) e 27F (59-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-39),
descritos por Reysenbach et al. (2000). Essa amplificacdo ocorreu ao longo de 35 ciclos
(95°C/30s, 55°C/1min e 72°C/1 minuto) apds a desnaturacgdo inicial (95°C/2 min) e finalizada
pela extensdo final (72°C/5 min). Os amplicons foram purificados com o kit Wizard SV Gel
and PCR Clean-up System (Promega, Madison, WI, USA) e o produto enviado para o
sequenciamento no Nucleo de Analise de Genoma e Expressdo Génica (NAGE), do

Departamento de Bioquimica e Imunologia da Universidade Federal de Minas Gerais.

Para a diferenciacdo das espécies pertencentes ao grupo L. plantarum (L. plantarum, L.
paraplantarum e L. pentosus) outro método de identificagdo foi usado baseado na amplificacdo
especifica do locus recA. Nesse sentido, foram utilizados os iniciadores: paraF (59-GTC ACA
GGC ATT ACG AAA AC-39), pentF (59-CAG TGG CGC GGT TGA TAT C-39), planF (59-
CCG TTT ATGCGG AAC ACC TA-39) e pREV (59-TCG GGA TTA CCA AAC ATCAC-39).
A reacdo foi preparada para um volume final de 20 pl usando-se 10 pmol de cada um dos
iniciadores paraF, pentF, pREV e planF como descrito por Torriani et al. (2001). Os parametros
da amplificagcdo foram: desnaturacéo inicial (94°C/3 min), 30 ciclos (94°C/30s, 56°C/10s, 72°C

por 30s) e finalizagdo com extensdo final de 72°C/5 min. Os produtos amplificados foram
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submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampao TAE 1X (40 mM Tris-acetate,
1,0 mM EDTA, pH 8.2) e em seguida foram corados com brometo de etidio.

4.1.3. Caracterizacao funcional e probiotica dos lactobacilos isolados.

4.1.3.1. Teste de crescimento em aerobiose.

Antes dos testes para caracterizacdo das propriedades probioticas, confirmou-se a
capacidade de crescimento em aerobiose, a 37°C de todos os isolados, identificados
geneticamente como pertencentes a espécie Lactobacillus.

4.1.3.2. Teste de sensibilidade ao suco gastrico artificial.

O teste de resisténcia a acidos, baseado em Neumann et al. (1991), foi adaptado para
microplacas. Culturas de lactobacilos em fase estacionaria, foram suspensas em 1,0 ml de
solucdo salina 0,9% pH 7,0 e em 1,0 ml de suco gastrico artificial (NaCl 2,0 g/l ajustado com
HCI concentrado para pH 2,5 e pepsina) e incubadas a 37°C por 3 horas. Posteriormente, a
solucdo salina 0,9% e o suco gastrico artificial foram desprezados ap6s centrifugagdo e 0s
pellets suspendidos com 1,0 ml de caldo MRS. Dois porcento das culturas em caldo MRS
foram inoculados em triplicata em uma microplaca e esta incubada em espectrofotdmetro
“Microplate Spectophotometer System-SpectraMax 340” (Molecular Devices, CA, USA) em
37°C por 18 horas. A densidade 6ptica (ODg20nm) foi determinada automaticamente a cada 30
minutos. A porcentagem de inibicdo foi obtida pelo célculo da area sob a curva de cada
gréfico, usando-se o programa OriginPro 8.5 (OriginLab). Os resultados foram baseados no

calculo da média de trés experimentos independentes.

4.1.3.3. Avaliagdo da susceptibilidade aos sais biliares.

Esta caracteristica foi avaliada de acordo com a técnica descrita por Walker & Gilliland
(1993) e adaptada para microplacas. Inicialmente, os isolados de lactobacilos foram mantidos
em fase estacionaria e entdo foi realizado um indculo de 2% em caldo MRS contendo ou ndo
0,3% de sais biliares (oxgall-Oxoid Co.) em microplacas. A ODgonm foi determinada com
intervalos de 30 minutos, durante 18 horas de incubacdo a 37°C, no Microplate

Spectophotometer System-SpectraMax 340. A porcentagem de inibicao foi calculada pela area
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sob a curva de cada gréfico com o programa OriginPro 8.5 (OriginLab). Tal como no teste

anterior, os resultados basearam-se na media de trés experimentos independentes.

4.1.3.4. Teste in vitro da hidrofobicidade da superficie celular (MATS).

A hidrofobicidade da superficie celular bacteriana foi avaliada através da medida de
Microbial Adhesion to Solvents (MATS) conforme descrito em Pelletier et al. (1997) e Kos et
al. (2003). Um ml de culturas de lactobacilos em fase estacionaria foi centrifugado
(3500rpm/10minutos), lavadas duas vezes com 1 ml de PBS (137 mM de NaCl, 2,7 mM de
KCI, 4,3 mM de Na2HPO4 e 1,47 mM de KH2PO4, pH final de 7,4) e suspendido em 1 ml de
solucdo de KNO3 (0,1 Molar, pH 6,2). A densidade 6ptica (600nm) foi ajustada para valores
entre 0,5 e 0,6 (Ag) com 0,1M de KNO3; em pH 6.2. Em seguida, adicionou-se 20 pul de xileno
a 120 pl dessa cultura e, ap6s 10 minutos de incubacdo em temperatura ambiente, as duas
fases formadas foram homogeneizadas em vdrtex por 2 minutos. Ap6s 30 minutos de
repouso, a fase aquosa foi removida e a densidade oOptica (ODgoonm) eStabelecida (Ap). A
MATS foi avaliada pela porcentagem de bactérias associadas ao Xilol através da razdo de
(A0-Al) sobre AO. Os isolados foram classificados como hidrofébicos para valores de MATS
maiores ou iguais a 50%, segundo proposto por Nader-Macias et al. (2008). Os resultados

obtidos basearam-se na média de trés experimentos.

4.1.3.5. Teste de antagonismo in vitro contra patégenos bacterianos.

Esse procedimento foi realizado segundo a técnica de difusdo em dupla camada,
proposta por Branco et al. (2010): placas contendo 4gar MRS a 1,5% foram preparadas e
armazenadas 24 horas a 4°C e, em seguida incubadas durante 12 horas a 37°C. Cinco
microlitros da cultura de cada isolado, ativado por dois repiques sucessivos, foram inoculados
no centro de uma placa de Petri contendo agar MRS a 1,5% e incubados por 18 horas em
anaerobiose a 37°C.

Oito linhagens de bactérias patogénicas foram ativadas para os testes: Bacillus cereus
ATCC 11778, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 19433,
Escherichia coli ATCC 25723, Salmonella enterica, sorovariedade Typhimurium, ATCC
14028 e Pseudomonas aeruginosa, ATCC 25853, foram ativadas com indculo de 2% em
caldo Brain Heart Infusion (BHI, Acumedia) e crescidas em aerobiose a 37°C durante 18 horas,
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repetindo-se dois repiques subsequentes. O patdgeno Listeria monocytogenes ATCC 15313 foi
ativado com um indculo de 2% em caldo TSB (caldo soja triptona, Oxoid Co.), suplementado
com extrato de levedura 0,5% (Acumedia) e incubado em aerobiose a 28-30°C durante 18
horas, também repetindo dois repiques. O patdgeno Leptospira interrogans, sorovariedade
Icterohaemorrhagiae foi cultivado em meio EMJH (Ellinghausen— McCullogh-Johnson &
Harris, Difco, BD Biosciences), preparado conforme sugestdo do fabricante e suplementado
com Leptospira Enrichment EMJH (Difco, BD Biosciences). Para 0 meio semissolido foi
acrescido 0,2% de &gar (Bacto Agar, Difco), tornando o meio adequado para a manutencao de
culturas (Ellinghausen & Painter, 1976). Um indculo de 0,5 ml do anel de crescimento (zona
de Ringer) formado na superficie do meio foi transferido para 0 mesmo meio sem o &gar e
incubado a 28-30°C por trés a cinco dias, tempo suficiente para o crescimento dessa bactéria,

observado pela turvacao delicada e clara do meio.

Os patogenos ativados em caldo BHI foram inoculados a 0,5% em BHI semi-sélido
(0,75% de agar bacterioldgico) e vertidos sobre as placas contendo culturas dos lactobacilos,
crescidos e mortos com vapor de cloroférmio (2 ml em papel filtro), formando uma sobre
camada e incubados em aerobiose a 37°C por 24 horas. Para Listeria monocytogenes e
Leptospira interrogans sorovariedade Icterohaemorrhagiae foram utilizados o meio TSB
semissdlido (0,75% de agar bacterioldgico), no qual foram feitos inéculos a 0,5% e meio
EMJH semissolido com in6culo a 10% e vertidos nas placas, formando as sobre camadas. As
placas contendo os seis patdgenos inoculados no meio BHI foram incubadas a 37°C durante
24 horas em aerobiose, as demais placas contendo Listeria e Leptospira foram incubadas a
28-30°C durante 24 horas para Listeria e 3 dias para Leptospira, ambas em aerobiose. A
atividade antagonista foi avaliada pela medida dos halos de inibicdo formados, usando-se um
paquimetro (DIGIMESS/100.176BL). Foram consideradas positivas as amostras que

formaram halos de inibi¢cdo maiores ou iguais a 10 milimetros.

4.1.3.6. Producdo de perdxido de hidrogénio.

Os isolados produtores de perdxido de hidrogénio foram identificados segundo o
método colorimétrico sugerido por Rabe & Hillier (2003). Culturas dos Lactobacillus, em
fase estacionaria foram inoculadas em placas contendo meio TMB-plus (Brucella Agar 43,0g,
Tetrametilbenzidina Dihidroclorito 0,25g, Amido 20,0g, solu¢do de hemina a 0,05% 10,0 ml,
MgS0O, 0,579, MgSO,4.H,0 0,129, solucédo de Peroxidase a 0,1% 10,0 ml e soro de equino, 50 ml

em 1000 ml de &gua destilada) e mantidos 18 horas a 37°C em anaerobiose e posteriormente
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expostas ao ar durante 30 minutos. Os isolados foram categorizados qualitativamente como
produtores de perdxido de hidrogénio quando o indculo adquiria tons azulados devido a
atividade oxidante. A intensidade da coloracédo foi definida como + + + para azuis intensos, +

+ para azul, + para coloracéo azul fraca ou somente nas bordas e — sem cor.

4.1.3.7. Teste de resisténcia a antibioticos.

O antibiograma foi realizado pelo método de difusdo de discos com antibidticos. Os
isolados foram mantidos em crescimento em agar MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit,
Estados Unidos) em anaerobiose (85% de N2, 10% de H2 e 5% de CO2) durante 24 horas a
37°C. Em seguida a turbidez das culturas foi ajustada em salina 0,89% de acordo com o tubo
de nimero 0,5 da escala nefelométrica de McFarland, equivalente a 10 unidades formadoras
de col6nia (UFC) por mililitro. As culturas foram espalhadas em placas de Petri contendo agar
MRS com o auxilio de um swab estéril, cobrindo totalmente a superficie do meio. Em
seguida, os discos antimicrobianos contendo ampicilina (30 pg), ceftriaxona (30 ug),
eritromicina (15 pg), oxacillina (1 pg), penicillina G (10 U), amicacina (30ug), ciprofloxacina
(1 ng) e vancomicina (30 pg), foram depositados sobre a superficie das placas e estas
incubadas em anaerobiose durante 48 horas a 37°C. Os halos de inibicdo de crescimento
foram medidos com paquimetro (DIGIMESS/100.176BL) e os isolados foram classificados
para cada um dos antibidticos como sensiveis, moderadamente sensiveis ou resistentes, de
acordo com Charteris et al. (1998); CLSI (2010).

4.1.3.8. Identificagéo das linhagens de L. reuteri por rep-PCR (GTG)s.

A técnica rep-PCR (repetitive extragenic polymorphic-based polymerase chain
reaction) DNA fingerprinting possibilitou identificar linhagens diferentes, de acordo com as
sequéncias poli-trinucleotidicas intercaladas (GTG), existentes entre os Lactobacillus reuteri,
isolados de fezes de caes. O iniciador usado foi: (GTG)S (5'-GTG GTG GTG GTG GTG-3°)
tal como descrito por Versalovic et al. (1995).

As condig¢bes da PCR foram as seguintes: 100 ng de DNA gendmico da bactéria, 200
UM de dNTP, 1,5 mM de MgCl2, 200 pmol do oligonucleotideo, 0,125 U/ul de Tag DNA
polimerase (Promega), 0,001% de gelatina e tampdo de reacdo (pH 8,5). Os ciclos da
amplificagdo foram efetuados da seguinte forma: 1 ciclo de 94°C/5 minutos, 30 ciclos
subsequentes de 94°C/1 min, 52°C /1 min e 72°C/3 min e finalmente 1 ciclo de 72°C/10
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minutos no termociclador Verity thermal Cycler. Para a visualizagdo dos padrdes de bandas
das diferentes regides amplificadas no genoma, os produtos da PCR foram visualizados em

gel de poliacrilamida (8%), corado com nitrato de prata.

4.1.4. Avaliacdo da resposta inflamatéria de hamsters, induzida por lactobacilos com
propriedades probioticas.

Duas das espécies de Lactobacillus isoladas (L. paraplantarum, isolado de numero 15 e
L. reuteri, isolado de numero dois) que apresentaram bons resultados nos testes para
caracterizagdo funcional foram submetidas a andlises in vivo, para verificar sua capacidade de
induzir respostas inflamatorias. O modelo animal selecionado foi o hamster da espécie

Mesocricetus auratus.

4.1.4.1. Obtencdo, manutencdo, formacdo dos grupos experimentais e tratamento dos
animais utilizados nos experimentos.

A manutencdo e 0 uso dos animais nos experimentos foram conduzidos de acordo com
os protocolos propostos pelo “Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal” (COBEA,
2006), aprovado pelo Comité de Etica para Experimentacdo Animal da Universidade Federal
de Minas Gerais (CETEA/UFMG), com a referéncia 203/2009 em 09/12/2009.

Em todos os experimentos in vivo os resultados foram analisados por testes estatisticos e
foram consideradas diferencas significativas os valores menores que 5% (p<0,05), tendo sido

obtidas as médias, o desvio-padrao e coeficiente de variacdo de cada conjunto de dados.

Os animais definidos para a pesquisa foram fémeas de hamsters, da espécie
Mesocricetus auratus (Golden Syrian Hamsters) com idade entre 30 e 40 dias, obtidos no
biotério do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG. A definigdo por esse animal foi
baseada, principalmente, na sua reconhecida sensibilidade a leptospirose e devido a
inexisténcia de pesquisas avaliando o efeito dos lactobacilos na resposta imunoldgica da

mucosa de hamsters.

Foram realizados trés experimentos, em datas diferentes e cada um teve duragdo de
nove dias. Para isso foram organizados trés grupos experimentais, constituidos por cinco
fémeas cada. Em seu grupo cada animal foi identificado de acordo com a cor da pelagem (ex.:

todo cinza, todo marrom, malhado de marrom e branco, todo branco e apenas a cabega branca). O
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grupo experimental um (G1) foi destinado ao controle negativo e os animais foram inoculados
diariamente, por gavagem intragéstrica, com 0,1 ml de solugdo salina; os grupos G2 e G3
receberam diariamente, pela mesma via, 0,1 ml de uma suspenséo contendo 10° UFC/ml de L.
reuteri e L. paraplantarum, em solucéo salina a 0,85%, respectivamente. Nas gavagens foram

utilizadas agulhas apropriadas ao tamanho do animal e adaptadas para seringas descartaveis.

4.1.4.2. Efeito da administracdo dos probioticos sobre o peso dos hamsters.

Para avaliar o efeito da administracdo de probidticos sobre o peso dos hamsters, em
funcdo da administracdo dos lactobacilos, todos os animais foram pesados antes da primeira
inoculacdo e a cada dois dias, inclusive antes da eutandsia, totalizando cinco pesagens. O
resultado das pesagens foi analisado estatisticamente pelos testes de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste de Tukey para verificar se ocorreu variacdo significativa em
relagcdo ao grupo controle.

4.1.4.3. Eutanasia e coleta dos tecidos e fezes dos animais para 0s testes ex-vivo e

imunomodulatério.

No nono dia procedeu-se a eutanasia e a coleta dos tecidos e fezes. Os animais foram
anestesiados com Quetamina (200 mg/Kg de peso) e Xilasina (4,0 mg/Kg) e posteriormente,
foi feito o deslocamento cervical. Os corpos dos animais foram submetidos a laparotomia, em
condicdes assépticas, para coleta de duas por¢des do baco (1,0 cm), linfonodos (no minimo
quatro) e a remocao do intestino delgado, pelo corte nas juncGes gastroduodenal e retirada do
fluido intestinal ileocecal, foram coletadas duas porcdes (1,0 cm) das por¢des anterior, média
e distal. Os tecidos foram armazenados a -20°C em 0,2 ml de estabilizador RNA later
(Ambion) e congelados a -20° Celsius para posterior extragcdo do RNA total.

Alguns pellets de fezes, da porcao distal do ceco, foram coletados diretamente para o
centro de placas de Petri contendo agar MRS e papel filtro sob a tampa e mantidas em
incubacdo a 4°C por 48 horas, para o teste de presenca de substancias antagonicas contra
patdgenos.

4.1.4.4. Teste de producdo de substancias antagdnicas contra patdgenos (ex-vivo)

Esse teste foi executado pelo método de difusdo em sobre camada de agar, segundo
indicacdo de Martins et al. (2010). Sete linhagens de referéncia de patdgenos, obtidos do
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Laboratério de Ecologia e Fisiologia de Microrganismos (LEFM) do ICB/UFMG:
Enterococcus faecalis ATCC 19433; Listeria monocytogenes ATCC 15313; Staphylococcus
aureus ATCC 29213; Escherichia coli ATCC 25723; Salmonella enterica sorovariedade
Typhimurium ATCC 14028; Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853 e Bacillus cereus ATCC
11778, foram ativadas por dois repiques consecutivos em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
com indculo de 2 % e incubadas em aerobiose a 37°C por 24 horas.

Apbs incubacdo das fezes por 48 horas, aplicou-se, em ambiente estéril, 1,0 ml de
cloroférmio no papel filtro da tampa da placa, mantendo-a na posic¢do invertida por 30
minutos, para que 0 vapor promovesse a morte das células bacterianas crescidas. Entdo as
placas ficaram semi-abertas por 40 minutos para evaporacdo total do cloroférmio. A seguir
verteu-se sobre cada placa uma sobre camada 3,5 ml do meio de cultivo BHI semi-solido
(contendo 0,75% de agar bacteriologico) em temperatura até 45°C a qual foi inoculado 0,5%
da cultura de cada patégeno. Cada patdgeno foi aplicado em duplicata. As placas foram
incubadas em aerobiose a 37°C por 24 horas e foi medido o raio do halo de inibi¢do formado.

Com os dados obtidos de duas experimentacdes foram realizadas analises estatisticas no
software BioEstat 5.0. Foram realizados também testes de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov para esses dados. As andlises das variancias das médias, entre 0s grupos, foram
avaliadas pelo teste de Tukey, sendo considerados estatisticamente significativos valores de

significancia maiores que 95% (p<0,05).

4.1.5. Determinacdo da expressao de RNAm de citocinas, nos tecidos dos hamsters

inoculados por via oral, com lactobacilos.

4.1.5.1. Extracdo do RNA total dos tecidos coletados nos experimentos com hamsters

submetidos aos tratamentos com L. paraplantarum (15) e L. reuteri (2).

A extragcdo do RNA, nas células de bago, linfonodos e intestino, coletados dos hamsters
foi feita com Trizol (Sigma-Aldrich), que consiste em uma solu¢cdo monofésica de fenol e
guanidina isotiocianato. Durante a extracéo, o Trizol rompe as células mantendo a integridade
do RNA. O acréscimo do cloroférmio separa a solucdo em fase aquosa e organica, sendo que
0 RNA permanece na fase aquosa. Por fim, o RNA presente na fase aquosa pode ser
precipitado com isopropanol (Sigma-Aldrich). Para obter o RNA em bom grau de pureza e
integridade usou-se solugdes protetoras de degradagé@o por nucleases (RNAase), tais como o
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RNA later e 4gua miliQ, preparada com dietilpirocarbonato (DEPC). A extracgao foi realizada
em ambiente asseptico e foram usadas toucas, méascaras e luvas livres de talco. As bancadas e
fluxo laminar higienizados com etanol a 70%, preparado com agua DEPC e todo material

utilizado estava estéril.

A trituracdo dos tecidos foi obtida mecanicamente usando um triturador elétrico, apos
serem lavados para retirada dos residuos de RNA later e terem permanecido por 10 a 15
minutos imersos em Trizol. Com a adi¢do de cloroférmio ocorreu a separacdo em fases,
retirando-se a fase liquida transparente, contendo 0 RNA. O produto foi precipitado com
isopropanol gelado e, posteriormente, lavado com etanol (Merck), a 70%, em agua DEPC. O
pellet de RNA foi suspenso com 50 a 100 ul de agua DEPC, apds a secagem do etanol
residual e quantificado por espectrometria no equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Cientific
Inc., Bremen, Germany). Foi anotada a relacdo de absorbancia em 260/280 nandmetros (nm) e

260/230 nm, que indicam o grau de pureza. O RNA foi armazenado a -20°C.

4.1.5.2. Produgdo de cDNA a partir do RNA extraido dos tecidos dos hamsters

Tubos contendo amostras de RNA que apresentaram quantificacdo acima de 200
ng/ul e relacdo de A260/A280 entre 1,7 e 2,1 foram retirados do freezer para confecgdo do
DNA complementar. Foi calculado o volume necessario para obtencdo de 50 pl, em
concentracdo de 200ng/ul e procedeu-se a diluicdo e 0 RNA foi tratado com a enzima Turbo
DNAase | da Applied Biosystem, de acordo com a recomendacéo do fabricante, objetivando-
se eliminar algum DNA residual. Em seguida, foi efetuada nova diluicdo do RNA,
adicionando-se 50 pl de dgua DEPC, resultando 100 ul do produto, contendo 100 ng/ ul de
RNA (Quadro 1).

Quadro 1: Volume dos reagentes usados no tratamento com a Turbo DNAse |

Tratamento com Turbo DNAse | -AB

Amostras 1x 100x
RNA 50 ul a 200ng/ul
Tampdo 10x Sul 500
Enzima lul 100
30'a 37 graus

Depois 2 pl EDTA 375mM e 752C/10 min
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Todo o RNA tratado foi usado para a reacdo de transcri¢do reversa (RT-PCR Reverse
transcription polymerase chain reaction) para producdo de cDNA com o kit High Capacity
(Life Techonologie, Grand Island, NY, USA), seguindo as recomendagdes do fabricante. Foi
utilizado 1,0 micrograma (ug) de RNA para cada reagdo de RT-PCR. O RNA total e 0 cDNA

foram armazenados a -20°C (Quadro 2).

Quadro 2: Mistura de reagentes utilizados para confeccdo do cDNA

Mix Reacdo de RT-PCR (High Capacity)
1X 100X
Tampdo RT 10x 2 200
dNTPS 0,8 80
Random primers 2 200
Multi Scribe 1 100
DDW 4,2 420
RNA (100ng/uL) 10

4.1.6. Padronizacao das reacdes de RT-gPCR com iniciadores para citocinas de hamsters.

A padronizacédo das condi¢des da RT-gPCR bem como a concentragdo dos iniciadores,
eficiéncia das reagdes, curva de dissociacdo e temperatura de anelamento (60°C) foram

realizadas de acordo com o sugerido por Steinberg (2012).

Para os ensaios de amplificacdo dos iniciadores, confeccionados para citocinas e genes
normalizadores de hamsters, a padronizacdo foi realizada com o cDNA obtido a partir do
RNA extraido dos tecidos dos animais do grupo controle. Os parametros utilizados foram
concentracdo dos iniciadores, temperatura de anelamento, diluicdo das amostras de cDNA.
Em cada placa, preparada com triplicatas das varidveis e submetidas a PCR em tempo real
foram inseridos os iniciadores para os genes normalizadores (HPRT, B-Actina e ¥-Actina). Os
iniciadores foram confeccionados por Sigma-Aldrich do Brasil a partir do trabalho de Vernel-

Pauillac & Merien, (2006) A e Espitia et al. (2010) B conforme descritos na Tabela 1.
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As reacoes de RT-gPCR foram efetuadas na plataforma ABI 7900 HT REAL TIME
PCR (Life Techonologies, Grand Island, NY, USA), pertencente ao Departamento de
Biologia Geral-ICB/UFMG, com o Kit SYBR Green PCR Master Mix 2x (Life
Technologies), em placas dpticas de 96 pocos, com selante adesivo dptico (MicroAmp,

Applied Biosystems).

Para eliminar efeitos de contaminacdo com DNA genémico, devido ao método de
extracao utilizado, foi realizado tratamento das amostras de RNA total com Turbo DNAse |
(Life Technologis). O tratamento seguiu-se as recomendacdes do fabricante e o resultado foi
comparado por meio de reagdes de gPCR usando-se como material de amplificagdo RNA total
tratado e néo tratado com a enzima Turbo DNAse I.

Tabela 1: Sequéncias de primers usados para quantificar a expressao relativa dos genes
de citocinas em hamsters

mgg; (AFOs021) ﬁé?gggﬁg%gﬁgﬁ’\ IL4-F ACAGAAAAAGGGACACCATGCA
IL4-R GAAGCCCTGCAGATGAGGTCT

IFNy-F (AF034482 GACAACCAGGCCATCC

IFN:JQ( ) CAAAACAGCACCGACT IL10-F A (AF046210) | TGGACAACATACTACTCACTG
IL10-R A GATGTCAAATTCATTCATGGC

TGFB-F (AF046214 ACGGAGAAGAACTGCT

TSFE_R( 046214) ACGTAGTACAGGATGGG IL10-F B GGTTGCCAAACCTTATCAGAAATG
IL10-R B TTCACCTGTTCCACAGCCTTG

in- TCTACAACGAGCTGCG

ﬁZEEEE WITROSE)| casTrcocTeToaae IL-12p40-F AATGCGAGBCAGCAAATTACTC
IL-12p40-R TGCTCTTGACGTTGAACTTCAAG

HPRT-F (AF047041) TGCGATGTCATGGTAGAG

HPRT-R ATCAAGACATTCTTTCCAGT IL13-F ARATGGCCCCTTCTGTCC
IL13-R AATATCCTCTGGGTCTTGTAGATGG

Yactin-F B (FJ664149) | CAGAGAGAAGATGACGCAGATAATG

Yactin-R B GCCTGAATGGCCACGTACA IL21-F GGACAGTGGCCCATAAAACAAG
IL21-R TTCAACACTGTCTATAAGATGACGAAGTC

IL-2-F CACCCACTTCAAGCTCT
FOXP3-F (FJ664148 GGTCTTCGAGGAGCCAGAAGA

A = iniciadores descritos por Vernel-Pauillac & Merien, (2006); B = iniciadores descritos por Espitia et al.
(2010).

As curvas de dissociacdo foram obtidas a partir de diluicdes seriadas do cDNA (50 ng; 5

ng; 0,5 ng, 0,05 ng e 0,005 ng), para todos os genes de citocinas e de referéncia.

Os pardmetros de avaliagdo da qualidade das reacbes foram: a eficiéncia de
amplificacdo e o perfil da curva de dissociacdo. A eficiéncia (E) das reacOes foi calculada
atraveés da inclinacdo da curva de diluicdo (slope), quantidade do cDNA versus Cq (ciclo de

quantificacdo ou Ct), por meio da equacao 1:

Equagiio 1:  E 4= [(10) 5¢ -1] x 100
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Os padrdes foram estabelecidos para cada um dos genes amplificados, que apresentaram
eficiéncia entre 90-100% e com apenas um pico nas curvas de dissociacéo.

Em todas as reacdes de amplificacdo foram usados programas de ciclagem universal
contendo um passo inicial de 50° C/2min; 95° C/10min seguido por 40 ciclos, contendo um
passo de 95° C/ 15s e outro, de 60° C/Iminuto. A curva de dissociagéo foi obtida por meio de
etapas de aquecimento, resfriamento e aquecimento, sucessivas (95° C/15s, 60° C/15s e 95° C/
15s), apos a reacdo de amplificacdo. Para as reacdes foram utilizadas placas MicroAmp®
Optical 96-Well Reaction Plate, fechadas com selante MicroAmp® Optical Adhesive Film
(Life Techonologis).

4.1.7. Quantificacdo relativa da expressao de citocinas no baco, linfonodos e porg¢des inicial,
medial e distal do intestino delgado usando RT-qPCR.

A normalizacdo foi fundamentada nos resultados dos niveis de expressao dos trés genes
reguladores HPRT (Hipoxanthine Guanine Phosphoribosyl Transferase), Actp (B-Actina) e
Acta (alfa-Actina), para obtencdo de variagOes corretas, em termos de quantidade e qualidade.
A concentracdo desconhecida de uma amostra foi calculada pela comparagdo do seu ponto de
cruzamento (Cp), com o correspondente na curva padrao. O nimero de ciclos no Cp (eixo Y)
foi representado graficamente em fungé@o do log da quantidade do molde inicial dos padrdes
(eixo X).

Como calibradores, usaram-se os dados de expressdo do grupo controle (salina), dos
experimentos. Os resultados foram expressos graficamente usando-se a média e desvio-padrdo
dos valores do nivel relativo de RNAm de cada citocina, normalizado pelo fator de
normalizacdo, este Ultimo, obtido da média geométrica das quantidades relativas de RNAm de

HPRT, ActB e Acty, para cada grupo experimental.

Apos a amplificacdo, foram realizadas as analises para obtencdo da quantificacéo
relativa, que resulta da relagcdo entre 0 gene da citocina em estudo e 0 gene de referéncia,

ambos comparados com os resultados obtidos a partir de uma amostra calibradora.

A quantificacéo relativa da expresséo das citocinas de interesse foi realizada mediante
amplificagdo por RT-gPCR do cDNA obtido das amostras de RNA total extraido dos tecidos
baco, linfonodos e das porcdes inicial, medial e distal do intestino delgado, juntas, que foram
coletados nos hamsters durante o experimento. As reacdes foram realizadas a partir de
iniciadores, codificados pelos genes das interleucinas IL2, IL4, IL10, 1L12p40, 1L13, IL21,
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fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-¥), fator de transformagdo do
crescimento beta (TGF-p) e fator de regulagdo de transcri¢do de células T (FOXP3).

Para obtencdo dos dados de nivel relativo de expressao (NRE), foi empregado o método
derivado do RQ (relative quantification) = 2AAcq (Livak & Schmittgen, 2001), descrito por
Hellemans et al. (2007) usando a equagao 2:

4.1.7.1. Andlise estatistica dos dados obtidos na quantificacao.

Os gréficos e andlises estatisticas dos dados foram produzidos com o software
GraphPad Prism® 4 (GraphPad Software Inc.). Os valores obtidos foram analisados pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov com a finalidade de verificar a normalidade das distribuicdes. As
amostras paramétricas foram submetidas as analises de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey. Para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste de

Kruskal-Wallis e o pés-teste Student-Newman-Keuls (SNK). O programa utilizado foi o

it ACq, (Cq, calibrador — Cq, amostra teste)
NREx = [E Equagéo 2

n /2 ACG,t(Cq.es Calibrador — Cq.. amostra teste;
\/ M [Erel Grer (CQret et )

BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007). Em todos os testes foram considerados como diferencas
estatisticas os valores com nivel de significancia menor que 5% (p<0,05), sendo obtidas as
médias, desvios-padrdo e coeficientes de variacdo para cada conjunto de dados. Diferencas,
estatisticamente significativas, entre 0s grupos experimentais foram identificadas nos graficos
com letras diferentes, localizadas acima da barra de desvio-padrdo. Auséncias de letras sobre
as barras ou presenca de letras iguais sinalizam inexisténcia de diferengas estatisticamente

significativas (p>0,05).
4.2. OBTENCAO DOS PATOGENOS E SEUS ANTIGENOS RECOMBINANTES
4.2.1. Origem das linhagens de Leptospira
Leptospira interrogans, sorovariedade Canicola, linhagem Hond Utrech V, L.

interrogans, sorovariedade Icterohaemorrhagiae (RGA) e L. kirschneri sorovariedade

Grippotyphosa (Moskva IV), originarias do “Pan American Institute for Food Protection and
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Zoonosis” (INPPAZ) foram gentilmente fornecidas pelo Prof. Dr. Elvio Carlos Moreira®. As
linhagens foram cultivadas e mantidas em meio especifico para leptospiras: EMJH
(Ellinghausen/MacCullog/Johnson & Harris), adicionado de 10% do suplemento de

enriquecimento (DIFCO) acrescido de 0,2% de agar.

4.2.2. Cultivo e extracdo do DNA gendmico das leptospiras

Para extracdo do DNA, as linhagens foram repicadas para 10 ml do meio EMJH liquido
e incubadas a 28°C por cerca de seis dias. A cultura de cada sorovariedade de leptospira foi
transferida para tubo tipo Falcon de 15 ml e centrifugada por 30 min em velocidade de 1.811
g. O sobrenadante foi desprezado, o pellet suspenso com 1 ml de PBS e novamente
centrifugado. A suspensdo foi novamente lavada com 1 ml de solucdo salina tamponada
(PBS) e transferida para tubos tipo Eppendorf de 2 ml e centrifugados por 5 min a 22.000 x g.
O sobrenadante foi desprezado e a cada tubo adicionou-se 1 ml de solugéo de lisozima (10
mg/ml em (TE) Tris 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8.0), incubou-se por 1:30 h a 37°C, e
centrifugou-se por 2 min a 14.000 rpm, desprezando o sobrenadante. Foi feita a extracdo do
DNA usando o kit Wizard Genomic DNA Purification System (PROMEGA) obtendo-se, ao
final, 100 pl do produto, que foi quantificado por nanodrop, analisado apds eletroforese em

gel de agarose e estocado a -20°C.

4.2.3. Construcdo dos iniciadores, amplificacdo dos genes lipL32, loa22, preparo do
vetor e do inserto para ligagao

O vetor escolhido para a transformagdo e expressdo das proteinas foi o pTrcHis-
TOPO® (Invitrogen-Life Technologies). A anélise do mapa desse vetor, indicou que possuli
sitios de restricdo para as enzimas BamHI e Hindlll na regido de ligagdo dos insertos. Esses
dados serviram de base a construcéo dos iniciadores para amplificagéo dos 819 pb de lipL32 e
0s 500 pb de loa22. Entretanto, a analise in silico das sequéncias desses genes mostrou a
existéncia de um sitio de corte para enzima BamHI. Decidiu-se, entdo, substituir a sequéncia
de reconhecimento de BamHI, no iniciador senso, pela da endonuclease Bglll que é coesiva a
da BamHI. O sitio para Hindlll foi colocado no iniciador antisenso. Os iniciadores foram

sintetizados pelo laboratério Sigma-Aldrich. Para amplificar o gene lipL32 os iniciadores foram

! Departamento de Medicina Preventiva da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais.
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confeccionados a partir de sequéncias obtidas nos bancos de dados, acrescidas de sitios de
restricdo de enzimas. Para amplificar a lipoproteina LipL32 os iniciadores foram:

senso  lipL32-Bgl2 5 AGATCTATGTGGTGCTTCGGTG 3’

antisenso lipL32-Hind3 5> AAGCTTTTACTTAGTCGCGTCAGAAGCAG 3’.
Para a proteina OmpA-like, Loa22, os iniciadores foram construidos a partir de sequéncias
publicadas por Yan, J. et al. (2010):

Senso Bgl2-10a22 5° AGATCTACTGATTCTGCTCGGTGCAAT 3’

antisenso Hind3-loa22 5> AAGCTTTTATTGTTGTGGTGCGGAAG 3’.

O DNA das trés sorovariedades de Leptospira foi amplificado por PCR com esses
iniciadores. As condigOes de amplificagdo do gene lipL32 foram: 2 min a 95°C, seguidos de
35 ciclos 94°C/30s, 69°C/30s e 72°C/2 min e extensdo a 72°C por 10 min. Para o gene loa22 a
temperatura de anelamento foi padronizada em 63°C por 30 segundos. Os produtos
amplificados foram visualizados em gel para certificar o tamanho das bandas obtidas, entdo os
mesmos foram purificados com o kit “PCR Purification da INVITROGEN” ¢ a concentragido
dos amplicons estimada por espectrofotometria no Nanodrop. Os amplicons foram preparados
e enviados para sequenciamento no Nucleo de Genoma e Expressao Génica (NAGE) do ICB-
UFMG.

As sequéncias da proteina LipL32 obtidas, foram alinhadas e comparadas entre si e in
silico com sequéncias do gene lipL32 existentes no GenBank. Para 0 gene loa22 a
comparacao foi obtida com dados dos trabalhos de Koizume e Watanabe (2003); Ristow et al.
(2007). O alinhamento foi feito com o software Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA) Version 4.0.

4.2.4. Preparacdo dos amplicons ligados ao vetor pCR4-TOPO

Os produto da amplificacdo de lipL32 e loa22 das trés sorovariedades de L. interrogans
(Canicola, Icterohaemorrhagiae e Grippotyphosa) foram misturados ao vetor pRC4-TOPO®-
INVITROGEN na proporgdo de 15 ng do vetor e 64 ng do produto de PCR de cada
sorovariedade e incubados em temperatura ambiente por 5 minutos (segundo informagdes do
fabricante). Em seguida, transformado e clonado em E. coli DH5a. Tubos contendo as células
de E. coli DH5a quimiocompetentes foram retirados do ultrafreezer para um banho de gelo.
Trés microlitros de cada mistura vetor/inserto foram transferidos para cada tubo, contendo 100
pl da cultura da bactéria, homogeneizados delicadamente e incubados por 30 minutos no banho
de gelo. Apos esse tempo, as bactérias foram submetidas a um choque térmico por 40 segundos
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a 42°C e resfriadas rapidamente em gelo por mais 2 minutos. Adicionaram-se entéo 400 pl do
meio 2xYT liquido, a cada tubo, que foi incubado, por 60 min, em posicdo horizontal e sob
agitacdo (150 rpm), em estufa a 37°C. Em seguida, aliquotas de 100 pl e 200 pul de cada tubo
foram aplicadas em placas de Petri sobre o &gar 2xYT, adicionado de ampicilina (Amp), na
concentracdo final de 50 pg/ ml e espalhadas com alga de Drigalsky até a sua completa
adsorcéo ao meio. As placas foram invertidas e incubadas a 37°C overnight em estufa comum.
A ligacéo dos insertos aos vetores foi testada por PCR de colonias. Algumas das coldnias,
positivas para os insertos, foram selecionadas, transferidas para cultivo isolado em caldo
2xYT + amp. Parte dessas culturas foi distribuida em aliquotas de 1 ml, adicionadas de 30%
de glicerol e armazenadas em freezer a -80°C. O restante foi submetido & mini-prep com o kit
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems (Promega.Co). Os vetores ligados
foram submetidos a duas restricbes pelas endonucleases (Hindlll e Bglll) respectivamente,
para liberacdo dos amplicons com as extremidades coesivas aos sitios de ligacdo no vetor de
expressao.

4.2.5. Preparacdo do vetor de expressao pTrcHis-TOPO® para ligacéo dos insertos

Alguns clones em pTrcHis-TOPO, que estavam armazenados em ultrafreezer foram
repicados para caldo 2xYT, contendo ampicilina e incubados a 37°C por 24 horas. Essa
cultura foi submetida a miniprep, para separacdo dos vetores com insertos. Esses vetores
foram entdo, submetidos a restricdo pela enzima Hindlll e, posteriormente, por BamHI para
retirada do antigo inserto e exposi¢do dos sitios de ligacdo das enzimas. A fracdo de 3,9
quilobases (Kb), correspondente ao vetor, foi purificada do gel de agarose com o Kit Wizard
SV Gel and PCR Clean-up System (Promega Co.). A concentracdo do produto foi medida por

nanodrop e usada para calculo do volume de ligacdo com os insertos de lipL32 e loa22.

4.2.6. Ligagdo do amplicon de LipL32 ao vetor de expresséo pTrcHis-TOPO® e
transformacé&o na bactéria E. coli Top10

Partindo de uma cultura da bactéria E. coli Top 10, adquirida com um Kit de vetor
(INVITROGEN) foram preparados, seguindo protocolo fornecido por Maniatis et al. (1989),

varios tubos da cultura, quimicamente competentes, por cloreto de célcio.

Para ligacdo dos amplicons de LipL32 ao vetor pTrcHis-TOPO® previamente preparado,
foi calculado o volume para a reacao vetor/inserto, com base na concentragdo de cada produto

em nanodrop (relacdo 1/4). Desse modo, foram usados (40ng do vetor, 40ng do inserto
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purificado, 1 pul de T4 DNA ligase e 1 pl do tampédo da T4 DNA ligase 10x- Invitrogen),

misturados delicadamente e incubados a 4° C overnight.

As transformacdes foram feitas nas culturas de E. coli ToplO, quimicamente
competentes, recém-preparadas. Usou-se 0 mesmo protocolo da clonagem dos insertos em E.
coli DH5a (item 1.4.2.4). Confirmou-se a presenca dos insertos por miniprep e armazenaram-

se em ultrafreezer, aliquotas das culturas positivas para 0s insertos.

4.2.7. Padronizacdo do tempo de maxima expressdo da proteina recombinante

Em tubos contendo 5 ml do meio 2xYT, liquido, contendo ampicilina foram feitos pre-
inéculos de 500 pl das culturas de clones, de cada sorovariedade (pTrcHis-LipL32),
previamente reativadas e incubou-se overnight, sob agitagdo de60 x g. Essas culturas foram
transferidas para Erlenmeyers, com capacidade para 125 ml, contendo 25 ml do caldo 2xYT+
amp. As culturas foram incubadas a 37°C, sob agitacdo de 60 x g e sendo feita a contagem
Optica do nimero de células até que alcangou a densidade éptica em 600 nm (ODggp) igual a £
0,6. Nesse tempo, foi retirada uma amostra de 1,5 ml para um tubo, identificado como cultura
no tempo zero (T=0). Esse tubo foi centrifugado a 4°C por 2 min. O sobrenadante descartado
e o pellet armazenado em freezer a -20°C. Ao restante da cultura, adicionou-se o indutor de
expressdo Isopropil B-D-tiogalactosideo (IPTG) na concentragdo final de 0,6 nmol. As
culturas foram novamente incubadas, nas mesmas condicdes, sendo feitas medidas da ODggg
apo6s 1 h, 3 h, 4h:30 e 5h:30 até ndo apresentarem alteracdo na densidade da cultura. Apos
cada medida, coletaram-se amostras, calculando-se o volume da coleta em relacdo a
densidade dptica medida, de modo a armazenar sempre 0 mesmo nimero de células. Os tubos
foram centrifugados por 2 minutos, em temperatura de 4°C, seus sobrenadantes foram

desprezados e os pellets congelados a -20°C.

Os pellets de quatro coletas, antes e apds a inducéo da expressao de LipL32, de cada uma
das trés sorovariedades clonadas, foram preparados para visualizacdo em gel SDS-PAGE com
seguinte protocolo: cada pellet foi suspenso com 37,5 pl de agua MilliQ estéril e adicionado de
12,5 ul de tampéo para proteina, TA 4x (50 mM Tris-HCI; pH 6.8; 2% SDS; 10% glicerol; 1%
B-mercaptoetanol; 12.5 mM EDTA; 0.02 % Azul de Bromofenol). Os tubos foram fervidos por
10 minutos em banho-maria e centrifugados por 1 min a22.000 x g. O sobrenadante foi aplicado
em gel SDS-PAGE junto com um marcador de tamanho molecular para proteinas (Prestained

Protein da FERMENTAS). A preparacdo do gel seguiu os protocolos de Maniatis et al. (1989)
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e foi feito em cubas BioRad. A eletroforese correu a 150 V por 60 minutos. Para revelagédo
das bandas, o gel foi corado por Azul de Comassie a 0,1%.

4.2.8. Expressao da proteina LipL32

Anotado o melhor tempo de expressdo de LipL32, ap6s a inducdo, repetiu-se o
procedimento, desta vez em erlenmeyers para volume até 1000 ml, contendo 250 ml do caldo
2xYT com ampicilina. Inocularam-se 4,0 ml de pré-culturas overnight. Apos
aproximadamente 3 horas de incubagdo a ODggo estava em 0,59 (o ideal sugerido € até 0,60)
retirou-se, entdo duas aliquotas de 1,5 ml de cada cultura (T= 0), as culturas restantes
adicionou-se 0,6 nm de IPTG e as culturas permaneceram incubadas por mais 4h:30, que foi o
tempo de maior expressdo observada, no teste anterior. Mediu-se a ODgy de cada cultura,
coletando duas amostras de cada uma, conforme ja descrito para padronizagdo e o restante das
culturas foi distribuido em tubos tipo Falcon para 50 ml. Todos os tubos foram centrifugados
em 2.465 g por 20 min em temperatura de 4,0° C, seus sobrenadantes desprezados e os pellets
congelados a -20°C. Tal como anteriormente, aliquotas do material no T= 0 e T= 4h:30 foram
preparadas e aplicadas em gel SDS-PAGE, corado por Azul de Comassie, para serem
visualizadas, confirmando a expressdo da proteina LipL32 de 32 kDa.

4.2.8.1 Verificacdo da forma de expressao da proteina LipL32

Antes da purificacdo, foi necessario verificar se a proteina induzida € expressa na forma
soltvel ou forma corpos de inclusdo. Para isso, os tubos contendo os pellets das culturas no T=
0 e T=4h:30 que estavam armazenados, foram suspensos com 1 ml de PBS, adicionados de 50
pl de solugdo de lisozima a 10mg/ml e incubados por 30 minutos a 4°C. A seguir, foram
submetidos, por quatro vezes a choques térmicos, em nitrogénio liquido por 10 segundos
seguido de banho-maria a 37°C por mais 10 segundos. Entdo o material foi centrifugado por 2
min em 22.000 x g e a fase soluvel que estava no sobrenadante, foi transferida para outro tubo.
O pellet restante, contendo a fase sélida ou porgdo insoltvel da proteina foi suspenso com 1 ml
de PBS. Nessa etapa restavam quatro tubos da proteina LipL32 de cada sorovariedade. Dois
representando o T= 0 e T= 4h:30 da fase sollvel e 2 representando 0 T= 0 e T= 4h:30 da fase

insoltvel. Retiraram-se 60 pl de cada tubo, para novos tubos, aos quais, adicionaram-se 20 pl
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do TA 4x. Os tubos foram homogeneizados e fervidos em banho-maria por 10 minutos,
centrifugados por 1 min a 22.000 x g e 10 ul de cada sobrenadante foi aplicado em gel SDS-
PAGE, usando um marcador de proteinas como indicador. A parte mais solida do gel SDS-
PAGE foi preparada com 15% de acrilamida, recomendado devido ao pequeno peso

molecular da proteina (32 KDa).

4.2.8.2. Purificacdo da proteina LipL32 por cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC)

A primeira purificacdo da proteina LipL32 de Leptospira por cromatografia liquida de
alta pressdo (HPLC) foi realizada no Nucleo de Analise do Genoma (NAGE-ICB), usando o
cromatografo AKTAPIus da (GE HEALTHCARE), com suporte do técnico responsavel pelo
uso do aparelho. Apds analisar os protocolos existentes e testados para essa etapa, decidiu-se
tratar, inicialmente, o produto obtido da LipL32 como soltvel. O sal escolhido para os
tampdes foi 0 Imidazol, usado no tampé&o de ligacéo e de eluicdo, variando a concentracdo. A
amostra foi preparada de acordo com o protocolo sugerido por Maniatis et al. (1989):
preparou-se um tampéo base contendo 0,014% de Na2HPO4 e 1,4% de NaCl, diluidos em
agua MilliQ e esterilizado. O tampdo foi dividido em aliquotas de 250 ml (A) e de 100 ml (B).
Ao tampdo A (ligacdo) acrescentaram-se 20 mM de uma solucdo a 3M de imidazol; ao
tampdo B (eluicdo) acrescentaram-se 500 mM da mesma solucdo de imidazol. O pH dos
tampdes foi perfeitamente ajustado para 7.4.

O pellet congelado de um dos tubos Falcon de 50 ml da cultura induzida de cada
sorovariedade, foi suspenso com 5,0 ml do tampédo A, adicionado de 1% da solucdo de
lisozima a 10mg/ml e armazenado a 4°C por 30 minutos. O lisado foi submetido por quatro
vezes a choque térmico em nitrogénio liquido por 10 segundos, seguido de banho-maria a
37°C, para rompimento das células das E. coli. Para minimizar a viscosidade do contetido
citoplasmatico, usaram-se seringas de 5,0 ml, puxando varias vezes, o contetdo dos tubos.
Em seguida, o lisado foi filtrado em Millipore de 0,45 nm. Para as purificacbes seguintes,
substituiu-se o choque térmico por sonicagdo para rompimento das celulas. Foram
programados trés pulsos de 15 s de ultrassom a 30% da amplitude vibratdria do aparelho, com
dois intervalos iguais, mantendo os tubos imersos em gelo todo o tempo. O sonicador
utilizado foi o Fisher Scientific Ultrassonicator- M-500. Em seguida o lisado foi centrifugado

a11.100 x g por 20 minutos e o sobrenadante foi separado para aplicacdo no cromatografo.
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O software PrimeView fornecido com o aparelho oferece a opgdo de purificacdo de
proteinas sintetizadas com cauda de histidina tal como foi expressa a LipL32. Essa sequéncia de
aminoacidos é codificada pelo vetor e adicionada a porcdo N-terminal da proteina, durante a
transcricdo. Nessa purificacdo foram usadas colunas His-Trap™ (GE Healthcare) de capacidade
para 1 ml, contendo sepharose e o metal sulfato de niquel, que tem alta afinidade pelas
histidinas adicionadas a sequéncia da proteina pelo vetor pTRcHis. A técnica de purificacéo foi
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) e seguiu rigorosamente o manual do aparelho

AKTA-PLUS da GE. O protocolo seguiu orientacdo do fornecedor das colunas.

Seguiram-se as etapas de lavagem e preparacdo do AKTA no modo automatico do
programa PrimeView de maneira que o produto final de cada purificagdo foi liberado em
aliquotas de 1,0 ml por tubo. O programa apresenta um cromatograma do processo indicando
as etapas e tubos nos quais ocorre eluicdo da proteina. Esses tubos foram identificados e

armazenados a -20°C para uso futuro.

4.2.8.3. Confirmacao da purificacdo de LipL32 em gel SDS-PAGE.

Os géis SDS-PAGE foram preparados em concentracdo 15% de acrilamida na parte
inferior. De cada tubo contendo a proteina LipL32 eluida, retirou-se 12 ul para outro tubo ao
qual adicionaram-se 4 pl de TA 4x e deixou-se ferver, em banho-maria, por 10 minutos.
Centrifugou-se por 1 min a 22.000 x g e aplicou-se o sobrenadante nos géis e um marcador de
tamanho molecular para proteinas. A eletroforese ocorreu a 150 V durante 55 minutos. Esses
géis foram corados por prata, seguindo um protocolo que sugere a adicdo de uma etapa de

sensibilizacdo do gel apods a fixacao.

4.2.8.4. Preparo de anticorpos policlonais anti-Leptospira, em camundongos BALB/c.

Para confirmar a proteina LipL32 expressa, por massa molecular, foram preparados
anticorpos anti-Leptospira total. Para isso, seis camundongos foram inoculados com trés doses
(de 0,3 ml), em intervalos de 15 dias, de uma bacterina comercial anti-leptospirose, produzida
pelo laboratorio Fort-Dodge. Essa vacina é composta por cinco sorovariedades diferentes de
leptospiras, que incluem (lcterohaemorrhagiae, Canicola e Grippotyphosa), usadas no trabalho.
Dez dias, apés a ultima dose da vacina, os animais foram anestesiados com Xilasina (Dopalen)
e Quetamina Rompun, em volumes calculados de acordo com o peso médio dos animais e foi
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colhido sangue na veia subclavia, para obtencdo do soro. Apds o procedimento os animais
foram eutanasiados com uma dose letal dos anestésicos. Todo o procedimento foi realizado de
acordo com os “Principios Eticos para o uso de Animais de Experimentac¢io”, do Comité de

Etica em Experimentacdo Animal.

4.2.8.5. ldentificacdo da lipoproteina LipL32 de L.interrogans por Western blotting.

A andlise do reconhecimento da proteina LipL32 purificada pelo anti-soro anti-
leptospira foi avaliada por Western blot, seguindo protocolo sugerido por Maniatis et al.
(1989): prepararam-se 10,0 pl de uma cultura de L. interrogans sorovariedade
Icterohaemorrhagiae, adicionando-se 10,0 pl de solucéo de lisozima a 10 mg/ml, deixando-se
a 37°C por 60 minutos. O mesmo procedimento foi feito com igual aliquota da cultura de E.
coli Topl0 recombinante induzida. Retirou-se 10,0 pl da proteina LipL32 resultante da
primeira purificacdo, de um dos tubos da elui¢do, com maior densidade da proteina, de acordo
com o cromatograma obtido no processo e as trés amostras foram tratadas com a adi¢do do
tampé&o de proteinas TA (4x) e todos os tubos fervidos por 10 min, em banho-maria. Os tubos
foram centrifugados a 22.000 x g por 5 min e os sobrenadantes foram aplicados em gel SDS-
PAGE, junto com um marcador de peso molecular de proteinas. Apos a resolucdo no gel, nas
mesmas condi¢des ja descritas, as bandas formadas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose por western blot. A membrana foi imersa em solugdo contendo o anti-soro anti-
Leptospira até a ligacdo as bandas especificas. O produto da ligacdo foi revelado com anti-
soro anti-mouse, contendo peroxidase.

4.2.8.6. Calculo da concentracdo da proteina LipL32, purificada

O célculo da densidade da proteina LipL32 purificada foi realizado com o Kit Total
Protein Micro (Sigma-Aldrich) que é baseado no método de Bradford. Com o kit é fornecida
uma proteina padrédo (BSA) com massa e volume conhecidos. Foi feita uma dilui¢do seriada
em solucgéo salina e foram colocadas quatro pl do padrdo puro, e quatro microlitros de cada
diluicdo nos pogos verticais. Sobre essas aliquotas, adicionaram-se 200 ul do reagente de
Bradford preparado. Nos pocos das fileiras horizontais foram adicionados 10 pl da amostra de
cada tubo contendo a proteina eluida (em ordem numeérica) e acrescentaram-se 40 pl de
solucéo salina e 200 ul do reagente. No 1° pogo aplicou-se 0 padréo branco (40 ul de salina e
200 pl do reagente). Foi feita a leitura em espectrofotdmetro, em absorbancia de 595 nm,
usando o software Maxpro.
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4.2.8.7. Produgdo de anticorpos policlonais anti-LipL32 de L. interrogans,
sorovariedade Icterohaemorrhagiae, em camundongos BALB/c

Para produzir antisoro especifico anti-LipL32, oito camundongos BALB/c foram
inoculados com trés doses de uma solucdo preparada com a proteina LipL32 purificada,
acrescida do adjuvante de Freund. A proteina foi retirada de um dos tubos da elui¢do (se¢édo
4.2.8.2) apds quantificacdo e calculo da concentracdo no volume. Na primeira aplicacao foi
utilizado o Adjuvante Completo de Freund (APC), e cada animal recebeu 200 pl da mistura de
LipL32 (10 pg em 30ul de tampéo, igual quantidade de APC e o volume final completado com
solucdo salina). Essa dose foi inoculada, via intradérmica, 100 pl em dois locais diferentes: no
Pescoco e na pata traseira. Dois camundongos foram usados como controle vacinal, recebendo a
mesma dose, apenas do adjuvante. Apos 15 dias, foram novamente vacinados e desta vez usou-
se 0 Adjuvante Incompleto de Freund (FIA), 10 pg da LipL32 e o volume final foi de 150 pl,
inoculados por via intradérmica, apenas no pescoco. Tal como na primeira dose, 0s animais
controle receberam apenas o adjuvante. Mais uma dose igual a 28, foi inoculada apds outros 15
dias. Dez dias ap0s a Ultima dose, coletou-se sangue dos animais pela via periocular com auxilio
de uma pipeta Pasteur, de vidro, cuja ponta foi mergulhada em solucéo de heparina. Mais uma
vez 0 procedimento seguiu os “Principios Eticos para o uso de Animais de Experimentagio”,
do Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) UFMG. O sangue coletado foi
deixado em repouso por 30 min e centrifugado para obtencdo do soro, que foi congelado

a -20°C para uso posterior.

A verificacdo da ligacdo da proteina expressa ao antissoro foi feita pela técnica western
blot. Resolveu-se em gel SDS-PAGE, 10 pl de uma amostra da proteina LipL32 purificada,
10 pl de uma amostra da cultura de E. coli Top10 induzida, com lipL32 recombinante e 10 pl
de cultura de Leptospira lisada, nessa ordem, precedidas por um marcador de peso molecular
de proteinas. O produto resolvido em gel foi transferido para membrana de nitrocelulose e
ligado ao anticorpo anti-LipL32, diluido 1/200 em leite em pé desnatado. O produto da
ligag&o anticorpo/proteina LipL32 foi marcado com antissoro anti-mouse contendo peroxidase

e revelado por solucéo de diaminobenzidina, 4-cloro-1-alfa-naftol + peréxido de hidrogénio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO VEICULO VACINAL

Nos Gltimos anos, o interesse em estudar as diferentes espécies de Bactérias Acido-
Laticas, entre as quais Lactobacillus spp. vem sendo estimulado pelo uso dessas bactérias em
produtos considerados como benéficos a saude do consumidor. Além dos beneficios
nutricionais e uma patogenicidade quase nula, alguns trabalhos publicados apontaram que
esse microrganismo € em potencial um excelente vetor vacinal devido a capacidade

imunomodulatéria em seu hospedeiro (Christensen et al, 2002; Mohamadzadeh et al., 2005).

Neste contexto, este estudo foi conduzido no sentido de isolar e identificar linhagens de
Lactobacillus, a partir de fezes de cdes recém-natos, a fim de caracterizd-las quanto ao seu
potencial probidtico e possivel utilizagdo como adjuvante imune junto a vacinas
recombinantes contra a leptospirose canina. Martin et al. (2009) demonstraram que bactérias
comensais podem se disseminar do epitélio digestério materno para as glandulas mamarias,
por intermédio de rotas enddgenas que envolvem as células dendriticas e macréfagos
(enteromammary pathway). Assim, neste trabalho provavelmente estdo sendo estudadas
linhagens de lactobacilos oriundas do leite materno e dos cées lactentes.

5.1.1. Isolamento, caracterizacdo morfotintorial e identificacdo dos Lactobacillus de
fezes de cées lactentes.

Das amostras de fezes dos animais, obteve-se 79 isolados que foram selecionados, de
acordo com as caracteristicas morfotintoriais (Gram e forma bacilar) e fisiologicos (catalase).
Destes isolados, 41 foram caracterizados como Gram positivo e catalase negativo, sugestivo
de bactérias laticas e, posteriormente, 37 apresentaram no gel de agarose, trés espacadores,
nos perfis de restricdo, sugerindo pertencerem ao género Lactobacillus (Figura 4).

500
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Figura 4: Gel de poliacrilamida 6% mostrando os perfis resultantes da amplificacdo por PCR, do
espacador transcrito entre os genes para rRNA 16S e 23S, dos lactobacillus, isolados 1 a 16.
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As bactérias com caracteristicas sugestivas de bactérias laticas e diferentes
morfologias de col6nia em 4gar MRS foram selecionadas, isoladas e identificadas em nivel de
especies pela amplificacdo das regides espacadoras entre 0os genes 16S e 23S do rRNA e
digestdo enzimatica com endonucleases de restricdo dos amplicons (ARDRA). O método se
baseia na presenca de insercOes génicas para tRNA na regido do espagador transcrito.
Streptococcus e Lactococcus apresentam um Unico espagador, Enterococcus e Oenococcus
apresentam dois espacadores de tamanhos diferentes e Lactobacillus, Weissella e Pediococcus
apresentam trés espacadores de tamanhos diferentes (Moreira et al. 2005). Neste estudo, a
amplificacdo dos espacgadores transcritos entre os genes 16S e 23S do RNA ribossdmico foi
capaz de separar dois grupos de bactérias do acido latico, um grupo com dois amplicons,

sugestivo de Enterococcus, e outro com trés amplicons, sugestivo de Lactobacillus.

O isolado de numero 15 foi preditivamente identificado como pertencente ao
agrupamento de L. plantarum, uma vez que as espécies pertencentes a esse grupo apresentam
o mesmo perfil de digestdo enzimatica. Apds a realizacdo do Multiplex PCR do gene recA
(Torriani et al., 2001) foi finalmente determinado como pertencente a espécie L.
paraplantarum (15), por apresentar uma banda de 107 pb, no gel de agarose a 1,5% . O gene
recA codifica uma proteina de pequeno tamanho (352 aminoacidos) em E. coli, cujas funcdes
estdo relacionadas a recombinacdo homdloga e reparo de danos no DNA. Por ter uma funcéo
fundamental e ser ubiquo o gene recA tem sido utilizado como um marcador filogenético
alternativo, para diferenciar bactérias geneticamente relacionadas como estas, pertencentes ao
grupo L. plantarum (Torriani et al., 2001). As espécies Lactobacillus plantarum, L. pentosus e
L. paraplantarum s&o geneticamente e fisiologicamente muito similares, sendo por esse
motivo, integrantes do grupo L. plantarum. Para diferenciar espécies deste grupo, o
sequenciamento do gene 16S rRNA ndo € suficiente devido a alta identidade (99%) existente

neste lécus entre os genes das trés espécies. (Figura 6).

Com os perfis de restrigdo obtidos foi possivel identificar seis espécies de Lactobacillus
com a seguinte distribuicdo: L. reuteri (43%), L. animalis (19%), L. acidophilus (8%), L.
murinus (5,5%), L. sanfranciscensis (5,5%) e L. paraplantarum (3%) (Figura 5 e anexo 1).
Entretanto, sete dos isolados ndo foram identificados através dos perfis de restricdo. O isolado
numero 2 e os isolados nimeros 17 a 22 ndo mostraram perfis conhecidos e foram submetidos

ao sequenciamento da regido 16S rDNA (NAGE) tornando possivel identifica-los: 2 (L.
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reuteri), 17 (L. acidophilus), 18 (Enterococcus sp), 19 (L. acidophilus), 20 (Enterococcus sp),
21 (Enterococcus sp) e 22 (Enterococcus sp). Figura 5.

L. animalis L. reuteri

o —

—
-
i Al o s, - Sl i e o | — -

L. sanfranciscensis L. acidophilus

T W—

L. paraplantarum . L. murinus

Figura 5: Gel de poliacrilamida 6% mostrando os perfis de restricdo de alguns Lactobacillus isolados
exibindo as bandas correspondentes aos fragmentos formados pela restricdo com as enzimas (Sphl,
Ncol, Nhel, Sspl, Csp45l, EcoRV, Dral, Vspl, Hincll, EcoRI, Hindlll e Avrll). O marcador de peso
molecular é de 100 pb (Promega)

4 A N AA I)‘ L
A RS AL T AR e 1

L.paraplantarum
(isolado 15)

Figura 6: Gel de agarose 2% mostrando o perfil de dferenciacdo entre espécies de Lactobacillus do
grupo L. plantarum por PCR multiplex do gene recA. M - Marcador de tamanho molecular (50 pb
DNA ladder), 1 - L. pentosus (218 pb), 2 - L. paraplantarum (107 pb), 3 - L. plantarum (318 pb), 4 —
Isolado de nimero 15.
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Todos os isolados, identificados em nivel de espécie por PCR-ARDRA ou por

sequenciamento estdo apresentados no quadro 3.

Quadro 3: Identificacdo das espécies de bactérias laticas isoladas das fezes de cdes lactentes

Isolado Espécie Isolado Espécie
1 Lactobacillus animalis 20 Enterococcus faecalis
2 Lactobacillus reuteri 21 Lactobacillus reuteri
3 Lactobacillus 22 Enterococcus hirae
4 Lactobacillus reuteri 23 Lactobacillus murinus
5 Lactobacillus reuteri 24 Lactobacillus murinus
6 Lactobacillus animalis 25 Lactobacillus salivarius
7 Lactobacillus reuteri 26 Lactobacillus reuteri
8 Lactobacillus reuteri 27 Lactobacillus reuteri
9 Lactobacillus 28 Lactobacillus sakei
10 Lactobacillus reuteri 29 Lactobacillus fructivorans
11 Lactobacillus reuteri 30 Lactobacillus fructivorans
12 Lactobacillus reuteri 31 Lactobacillus fructivorans
13 Lactobacillus reuteri 32 Lactobacillus fructivorans
14 Lactobacillus reuteri 33 Lactobacillus reuteri
15 Lactobacillus 34 Lactobacillus reuteri
16 Lactobacillus acidophilus 35 Lactobacillus reuteri
17 Enterococcus hirae 36 Lactobacillus reuteri
18 Lactobacillus animalis 37 Lactobacillus
19 Enterococcus faecium

No grafico a seguir é mostrado o percentual de ocorréncia das espécies de

Lactobacillus isoladas nas fezes de cdes lactentes. A espécie predominante foi L. reuteri

correspondendo a 43% seguida de L. animalis com 19% (Figura 7).
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Figura 7: Diversidade de espécies de lactobacilos isoladas nas fezes de caes lactentes.

No trabalho de McCoy e Gilliland (2004), 18 dos 22 lactobacilos isolados de caes eram
da espécie L. reuteri, representando a maioria das amostras, corroborando os resultados
encontrados no presente estudo. Entretanto, Beasley (2004) fez o isolamento de bactérias
laticas de fezes caninas e a identificacdo por sequenciamento do gene 16S rRNA e determinou
que 67% das amostras eram BAL sendo 16,2% Lactobacillus rhamnosus, 12,6% L. casei e
10,8% Lactobacillus salivarius, ndo observando isolados de L. reuteri. A espécie L. reuteri é
considerada a mais prevalente entre os lactobacilos da microbiota intestinal dos humanos,
mamiferos e aves. Possui um amplo espectro de hospedeiros, como ovelhas, frangos, suinos e
roedores, podendo também ser encontrada em alimentos, como na carne, no leite e seus
derivados (Semjonovs et al., 2008). Neste trabalho, 16 dos 37 isolados de bactérias laticas
eram da espécie L. reuteri, sendo varios de fezes de um mesmo animal, podendo ser de uma
mesma linhagem. A diferenciacdo entre linhagens de L. reuteri foi realizada por fingerprint de
sequéncias repetitivas intercalares, obtido por PCR com o iniciador GTGs segundo Versalovic
et al. (1994). Este procedimento possibilitou identificar trés linhagens diferentes de L. reuteri

entre os isolados desse trabalho.

5.1.2. Resultados e discussao dos testes de caracterizagao probidtica

Os mecanismos de acdo dos probiodticos sdo divididos basicamente em trés: o
antagonismo direto contra enteropatdgenos, o aumento da fungdo de barreira epitelial do
intestino e a imunomodulacédo local e sistémica (Lebeer et al., 2008; 2010). Para desempenhar

esta acao, as bactérias com potencial probidtico devem apresentar caracteristicas fisioldgicas,
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que permitam alcancar niveis populacionais significativos no intestino. Para isto, uma das
condigdes fisioldgicas desejaveis € a de resistir e manter a viabilidade nas condi¢Ges adversas

do trato digestorio superior dos hospedeiros, até alcancar o intestino.

5.1.2.1. Resisténcia ao suco gastrico artificial

O primeiro dos desafios que as bactérias devem vencer durante seu transito pelo trato
digestorio € o suco gastrico, que contém as enzimas digestorias que agem em um pH muito

baixo, que mata a maioria das bactérias ingeridas (Jin et al., 1998).

Nesse teste, a inibicdo de Lactobacillus spp. em suco gastrico artificial foi calculada
pela area sob a curva dos graficos obtidos pelas medicGes durante 18 horas de incubacao.
Quase todos os isolados foram considerados resistentes. Apenas quatro isolados apresentaram
taxas de inibicdo acima de 10% e foram classificados como tolerantes. A maior parte, (35/37)
dos isolados, nesse estudo, mostrou uma porcentagem variavel de 0 a 13,2% de inibicdo em
pH 2,5, taxas que, podem ser consideradas como suficientes (Strompfova et al., 2004; 2006)

(Figura 8, Quadro 4).

0,4
0,35
0,3

0,25

OD 620 nm

| reuteri

—@—Em pH 2.5

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Tempo (h)

Figura 8: Gréfico representativo do crescimento de um isolado de L. reuteri com adi¢do e na auséncia
de suco gastrico artificial (pH 2.5). As leituras foram feitas cada 30 minutos durante 18 horas e a
medida da area, sob a curva desses gréaficos foi usada para célculo do crescimento nas duas condigdes.
A linha azul equivale ao crescimento controle e a vermelha ao crescimento sob o desafio.



-68 -

Quadro 4: Taxa de inibi¢do de crescimento dos Lactobacillus isolados em presenca de suco
gastrico artificial, calculada pela area sob a curva dos gréficos

% Inibicao % Inibicao
Isolado | suce gastrico | |solado suco gastrico

Area Area
1 0 20 1,24
2 0,55 21 0,87
3 1,88 22 15,95
4 12,95 23 3,90
S 3,49 24 0
6 0,52 25 0
7 5,29 26 0
8 5,27 27 0,59
9 0,96 28 3,42
10 1,02 29 2,44
1 3,12 30 4,78
12 1,49 31 8,07
13 2,58 32 8,64
14 0,94 33 1.46
15 1,75 34 0
16 4,78 35 0,23
17 2,84 36 11
18 1.19 37 9,78
19 1,09

Dos 37 isolados das fezes dos cdes lactentes apenas trés, os isolados 4 (L. reuteri),
isolado 22 (Enterococcus) e isolado 36 (L. reuteri) apresentaram uma taxa de inibicdo de
crescimento entre 11% e 16% em suco gastrico artificial apds trés horas de incubacéo, sendo
0s demais considerados resistentes, ja que a diminuicdo do crescimento foi menor que 10%. O
resultado obtido corrobora com outros autores que observaram que bactérias de origem
intestinal tendem a ser mais resistentes aos acidos estomacais (Morelli, 2000; Guo et al.,
2009).

Guo et al. (2009) analisaram a tolerancia de bactérias laticas ao pH baixo dos sucos
gastricos concluindo que poucas bactérias sobrevivem em pH entre 2 e 3 como encontrado no
estdmago. A maioria das bactérias teve o crescimento inibido em pH 4. Observaram, porém,
gue muitas das bactérias, que foram tolerantes ao pH 3 e algumas que foram inibidas em pH
4, cresceram rapidamente apds restauracdo para pH 7. Os efeitos adversos do baixo pH na
fisiologia dessas bactérias ainda ndo foram completamente entendidos, mas ja foi provado que
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a acidificagdo interna reduz a atividade de enzimas sensiveis, 0 que resulta em danos na

sintese de proteinas e replicacdo do DNA (Lebeer et al., 2008).

Sabe-se que a fisiologia do trato digestorio dos cdes é diferente em relacdo a dos seres
humanos. No homem, o pH no estbmago varia de 0,9 a 3,0, enquanto nos caes € em torno de
3,4 (Zink et al., 2008). Strompfova et al. (2006), verificando a viabilidade de uso de L.
fermentum AD1 como probidtico para cdes saudaveis, obtiveram uma taxa de sobrevivéncia
de 86,8% da bactéria em pH 3,0 depois de 3 horas de incubacéo a 37°C, ou seja, uma taxa de
inibicdo de crescimento de 13,2%. A taxa de sobrevivéncia em pH acido foi considerada

suficiente, entretanto um pouco baixa.

5.1.2.2. Susceptibilidade dos lactobacilos aos sais biliares

Além de tolerar o pH &cido no estdmago, os probidticos tém como desafio os sais
biliares intestinais. Os sais biliares representam moléculas anfipaticas, com atividade
antimicrobiana, agindo como detergentes e rompendo membranas bioldgicas (Lebeer, et al.,
2008). A concentracdo dos &cidos biliares, no trato intestinal humano é de aproximadamente
0,3% (7,35 uM), enquanto no trato intestinal de cées as concentracdes de bile variam de 2,1 a
7,8 UM (Kogika et al., 1999). Sabe-se também que a taxa de resisténcia aos sais biliares tende
a variar entre as bactérias do acido latico, bem como entre as linhagens de uma mesma

espécie (Xanthopoulos, 1999).

Levando-se em consideracdo o calculo da area sob a curva dos graficos de crescimento
dos isolados de cdes, na presenca e na auséncia de sais biliares, estes foram classificados
como resistentes quando apresentaram: (até 40% de inibi¢do), tolerantes com (40 a 60% de
inibicdo) e sensiveis com (mais de 60%). De acordo com os resultados, 45% dos isolados
revelaram-se resistentes ao oxgall 0,3%, 47% tolerantes e apenas 8% mostraram-se sensiveis.
Nesse trabalho destacaram-se quatro isolados: n° 10 (L. reuteri, 30,6% de inibi¢do), 20
(Enterococcus, 29,6%), 23 (L. murinus, 30,4%), 26 (L. reuteri, 31,9%), 27 (L. reuteri,
28,7%) e 28 (L. murinus, 31,1%) como 0s mais resistentes aos sais biliares. A obtencdo dos

dados esta exemplificada na Figura 9 e os dados no Quadro 5.
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presenca (em vermelho) e na auséncia de sais biliares (em azul). As medi¢Oes ocorreram a cada 30
minutos, durante 18 horas e a medida da area, sob a curva desse gréafico foi usada para célculo do

crescimento nas duas condigdes.

Quadro 5: Taxa de inibicdo do crescimento dos Lactobacillus isolados, em presenca de 0,3% de sais
biliares, calculada pela area sob a curva dos gréaficos.

Isolado | % de’inibigéo Isolado | % de_inibigéo
Area Area
i 80,0 20 29,6
2 39,8 21 41,65
3 48,85 22 39
- 42,10 23 30,35
5 39 24 443
6 54,05 25 385
7 40,9 26 31,9
8 39,10 27 28,70
9 37,8 28 31,05
10 30,6 29 66,2
11 45,35 30 St
= 36 31 61,85
L 414 32 55,9
i 3345 33 34,95
= 358 34 50,3
16 42,5 35 44
i 37 36 37,15
18 42,85 37 46,3
19 43,75

Se 0 padrdo de concentracdo de sais biliares de 0,3% fosse levado em consideracdo

nesse estudo, 81% das bactérias testadas seriam consideradas resistentes ja que atingiram o
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valor de ODg20nm de 0,3 em menos de 6 horas de incubacdo. Entretanto, 19% dos isolados néo
alcancaram esse valor em tempo e foram considerados tolerantes. Com base no calculo da
area sob a curva de crescimento, resultante das varias medicdes da densidade Optica durante
18 horas de cultivo, os isolados foram classificados como resistentes quando apresentaram até
40% de inibicdo, tolerantes de 40% até 60% de inibicdo e sensiveis com mais de 60% de
inibicdo do crescimento. Baseados neste parametro, 17 isolados, do presente estudo foram

considerados resistentes aos sais biliares.

No trabalho desenvolvido por Strompfova et al. (2006), a taxa de sobrevivéncia de L.
fermentum, linhagem AD1, na presenca de 1% de oxgall a 37°C depois de 24 horas de
incubagdo foi de aproximadamente 75,4%, demonstrando uma taxa de inibicdo de
crescimento bacteriano de 24,6%. Os mesmos autores em 2004, avaliando as caracteristicas
probidticas dos géneros Lactobacillus e Enterococcus, observaram uma taxa de sobrevivéncia
variavel entre seis linhagens de lactobacilos em 1% de oxgall a 37°C depois de 24 horas de
incubagdo, com as taxas de sobrevivéncia bacteriana variando entre 67% (linhagem D1) e
75% (linhagem AD1). As taxas de inibicdo de crescimento, portanto, variaram de 25% a 33%.
Baseados neste parametro, cinco isolados no presente estudo foram considerados resistentes

aos sais biliares, variarando de 28,7% a 31,9%.

Guo et al. (2009) confirmaram que apesar dos padrdes existentes considerarem ideal a
tolerancia a 0,3% de sais biliares, na selecdo de linhagens resistentes, nenhum dos 70 isolados
de fezes de suinos que testaram sofreu efeitos inibitorios nessa concentracdo nem em 1,0% de
sais biliares. Ao contrario, a maioria cresceu bem nessa concentracdo de sais. Em trabalho de
Mishra e Prasad (2005) no qual testaram a tolerancia de sete linhagens de L. casei a sais

biliares, quatro sobreviveram na concentracdo de 1% e apenas uma em 2% desses sais.

5.1.2.3. Hidrofobicidade da superficie celular.

A hidrofobicidade da superficie celular relaciona-se diretamente com a capacidade das
linhagens aderirem a outras superficies animadas ou inertes. Uma propriedade essencial das
linhagens com potencial probiédtico é sua habilidade de aderirem mesmo que temporariamente
ao epitélio da mucosa gastrica ou intestinal para que ndo sejam removidas devido ao
peristaltismo (Nueno-Palop e Narbad, 2011; Zhang et al., 2007; Lebeer et al., 2008), sendo

também um pré-requisito para colonizagdo e atuacdo na exclusdo competitiva de bactérias
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patogénicas (Martin et al., 2005). O potencial de adesdo pode ser medida em testes de
hidrofobicidade, pois essa capacidade estd relacionada aos componentes hidrofobicos
presentes na membrana externa do microrganismo. Acredita-se que interacfes hidrofobicas
exercem funcdo importante na adesdo das bactérias ao epitélio (Mangoni, 2009). A
hidrofobicidade de um dado material é expressa como a energia livre de interagdo entre dois
entes fisicos imersos na agua. E possivel avaliar qualitativamente a polaridade ou apolaridade
da superficie bacteriana e sua importancia na indicacdo do potencial de adesdo do probidtico
as superficies apolares do epitélio intestinal e vaginal, atraves do teste de adesdo a solventes
(MATS). Entretanto, propde-se que esse teste seja apenas um indicador primario da adesdo de
microrganismos (Mangoni, 2009).

De acordo com este teste, sete Lactobacillus, isolados de cdes foram considerados
como de alta hidrofobicidade: 1 (L. animalis, 69,87%), 4 (L. reuteri, 67%), 5 (L. reuteri,
67,04%), 7 (L. reuteri, 76,59%), 13 (L. reuteri, 66,71%), 14 (L. reuteri, 69,08%) e 15 (L.
paraplantarum, 67,90%), representando 19% do total; os de média hidrofobicidade
correspondem a aproximadamente 81% dos isolados e nenhum isolado apresentou baixa

hidrofobicidade da superficie celular (Quadro 6).

Quadro 6: Proporcao de adesédo, que representa a hidrofobicidade, exibida pelos lactobacilos isolados,
em presenca de solvente organico apolar (xileno).

Isolado % de Isolado % de
associacio associacio

1 69,87 20 51,81
2 66,11 21 44,71
3 4975 22 37,88
4 67,04 23 48,83
5 67,73 24 47,84
6 48,03 25 48,11
7 76,59 26 44,04
8 61,50 27 44,65
9 44 55 28 47,24
10 64,47 29 46,78
11 53,02 30 48,99
12 54,50 31 47,70
13 66,71 32 46,66
14 69,08 33 4576
15 67,90 34 4676
16 51,18 35 44,66
17 47,26 36 46,19
18 4913 37 50,57
19 48,60
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Em trabalho desenvolvido por Nader-Macias et al. (2008), lactobacilos isolados de
bovinos foram submetidos ao teste de adeséo a hidrocarbonetos para verificar sua polaridade e
92,2% das amostras apresentaram baixa hidrofobicidade (0 a 33%), 5,4% hidrofobicidade
média (33,34 a 66,66%) e apenas 2,4% dos isolados apresentaram alta hidrofobicidade
(66,67% a 100%). De acordo com esse critério, 27% dos isolados de cdes lactentes desse
trabalho apresentaram alta hidrofobicidade, 73% média hidrofobicidade e nenhum apresentou

baixa hidrofobicidade da superficie celular no teste de adesao a solventes (MATS).

5.1.2.4. Antagonismo in vitro contra patégenos bacterianos.

Os resultados desse estudo demonstraram que os 37 isolados de fezes dos cdes
apresentaram antagonismo para os sete patogenos testados: Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella enterica sorovariedade
Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa e Listeria monocytogenes e L. interrogans,
sorovariedade Icterohaemorrhagiae. Observou-se, também, que a maioria (66,6%) dos
isolados que apresentaram atividade antagonista a estes sete patdgenos pertencem a espécie L.
reuteri. (Quadro 7) e que nenhum dos isolados apresentou atividade antagonista contra a

Leptospira testada (dados ndo mostrados).

Quadro 7: Antagonismo in vitro dos Lactobacillus isolados contra os patégenos: Bacillus cereus,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salomonella
enterica Tiphymurium e Pseudomonas aeruginosa. (+) antagonismo positivo.
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As bactérias isoladas no presente trabalho apresentaram atividade antagonista para o0s
patdégenos bacterianos Gram-positivo e Gram-negativo testados. Esse efeito inibitorio
observado pode ser devido a producdo de acido latico, peroxido de hidrogénio, bacteriocinas
ou a combinacdo de varios desses compostos. Bacteriocinas sdo substancias que agem como
antibioticos, diferindo quanto a sintese, espectro microbiano, modo de a¢do, mecanismos de
resisténcia e toxicidade, de acordo com a linhagem produtora (Nardi et al., 2005). A maioria
dos lactobacilos que apresentaram antagonismo aos sete patdgenos testados pertence a especie
L. reuteri. J& foi mostrado que linhagens de L. reuteri sdo capazes de produzir potentes
antimicrobianos, tipo bacteriocinas e acidos organicos. Um composto primério produzido por
L. reuteri, reuterina, ndo apresenta componentes protéicos e € produzido durante a
fermentacdo do glicerol. Reuterina, B-hydroxypropionaldeido (3-HPA), derivado do glicerol,
é expressa em condicOes de anaerobiose e tem acdo antimicrobiana, de amplo espectro, contra
bactérias Gram-positivo e Gram-negativo, bem como fungos e protozoérios (Spinler et al.,
2008). A bacteriocina reutericina-6 foi identificada em isolados intestinais de L. reuteri. A
reutericilcina foi identificada primariamente em linhagens isoladas de cereais. A producéo de
dois ou mais destes antimicrobianos por uma linhagem de L. reuteri ainda ndo foi descrita
(Ganzle, 2004).

McCoy & Gilliland (2007) mostraram que todas as linhagens de L. reuteri, isoladas de
cdes, apresentaram efeito inibitério ao crescimento de Salmonella enterica, sorovariedade
Typhimurium, que é um dos principais patdgenos intestinais que acomete os caes, além de
possuir potencial zoon6tico (Rinkinen, 2003). Tal como Salmonella, Escherichia coli é outro
patdégeno que acomete os cdes, podendo causar diarreia e osteomielite (Pereira et al. 2009).
Notou-se que a grande maioria, 92% dos isolados de caes, apresentou efeito inibitério a E.
coli. Em contrapartida, Bacillus cereus, foi o patdgeno que sofreu menor atividade antagonista
aos acidos e substancias antimicrobianas dos lactobacilos, ndo apresentando halo de inibicdo
de crescimento por 16 dos 37 isolados avaliados. Trata-se de um patégeno Gram positivo,
aer6bio ou anaerébio facultativo, formador de esporos. E causador de sindromes
gastrointestinais nos animais e nos homens, estando também associado a infeccOes
hospitalares em pacientes imunocomprometidos. Os B. cereus sdo altamente resistentes ao
calor e a agentes quimicos o que poderia justificar uma resisténcia maior deste patégeno aos
antimicrobianos produzidos pelos lactobacilos isolados (Drobniewski, 1993). Notou-se
também que a maioria das bactérias (89%) apresentou atividade antagonista para o isolado n°
20, Enterococcus faecalis, que é considerado uma BAL. Esse resultado sugere a producdo de

outras substancias antagonicas por L. reuteri, além dos &cidos latico e acético. A bactéria da



-75 -

espécie Leptospira interrogans, que causa leptospirose em cdes, ndo sofreu inibicdo do
crescimento por nenhum dos Lactobacillus isolados usados nos testes.

5.1.2.5. Producdo de peroxido de hidrogénio.

A grande maioria das bactérias (34/37) dessa pesquisa mostrou producédo de perdxido de

hidrogénio, (Figura 10).

Figura 10: Perfis da sintese de perdxido de hidrogénio por Lactobacillus isolados de fezes caninas. A
esquerda mostra-se uma placa com os isolados de 1 a 32, a direita estdo os isolados restantes de 33 a
37 e mais quatro amostras controle positivo.

O perdxido de hidrogénio é produzido normalmente por lactobacilos de origem vaginal,
podendo também estar associados a lactobacilos intestinais ou que vivem nesse ambiente
(Martin et al., 2009). A capacidade de produzir perdxido de hidrogénio esta associada a
colonizacdo e protecdo da mucosa vaginal, sendo importante para a manutencdo da
homeostase da microbiota, inibindo bactérias patogénicas (Vallor et al., 2001). As principais
espécies produtoras de peroxido de hidrogénio sdo L. crispatus e L. jensenii (Branco et al.,
2010), entretanto ja foram encontradas outras espécies capazes de produzir esta substancia,
como L. plantarum (Johnston & Delwiche, 1962), L. sakei (Chaillou et al., 2005), L.
acidophilus (Collins & Aramaki, 1980) e L. delbrueckii e também outros géneros de BAL
como Lactococcus lactis (Dahiya & Speck, 1968). Ao contrario das linhagens de L.
acidophilus isoladas de leite desnatado por Collins & Aramaki (1980), o isolado de nimero
16 (L. acidophilus), obtido durante esse trabalho, ndo apresentou nenhuma producdo de

perdxido de hidrogénio.
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5.1.2.6. Teste de resisténcia dos Lactobacillus isolados, aos antibioticos.

Sete isolados, seis L. reuteri e um L. paraplantarum, previamente selecionados, por
apresentarem propriedades probioticas em potencial, de acordo com o0s resultados dos outros

testes foram submetidos ao antibiograma ou teste de resisténcia a antibidticos, (Quadro 8).

Quadro 8: Perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos sete isolados de lactobacilos
selecionados como melhores probioticos em potencial

R s R

k| ap | ami ] Cro |
S

R

15 (L. paraplaniarum

w oW wm ow» w»m oW W
= " =B =" = =
v o o ! w
= & =2 =B = =
= B =2 2R =R =2 =
= = = =B = =
= = =2 =B =R = =
W oW W oW w» W

R =resistente S = sensivel; AMP = ampicillin (30 pg), CRO = ceftriaxone (30ug), E = erythromycin (15ug), OXA
= oxacillin 1ug) PEN = penicillin G (10 U), AMI = amikacin (30 ug), CIP = ciprofloxacin (1 pg) VAN =
vancomycin (30 pg).

Nos testes de resisténcia a antibidticos, observou-se que os isolados de lactobacilos
apresentaram idéntico padrédo de resisténcia/sensibilidade as drogas as quais foram desafiados.
Foram resistentes a quatro dos antibidticos testados: vancomicina, ciprofloxacina, amicacina e
oxacillina. Esses resultados foram similares aos das frequentes pesquisas que relatam um
elevado grau de resisténcia de géneros de bactérias do acido latico aos antibidticos das classes
dos glicopeptideos (vancomicina), aminoglicosideos (amicacina) e penicilinas resistentes a
betalactamase e penicilinase (oxacilina) (Barton, 2000; Ammor, Flérez e Mayo, 2007; Belleti
et al., 2009).

Yuksekdag e Beyath (2004) isolaram linhagens de L. casei e L. helveticus resistentes a
penicilina, a partir de lacticinios. Nesse estudo, entre 24 espécies de bactérias do acido latico,
dos géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus e Lactococcus, 44% eram resistentes a

penicilina. A impermeabilidade da parede celular dos Lactobacillus pode ser a principal causa
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da resisténcia encontrada nessas bactérias, entretanto, outros mecanismos podem causar

diferenca de resisténcia mesmo dentro da mesma espécie (Zdolec et al., 2008).

As bactérias laticas usadas como probioticos podem ser potenciais reservatorios de
genes de resisténcia a antibioticos, sendo capazes de transferi-los para bactérias patogénicas
(Singh; Preet; Rishi, 2011). Entretanto, Ammor et al. (2008) mostraram que a maioria dos
lactobacilos possui uma grande resisténcia natural ou genética a antibidticos, como:
bacitracina, cefoxitina, ciprofloxacina, acido fusidico, canamicina, gentamicina, metronidazol,
nitrofurantoina, norfloxacina, estreptomcina, sulfadiazina, trimethoprim/sulfametoxazol,
teicoplanina e vancomicina. Entende-se que a resisténcia aos antibidticos amicacina e
oxacilina observada no presente estudo (Jung et al., 2013), é também natural ou intrinseca,
porque esse tipo de resisténcia ndo é citada na literatura como transferivel por plasmideos
conjugativos em lactobacilos (Singh; Preet; Rishi, 2011). Mesmo que, alguns padrdes de
resisténcia/sensibilidade a antibidticos sejam espécie ou linhagem-especificos, até agora
nenhum modelo foi determinado para bactérias do género Lactobacillus (Isolauri et al., 2001).

Ainda que plasmideos que carregam genes de resisténcia a antibioticos ndo sejam
comuns em lactobacilos, eles podem ocorrer e a seguranca destas bactérias para 0 hospedeiro
pode ser comprometida. Linhagens que possuem plasmideos com genes de resisténcia ndo
devem ser usadas como probioticos para humanos ou animais. Portanto, trata-se de uma
precaucdo investigar e analisar se o probidtico proposto carrega genes de resisténcia
transferiveis por plasmideos (Ammor et al., 2008). E necessario, porém, que se saiba separar a

resisténcia adquirida daquela resisténcia intrinseca, ndo transferivel, em lactobacilos.

5.1.2.7. Isolados com potencial probidtico

No quadro 9 estdo sintetizados os resultados dos primeiros testes realizados para a

caracterizacgdo probiotica dos 37 lactobacilos isolados de fezes caninas.

Na avaliacdo geral dos lactobacilos isolados de cdes lactentes, com caracteristicas
probidticas e possiveis candidatos a adjuvantes ou veiculos vacinais orais, destacaram-se seis
isolados da espécie L. reuteri e um isolado pertencente a espécie L. paraplantarum. Todos
apresentaram baixa inibicdo por &cidos, baixa ou moderada inibicdo por sais biliares, boa

capacidade de adeséo nos testes in vitro e boa atividade antagonista. Eles foram capazes de
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inibir todos ou quase todos o0s patdgenos testados, justificando sua capacidade em auxiliar no
combate as infeccBes do trato gastrointestinal.

Quadro 9: Resultado da caracterizacdo probidtica dos lactobacilos isolados em fezes de caes
lactentes. Em vermelho, as linhagens selecionadas baseadas nos resultados gerais de
caracterizacdo funcional

Inibicioem | Inibigio em Sais Peréxid
i ici oy " . erdxido
Isolado | Identificagio Antagonismo Hid mﬁ[};';'dade sucogastrico | hiliares (%) Area 5
. (%) Area Hidrogénio

Crista Chinés Bc Ef Sa Lm Ec Se Pa

I - onimatis B I 69,9 0 80,0 -
R - reuteri FEH o+t 66,1 0,55 39,8 +
Lsanfmncjscensfs + o+ + + + o+ - 43,8 1,88 48,9 +
I o reuteri I 67,0 12,95 2,1 +
B . euter P ob o+ o+ 4 67,7 3,49 39,0 +
“Lanimaﬁs + 0+ + + + - 4 48,0 0,52 54,1 +
| 7 A PR bt o+ -+ 76,6 5,29 40,3 +
B . euteri P bbb -+ 61,5 5,27 39,1 +
“Lsanfmncfscensfs + o+ + + + + 4 44,6 0,96 78 +
B - evteri Fooo+ b o+ 4+ 64,5 1,02 30,6 +
B - ceuteri P At b4 53,0 312 15,4 +
Lmuteri L T T T 54,5 1,49 36,0 +
R - reuteri toE ot oo+ 66,7 2,58 41,4 +
T . ceuteri P 69,1 0,94 33,5 +
I - poropiontorum PR - 4444 67,1 1,75 35,8 +
Lacidophih;s + 0+ + -+ + 4 51,2 4,78 42,5 -
-Yurkshjre Terrier

TR L acidophilus S o4+ 4 4 47,3 2,84 37,0 +
T cnterococeus e 29,1 1,19 2239 +
T enterococeus St 28,6 1,09 33 +
D = foecalis P+ - 51,8 1,24 29,6 +
IR cnterococeus I 1,7 0,87 41,7 +
2 enterococeus FEE o+t 37,9 15,95 29,0 -
I . murinus Bt 18,8 3,90 30,4 +
2 cnterococeus B I 47,3 0 43 +
I enterococeus S+ - 28,1 0 8,5 +
E . euteri S -+ 4,0 0 31,9 +
I o reuteri I 1,7 0,59 28,7 +
2R . murinus FEE o+t 47,2 3,42 a1 +
IES L animalis b -+t 4 4 16,8 2,1 6,2 +
IE - onimatis I 49,0 4,78 56,6 +
B - onimatis R 47,7 8,07 61,9 +
I L animalis S+ 4+ 16,7 8,64 55,9 +
B o reuteri I 453 1,46 35,0 +
BE - animatis I A 26,8 0 50,3 +
S . reuteri T a7 0,23 .2 +
IE - reuteri S 46,2 1 37,2 +
B o ceuteri I 50,6 9,78 46,3 +

Bc (B. cereus), Ef (E.faecalis), Sa (S. aureus), Lm (L. monocitogenes),Ec (E. coli), Se (S. enterica), Pa (P.
aeruginosa).
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5.1.2.8. Caracterizagdo das linhagens diferentes entre L. reuteri isolados

Apbs os testes fisioldgicos com os Latobacillus isolados foi necessario investigar a

ocorréncia de diferentes linhagens entre os isolados da espécie L. reuteri. Figura 11.

L. reuteri
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-

r

Figura 11: Gel de poliacrilamida 6% mostrando os perfis de restricdo obtidos das sequéncias
amplificadas com o iniciador GTGs para identificar linhagens diferentes entre as espécies de L.
reuteri, isoladas em fezes de cées lactentes. Os isolados 2 e 10 pertencem a mesma linhagem, 4, 5, 7,
8, 11, 12, 13 e 14 sdo de outra linhagem, o isolado 21 é linhagem diferente das demais e ndo foi
possivel determinar as linhagens dos isolados 26 e 27.

Apbs amplificacio do DNA dos isolados de L. reuteri, utilizando os perfis de
sequéncias repetitivas intercalares, obtidos por PCR de GTG5, concluiu-se que apresentam
trés linhagens diferentes: os isolados 2 e 10 pertencem a mesma linhagem, os isolados 4, 5, 7,
8, 11, 12, 13 e 14 pertencem a uma linhagem diferente da primeira e o isolado 21 é de
linhagem diferente das demais. A linhagem dos L. reuteri isolados, com nimeros 26 e 27 ndo

pode ser definida.

5.1.3. Testes realizados in vivo.

5.1.3.1 Avaliagéo de ganho de peso pelos hamsters suplementados por via oral

com as duas especies de lactobacilos L. paraplantarum (isolado 15) e L. reuteri (isolado 2).

Em todos os experimentos in vivo os resultados foram analisados por testes estatisticos
e foram consideradas diferengas significativas os valores menores que 5% (p<0,05), tendo

sido obtidas as médias, o desvio-padrao e coeficiente de variagdo de cada conjunto de dados.
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De acordo com os testes estatisticos realizados e os dados das pesagens dos cinco
animais de cada grupo, nos trés experimentos, ndo foi constatada nenhuma alteracio
significativa no ganho de peso dos hamsters, submetidos aos tratamentos com L. reuteri (2) e
L. paraplantarum (15), isolados de fezes de cées lactentes, em relacdo ao grupo controle. O

resultado é mostrado na figura 12.
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Figura 12: Ganho de peso dos hamsters suplementados com Lactobacillus reuteri (2), L.
paraplantarum (15) esolucéo salina (controle) durante 9 dias. Foi obtida a média das cinco pesagens
em cada uma de trés repeticdes dos testes.

Na avaliacdo de ganho de peso dos hamsters tratados com as duas espécies de
lactobacilos ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao
controle ndo tratado. Entretanto quando Fak & Backhed (2012) investigaram a influéncia de
trés linhagens diferentes de L. reuteri, sobre peso, metabolismo da glicose e arteriosclerose
em camundongos Apoe”, observaram variacdo na reducdo da adiposidade entre animais que
receberam linhagens diferentes, em relacdo ao controle, que ndo foi suplementado com 0s
lactobacilos. Excluiram perda de apetite uma vez que a quantidade de alimento consumida
pelos grupos ndo variou, nem ocorreu diminui¢do na formacdo de placas de arteriosclerose.
Foi observado também, que nos animais suplementados com a linhagem ATCC de L. reuteri,
houve maior expressdo de Cptla, uma proteina mitocondrial com funcdo de regular o
transporte de acidos graxos de cadeia longa através das membranas em regies do figado, o
gue pode indicar influéncia da microbiota intestinal no teor de adip6citos. Curiosamente, um

grupo dos mesmos animais, que receberam a bactéria nos bebedouros, exibiram baixos niveis
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de insulina no sangue e apresentaram menor indice de gordura hepética. Na suplementacéo de
camundongos Swiss com Weissela mesenteroides WPK4, isolada de mucosas de suinos, foi
observada tendéncia ao ganho de peso em todos 0s grupos, mesmo nos animais desafiados
experimentalmente com Salmonella Typhimurium, indicando alguma protecédo contra a perda

de peso durante uma infeccdo (Alvim 2011).

Competindo com patdgenos intestinais e outros parasitas ou induzindo a defesa inata
nas membranas mucosas, as BAL promovem a homeostase intestinal facilitando a absorcédo de
nutrientes importantes para produgdo de substancias essenciais no metabolismo celular. Por
isso, é esperado que individuos com deficiéncia de peso alcancem um equilibrio na medida

em que forem suplementados com essas bactérias (Mulder et al., 2009).

5.1.3 2. Teste de antagonismo (ex-vivo) contra patdgenos.

Os testes ex-vivo consistem de uma mensuracdo indireta dos antimicrobianos
produzidos por bactérias residentes durante seu ciclo de vida no intestino e seus residuos

liberados junto com fezes e urina.

Com a formacdo de halos de inibicdo do crescimento dos patdgenos testados com as
fezes dos animais tratados com L. paraplantarum (15) e L. reuteri (2), observou-se que houve
efeito antimicrobiano contra alguns deles. Entretanto quando o diametro do halo foi
analisado, sob ponto de vista estatistico, essa inibicdo nao foi relevante e considerada normal
em relacdo ao grupo controle. A pequena inibicdo observada pode ter ocorrido também em
funcéo da atividade antimicrobiana de outras bactérias do ambiente intestinal dos hamsters, ja
gue foram observadas também em alguns individuos do grupo controle. O resultado é

mostrado no grafico da figura 13.
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Figura 13: Resultados do antagonismo ex-vivo contra patdégenos. No eixo de Y estdo as medidas dos
raios dos halos de inibi¢do formados. Os patdgenos testados estdo listados no eixo de X e as barras
verticais representam os grupos dos tratamentos: controle, L. reuteri (2) e L. paraplantarum (15).

A microbiota intestinal é sem divida, importante apoio para um sistema imunoldgico
funcional, mas equilibrado. Os lactobacilos fornecidos por via oral podem colonizar
transitoriamente, o trato gastrointestinal (TGI) e influenciar nesse equilibrio. E essa atuaco
das BAL que tem despertado interesse dos pesquisadores na atualidade. E evidente que as
bactérias que colonizam o TGI ndo séo simples comensais e tém uma comunicagdo ativa com
o sistema imunoldgico. Algumas linhagens de lactobacilos podem se translocar passivamente
na mucosa, interagir com leucécitos e penetrar na circulacdo via sistema linfatico,
influenciando muitos eventos do sistema imunoldgico. Por outro lado, algumas linhagens de
lactobacilos estimulam diretamente as células linféides da mucosa intestinal (Cross, M.L.,
2002).

5.1.3.3. Avaliagéo da inducdo de resposta imune em tecidos de hamsters tratados oralmente

com lactobacilos das espécies L. reuteri (2) e L. paraplantarum (3).

O presente trabalho focalizou o efeito das duas linhagens, L. paraplantarum (isolado
15) e L. reuteri (isolado 2), que apresentaram boas caracteristicas funcionais, desejaveis para
microrganismos probidticos, entre os 37 isolados, na ativacdo das citocinas pro e anti-

inflamatdrias nos Golden Syrian Hamsters.
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Os Golden Syrian Hamsters possuem caracteristicas imunologicas diferenciadas de
outros animais de estudos, bem como a susceptibilidade a patdgenos, principalmente os
intracelulares. Diferente dos camundongos e ratos eles sdo sensiveis as leptospiras
representando, portanto, o0 modelo ideal para os estudos relacionados com a leptospirose em
humanos e animais. Entretanto estudos imunoldgicos em hamsters tém sido limitados pela

auséncia de técnicas adequadas (Espitia et al., 2010).

Em uma infeccdo experimental com Leptospiras interrogans, sorovariedade
Icterohaemorrhagiae em Golden Syrian Hamsters, Vernel-Pauillac & Merien (2006)
compararam 0s niveis de transcricio de mRNA para citocinas durante 24h nas células
mononucleares do sangue periférico (PMBC) e observaram aumento significativo de TNF-a
apo6s 1h da infeccdo, alcancando valores de até 4,8 vezes acima do observado no grupo
controle e voltando ao nivel basal proximo as 24 horas de investigacdo. O nivel de INF-y
aumentou na 82 hora pos-infeccdo em até 2,9 vezes, decrescendo até a 162 hora, mas sé foi
observado apds o pico de expressdao do TNF-o, levando a supor atuagdo sinergética sobre
INF-y. Também houve aumento de 1,9 vezes na expressao de IL-12 ap6s 4 horas da infeccéo,

porém esse nivel foi proximo ao do grupo controle.

5.1.3.3.1. Verificagdo de auséncia de DNA contaminante nas amostras de RNA total

extraido de tecidos de hamsters.

Os ensaios de gPCR realizados com RNA total, tratado e ndo tratado com a enzima
Turbo DNAse | confirmou a atividade da enzima, destruindo o DNA remanescente nas
amostras do RNA extraido nos tecidos dos hamsters. J& nas amostras ndo tratadas com a
DNAse ainda ocorreu amplificacdo, confirmando que a metodologia que foi usada para
obtencdo do mRNA total ndo é eficiente na eliminacao dos residuos de DNA contaminante. O

resultado é mostrado na curva de amplificagdo. Figura 14.
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Figura 14: Curva de amplificacdo na reacéo de gPCR realizada com amostras de RNA total, tratado e
ndo tratado com DNAse I. A linha pontilhada mostra o valor Cq com o qual pode ser calculada a
guantidade do DNA residual nas amostras do material ndo tratado.

5.1.3.3.2. Padronizacéo dos iniciadores

No processo de padronizacdo, a especificidade das reacfes foi avaliada através das
curvas de dissociacdo produzidas com cDNA, confeccionado a partir do RNA total de baco,
linfonodos e intestino delgado de amostras de hamsters do grupo controle. As curvas foram
obtidas a partir de diluicdes seriadas do cDNA para todos os genes de citocinas e de
referéncia usados (IL2, 1L4, 1L10, IL12p40, IL13, IL21, TNF-a, IFN-y, TGF-B, FOXP3,
HPRT, B-Actina e y-Actina). O sistema da plataforma produz graficos da amplificagdo, da
curva padrdo e de dissociacdo cujos dados foram utilizados nos calculos que levaram a

identificacdo dos parametros ideais para cada iniciador (Figura 15).
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Figura 15: Resultado da PCR em tempo Real mostrando as Curvas de amplificacdo, dissociacdo e
dilui¢do do ¢cDNA de TGFp obtido do RNA total, extraido de bago de hamsters, construidas a partir
dos dados obtidos do programa SDS 2.4 (Life Technologis). A- Na curva de amplificacdo as linhas
roxas representam as diferentes diluigdes do cDNA. No eixo do X os ciclos de amplificagdo no Y os
valores ARn (fluorescéncia). A linha verde representa o limiar ou threshold de fluorescéncia para
determinagdo do Cq. B- Na curva de dissociagdo representando no pico o ponto de dissocia¢do do
produto amplificado. Eixo X com valores de temperatura ¢ Y com ARn. C- Na curva de diluicdo do
cDNA em relacdo ao Cq de amplificagcdo de cada diluicdo. Circulados estdo os valores de threshold e
o slope que sdo os dados usados para calcular o volume inicial e a eficiéncia da amplificac&o.

As condicOes de padronizacdo de cada par de iniciador, no cDNA obtido a partir do
RNA total de cada amostra de tecido coletado, bem como a eficiéncia das reacdes,
temperatura de anelamento e tamanho dos amplicons de cada gene, padronizados para cada

tecido coletado, estdo resumidos nas tabelas 2, 3 e 4.



Iniciador
TGF-p
TNF-u

B-Act
IL-10A
HPRT
INF-y
¥-Act
IL-10B
1L.-21

FOXp3

IL-12 B

Tabela 2: Condi¢6es padronizadas de RT-gPCR e eficiéncia das reaces e tamanho dos amplicons,
que foram usados para quantificacdo relativa da expressdo génica das citocinas sintetizadas em

[

20 PMOL
6PMOL
6PMOL
15PMOL
15PMOL
10PMOL
10PMOL
6PMOL
20PMOL

20PMOL

6PMOL

-3,82647
-3,5909

3,416

amostras de baco de hamsters

Eficiéncia
0,993218472
1,032186323
0,932192149
1,173082567*
1,073868039
1,02077326
0,8253138*
0,8988107
0,9621852
0,8813093*

1,0037005

Threshold Temp. °C DNAS€ Amplicon

0,03114154
0,27236962
0,02396179
0.07802171
0,2066343
0,04518528
0,675957
0.033264
0,075159

0.255536

0,26984332

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

62

5

5 B & kB 5 B B B 5 B

245

278

242

226

70

194

80

72

88
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Tabela 3: Condigdes padronizadas, dos dados de RT-qPCR e eficiéncia das reacdes, usadas para
guantificacdo relativa da expressdo génica das citocinas em amostras obtidas de linfonodos de

hamsters

iniciador [1 Slope Eficiéncia Threshold DNAse
TGF-Bp 15 PMOL -3,1955 1,055605766 0,10751059  FERMENTAS
TNF-a 20 PMOL -3,5821 0,90181616 0,42420297  FERMENTAS
B-Actina 6 PMOL -3,340557 0,992284132 0,017692523  FERMENTAS
IL10A 10 PMOL -3,21729 1,045595715 0,15169122  FERMENTAS
HPRT 15 PMOL -3,265269 1,024200154 0,02587357  FERMENTAS
INF-x 10PMOL -3,2476 1,031987897 0,1047373 FERMENTAS
»-Actina  10PMOL -3,60036 0,895612833 0,8606 FERMENTAS
IL-10 B 10 PMOL -3.3137 1.003445039 0,0295 FERMENTAS
IL-21 10PMOL -3,53199 0,919227126 0,3921 FERMENTAS
FOXp3 15PMOL -3,63777 0,883189307 1,1939 FERMENTAS

Tabela 4: CondicOes padronizadas, dos dados obtidos do RT-gPCR e eficiéncia das reacGes, usadas
para quantificacdo relativa da expressdo génica das citocinas em amostras obtidas de intestino de
hamsters

Iniciador [1] Slope Eficiencia Threshold DNASE
TGF-$ 20PMOL -3,5735 0,904740837  0,22650542 AB
TNF-a 10PMOL -3,3794 0,976568797  0,08402901 AB :

B-Actina 10 PMOL -3,577413 0,9034065 0,066554 AB
IL-10 15PMOL -3,3519 0,98765537 0,03992169 AB
HPRT 6PMOL -3,5587 0,909869878  0,09138923 AB
INF-x 10PMOL -3,4218 0,959943141  0,12456434 AB

1.2 15PMOL -3,3964 0,96983707 0,0792611 AB

IL-4 15PMOL -3,3403 0,992408705  0,09095605 AB

¥-Actina 10PMOL -3,399 0,968690566  0,04912922 AB
IL-4 15PMOL -3,3403 0,992408705  0,09095605 AB
¥-Actina 10PMOL 3,399 0,968690566  0,04912922 AB
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A mensuracdo dos niveis de proteinas é o fator mais relevante para entender a
imunopatogénese e imunidade nos organismos. A maioria dos genes para citocinas de
respostas imunes sdo regulados transcricionalmente permitindo a quantificacdo por PCR em
tempo real. Assim, nosso interesse foi conhecer o desempenho dos Lactobacillus na ativacédo
das respostas imunologicas. Entdo, os isolados de nimeros (2) de L. reuteri e (15) de L.
paraplantarum foram selecionados para testes de imunomodulagdo in vivo em modelo

experimental com hamsters.

Células T auxiliares tipo 1 (Thl) produzem IL-2, IFN-y e TNF-a que por sua vez
ativam macrofagos e células T citotdxicas, estimulando a defesa celular contra patdgenos.
Essas células podem secretar IL-3 e o “Fator de Estimulagdo de Col6nias de Granulécitos-
Macrofagos” (GM-CSF) para incrementar a produgdo de mais leucocitos na medula éssea.
Células T, tipo 2 (Th2) secretam IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e IL-31, que ativam a producgéo de
IgA pelas células B, promovendo a inflamacdo pela atracdo de eosindfilos, mastocitos e
células T ativadas (CD4+). Em resposta, as células T regulatdrias secretam citocinas anti-
inflamatorias como IL-10 e TNF-B, de modo a controlar a produgdo de IgA e proliferagdo de
células Thl e Th2 (Kawashima et al., 2011). E aceito que linhagens de lactobacilos s&o
capazes de induzir a producéo de citocinas pro-inflamatorias como IL-12, IFN-y, e até as anti-
inflamatorias como 1L-10, assim como, que o tipo de inducdo pré ou anti-inflamatoria, varia

de acordo com a linhagem do lactobacilo (Jung et al., 1995).

Os dados da expressdo relativa dos genes normalizadores B-Actina, y-Actina e HPRT
sdo mostrados nos graficos obtidos a partir da variacdo dos niveis relativos de RNAm para
esses genes, no baco, linfonodos e intestino delgado de hamsters submetidos ao tratamento
com L. reuteri (2) e L. paraplantarum (15) em relacdo ao grupo controle. Tal como foi
observado, nenhum dos dados apresentou diferenca estatistica quando a quantidade de
produtos desses genes foi analisada no baco, linfonodos e intestino delgado dos hamsters

tratados, em relagdo ao grupo controle (Figura 16).

O resultado da expressao relativa de citocinas em tecidos de hamsters € mostrado nas
figuras 17, 18 e 19, em gréaficos construidos a partir dos dados da gPCR em tempo real,

usando os iniciadores relacionados na tabela 1 (pagina 50).
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Figura 16: Perfil mostrado na RT-qPCR e andlises estatisticas dos dados de niveis relativos de RNAm
para os genes normalizadores B-Actina, y-Actina e HPRT, obtidos nos trés tecidos de hamsters
testados (bago, linfonodos e intestino delgado), em funcdo dos tratamentos, por via oral, com solucao
salina (controle), com L. paraplantarum (15) e L. reuteri (2).
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Figura 17: Perfil mostrado na RT-gPCR relativos a expressédo de citocinas nos tecidos do baco dos
Golden Syrian Hamsters submetidos aos tratamentos via oral com L. paraplantarum (15) e L. reuteri
(2), isolados em fezes de cées lactentes. Auséncia de letras ou letras iguais, sobre as barras,
correspondem a variagdo nao significativa ou p>0,05. Letras diferentes indicam tratamentos nos quais
houve diferenca na expressdo da citocina.
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Figura 18: Perfil da RT-qgPCR mostrando os dados relativos da expressdo de citocinas nos intestino
delgado dos Golden Syrian Hamsters, submetidos aos tratamentos, via oral com L. paraplantarum
(15) e L. reuteri (2), isolados em fezes de cées lactentes. Auséncia de letras sobre as barras, indicam
ndo ocorréncia de variagdo significativa na expressdo das citocinas em razdo dos tratamentos

realizados.
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Figura 19: Perfil da RT-gPCR mostrando os dados relativos da expresséo de citocinas nos tecidos do
linfonodo dos Golden Syrian Hamsters, submetidos aos tratamentos via oral com L. paraplantarum
(15) e L. reuteri (2), isolados em fezes de cdes lactentes. Auséncia de letras ou letras iguais, sobre as
barras, correspondem a variacdo nédo significativa ou p>0,05. Letras diferentes indicam tratamentos
nos quais houve diferenca na expressdo da citocina.
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Né&o foi detectada a expresséo das interleucinas IL-2, IL-4 e 1L-13 nos tecidos do bago
e intestino delgado dos hamsters tratados com L. paraplantarum (15), L. reuteri (2) ou no
grupo controle mesmo apos a utilizacdo de diferentes iniciadores. IL-2 é importante por sua
acao citolitica atuando no crescimento de células NK e em células B para producdo de
anticorpos especificos. A sintese de IL-4 promove a regulacdo imune estimulando a expressao
de moléculas de adesdo necessérias para producdo de IgE por mastdcitos e eosinofilos, além
de atuar como fator de diferenciacao de células T. Uma vez que ndo foram detectadosem seu
nivel basal, no grupo controle pode-se deduzir que os iniciadores ndo tiveram a especificidade

necessaria.

Nos animais tratados com L. paraplantarum (15), somente foi observada diferenca
estatistica na diminuicdo da expressdo relativa de 1L-12 e Foxp3, nos tecidos do baco. A IL-
12 é sintetizada em resposta a estimulos microbianos e células T auxiliares, por DC e
macrofagos. Sua presenca incentiva a producdo de INF-y por linfocitos T regulatdrios e pelas
células NK. E um importante mediador da resposta imune inata e indutor da resposta mediada
por células. A Foxp3, também denominada fork-headboxP3, é um fator de regulacdo de
transcricdo para as células T regulatorias que atuam no reconhecimento de antigenos
desconhecidos, evitando respostas auto-imunes. Um aumento na expressdo de Foxp3 poderia
indicar a ativacdo da producdo de linfocitos T CD4+ (Treg), uma vez que a atividade de

Foxp3 € vital na polarizacao dessas células.

Nos tecidos do intestino delgado dos animais tratados com L. reuteri (2) foi observada
diferenga estatistica no aumento da expressao relativa de TNF-a, IFN-¥, TGF-$, IL-10 e IL-
12. Contudo, nos linfonodos, apesar de haver amplificacdo do cDNA de IL-2, IL-4, IL-10,
TNF-a0, IFN-y, TGF-B, os niveis ndo tiveram significancia estatistica na compara¢do com o

grupo controle.

A 1L-10 foi expressa apenas em tecidos do intestino delgado dos animais tratados com
L. reuteri. Esta citocina é regulatéria e secretada por linfocitos T reg para regular as respostas
imunes e reagOes alérgicas. E também supressora de respostas Thl e de funcdes dos
macrofagos. Alguns autores sugerem que essa interleucina inibe a producgéo de 1L-12 e TNF-a.
Foi detectada expressao significativa de IL-12, e consequente expressdao de TNF-a, INF-y e
TGF-B nesse mesmo tecido. TNF-a é uma potente citocina pré-inflamatoria e considerada o
principal fator mediador da resposta inflamatdria aguda contra bactérias Gram-negativo. A

citocina INF-y atua estimulando a producdo de TNF-a tendo a atribui¢do de ativar macrofagos
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e neutrofilos, exercendo fungbes importantes na imunidade inata e adaptativa mediada por
células, tais como o reconhecimento de componentes desconhecidos de microrganismos,
ativacdo da expressdo de moléculas do MHC classes | e Il e diferenciacdo dos linfocitos T
CD4+, para subpopulaces Thl, além da inibicdo da proliferacdo de células Th2. A TGF-B
tem funcdo a anti-inflamatéria de inibir a ativacdo e proliferacdo de linfocitos e outros
leucocitos e estimula a produgéo de IgA por células B.

Portanto L. reuteri (isolado 2) estimulou respostas pro-inflamatorias e regulatorias, na
mucosa intestinal dos hamsters tratados com esse lactobacilo, demonstrando exercer as

atividades imunomodulatdrias desejaveis em um bom organismo probidtico.

Ndo foi observada expressdo significativa de IL-21 nos tecidos submetidos a
suplementacdo com os lactobacilos. Essa citocina € normalmente expressa por células T
ativadas (CD4+), possui muita homologia com IL-2 e IL-4, mas tem como alvo uma gama
muito mais ampla de células. Ela regula funcGes de células T, B, NK e mieldides, além de
ativar a familia de proteinas “tirosina quinase (JAK)” para juntas, sinalizarem para o ativador
de transcricdo (STAT 1 e 3), que media as respostas celulares aos interferons (Leonard &
Spolski, 2005).

A expresséo das citocinas INF-y, TNF-a, TGF- e IL-10 nos tecidos do intestino dos
hamsters tratados com L. reuteri 2 indica que o tempo de duracdo do experimento foi
suficiente para deteccdo do efeito imunomodulatério. Portanto a atuagdo de L. reuteri 2, no
intestino delgado teve ac¢Bes anti e pro- inflamatérias que sdo as atividades modulatérias da

resposta imune, esperadas de um bom organismo probiotico.

Em um estudo combinado, metabolémica e genética bacteriana, investigando o
potencial inibitorio do TNF-a por L. reuteri foi observada a presenca de grande quantidade de
histamina. A histamina é produzida a partir de L-histidina pela via histidina descarboxilase,
por algumas bactérias fermentadoras, inclusive lactobacilos. Com a inducdo da mutagénese
dos genes, envolvidos nessa via foi confirmado o envolvimento de Piruvato de Histidina-
Descarboxilase Tipo-A (hdcA) na ativagdo do fator inibitorio de TNF (Thomas et al., 2012).

Em outro estudo, realizado por Mohamadzadeh et al. (2005), a capacidade adjuvante
de trés espécies de lactobacilos foi investigada em células dendriticas mieléides (MDC)
humanas, imaturas e demonstrou-se que as células de lactobacilos induziram sua maturacao.

As MDC expostas aos lactobacilos secretaram IL-12 bioativa, que é um fator critico na
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polarizagdo de células T para producgdo de respostas Thl, pré-inflamatdrias. Confirmando-se
assim que macrofagos tratados com lactobacilos, ativam sinais NFKB e STAT resultando na
secrecdo de IL-12 e I1L-18 .

Pesquisando em culturas de células do sangue humano Dong; Rowland & Yagoob
(2012) observaram a ativacao de linfécitos T por seis linhagens de Lactobacillus spp (L. casei
Shirota; L. rhamnosus GG-ATCC 53103; L. plantarum NCIMB 8826; L. reuteri NCIMB
11951; B. longum SP07/3 e B. bifidum MF 20/5). Verificaram ainda, que todas as linhagens
das diferentes espécies, compartilharam a habilidade de induzir a expressdo de quimiocinas,
por DC, mondcitos e outros tipos celulares, em resposta as citocinas IL-1, TNF-o e INF-y,

mas influenciando diferencialmente os tipos celulares.

A auséncia de expressdo de citocinas nos linfonodos provavelmente foi devido a
deficiéncia nas técnicas de coleta e métodos de extracdo utilizados, uma vez que mesmo 0s
genes normalizadores tiveram uma expressao minima, observada nesses tecidos mesmo apds

a variagdo no tratamento do RNA total com duas diferentes DNAses.

Os resultados da expressdo de citocinas, observada no baco, linfonodos e intestino
delgado dos hamsters inoculados com duas espécies de Lactobacillus (L. reuteri-2 e L.

paraplantarum-15), estdo sintetizados no quadro 10.

Quadro 10: Resumo da expressdo relativa de citocinas, obtido a partir da gRT-PCR do cDNA,
produzido com o RNA total extraido dos tecidos dos hamsters tratados com L. paraplantarum e L.
reuteri isolados em fezes de cées lactentes.

IL-10
TECIDO TRATAMENTO IL-2 IL-4 INF-¥ | TNF-u TGF-p iniciadores | IL-12p40 1L-21 FOXp3
A/B*
Salina/
B ! 1)
L. paraplantarum
Baco -
Salina/
L. reuteri - - - - - B
Salina/
L. paraplantarum - - - - - B
Linfonodos
Mesentéricos Salina/
L. reuteri - - - - - B
Salina/
L. paraplantarum - - - - - A
Intestino
Delgado Salina/ 1 A1
L. reuteri 1 1 t

(A = iniciadores de Vernel-Pauillac & Merien, (2006). B = iniciadores de Espitia et al. (2010).
t+=AUMENTO | =DIMINUIGAO SIGNIFICATIVO = <0,05
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5.2. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS ANTIGENOS VACINAIS

Devido a necessidade de se desenvolver nova vacina anti-leptospirose e também ao
surgimento de novas “ferramentas” genéticas passou-se a analisar as propriedades das
proteinas da superficie da Leptospira spp tentando encontrar fatores de adesdo ao hospedeiro
e assim justificar a especificidade de algumas sorovariedades. Adler & de La Pena
Moctezuma, (2010); Zuerner et al., (2000) entre outros, buscaram um o imundgeno ideal ou
seja, uma proteina, lipoproteina, lipopolissacarideo ou outros produtos dessa bactéria, com
papel fundamental na doencga. Na atualidade, muitas pesquisas estdo direcionadas a investigar
e entender a participacdo de LipL32, Loa22 e outras proteinas de Leptospira, nos processos
de infecgdo e doenca.

LipL32 tem sido descrita como a principal e mais abundante proteina da membrana
externa, entre outras lipoproteinas. E ancorada por &cidos graxos que modificam a cisteina
amino terminal (Zuerner et al., 2000). Tornou-se a principal candidata ao desenvolvimento de
uma vacina anti-leptospirose e vem sendo estudada ha varios anos, devido sua capacidade
imunomodulatéria e a constatacdo de ser uma proteina exclusiva de leptospiras patogénicas,
em analises do seu comportamento e contribui¢do nas etapas de infeccdo e doenca (Nally et
al., 2007).

5.2.1. Amplificacdo e analise da sequéncia de DNA de lipL32 das sorovariedades
Canicola, Icterohaemorrhagiae e Grippotyphosa

O perfil resultante da amplificacdo, do segmento de cerca de 800 pares de bases,
correspondentes ao gene lipL32, por PCR do DNA das trés sorovariedades de Leptospira

testadas nesse trabalho foi visualizado em gel de agarose (Figura 20).
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Figura 20: Gel de agarose 1% mostrando o perfil de amplificagdo do gene lipL32 de Leptospira das
sorovariedades Canicola, Icterohaemorrhagiae e Grippotyphosa, respectivamente. Na 12 canaleta o
marcador de tamanho molecular 1 Kb DNA ladder (PROMEGA) e na Gltima um controle negativo
dos reagentes utilizados nas reac¢des de PCR.
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A fim de acessar o grau de homologia dos genes lipL32 e da loa 22 o DNA das trés
sorovariedades (Icterohaemorrhagiae, Canicola e Grippotyphosa) foi sequenciado e analisado
in silico com utiliza¢do do software Clustalw2.

Para o gene lipL32, inicialmente as sequéncias obtidas foram alinhadas entre si e
resultado mostrou que existe alto grau de identidade entre as sequéncias de lipL32 das trés
sorovariedades. Essas sequéncias foram entdo alinhadas com sequéncias de varias
sorovariedades de diferentes espécies, de Leptospira disponiveis no Genbank confirmando-se
que existe alta similaridade entre elas. A sequéncia de lipL32 da sorovariedade
Grippotyphosa, que pertence a espécie L. kirschneri exibe as mesmas alteracdes existentes
entre as sorovariedades Canicola e Icterohaemorrhagiae, pertencentes a espécie L.
interrogans. A maior parte das diferencas encontradas entre 0s genes sdo puntuais e
resultaram das substituices de um nucleotideo em algumas posi¢oes, principalmente da
sorovariedade Canicola de L. interrogans. Posteriormente, o resultado do alinhamento das
sequéncias de aminoacidos que formam o polipeptideo de LipL32 das trés sorovariedades,
alinhadas com sequéncias das mesmas sorovariedades obtidas do banco de dados, evidenciou
a substituicdo de um aminoacido na posi¢do 164, na sorovariedade Canicola, correspondendo
a alteracdo de uma base verificada na posicdo 493, do gene. As demais diferencas de
nucleotideos observadas foram silenciosas. A alteracdo na sequéncia peptidica com a
substituicdo do aminoacido Acido Aspartico pelo aminoacido Asparagina, na posicdo 164 da
sequéncia de LipL32 da sorovariedade Canicola foi devido a substituicdo de uma Unica base.
Importante é que sdo dois aminoacidos semelhantes, mas a Asparagina € polar e sem carga
elétrica enquanto o Acido Aspartico também é polar, mas possui carga negativa (Yoshida, A.,
1967). (Figura 21).

IcteroLip MKKLSILAISVALFASITACGAFGGLPSLKSSFVLSEDTIPGTNETVKTLLPYGSVINYY 60

GrippoLip MKKLSILAISVALFASITACGAFGGLPSLKSSFVLSEDTIPGTNETVKTLLPYGSVINYY 60
CanicoLip MKKLSILAISVALFASITACGAFGGLPSLKSSFVLSEDTIPGTNETVKTLLPYGSVINYY 60
Sk ko ok ke ok ok ok ok ok ok ok ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
IcteroLip GYVKPGQAPDGLVDGNKKAYYLYVWIPAVIAEMGVRMISPTGEIGEPGDGDLVSDAFKAA 120
GrippoLip GYVKPGQAPDGLVDGNKKAYYLYVWIPAVIAEMGVRMISPTGEIGEPGDGDLVSDAFKAA 120
CanicoLip GYVKPGQAPDGLVDGNKKAYYLYVWIPAVIAEMGVRMISPTGEIGEPGDGDLVSDAFKAA 120
Khkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhbhkhkhbhbhbhbhhk bbbk bbbk hk bbb kb b kb b kbbb k kb hkhk bk b rkk
IcterolLip TPEEKSMPHWFDTWIRVERMSAIMPDQIAKAAKAKPVQKLDDDDDGDDTYKEERHNKYNS 180
GrippoLip TPEEKSMPHWEDTWIRVERMSATMPDQIAKAAKAKPVQKLDDDEBGRDTYKEERHNKYNS 180
CanicoLip TPEEKSMPHWFDTWIRVERMSATMPDQIAKAAKAKPVQKLDPDDNGDDYYKEERHNKYNS 180
ok ks o sk koo ok sk ok ke sk ok ok ok ok ok ok ko sk ok sk sk sk ok ook SNk (G S ok ook sk ok ook ko
IcteroLip LTRIKIPNPPKSFDDLKNIDTKKLLVRGLYRISFTTYKPGEVK! ASVGLLFPPGIPG 240
GrippoLip LTRIKIPNPPKSFDDLKNIDTKKLLVRGLYRISFTTYKPGEVKGSFVASVGLLFPPGIPG 240
CanicoLip LTRIKIPNPPKSFDDLKNIDTKKLLVRGLYRISFTTYKPGEVKGSFVASVGLLFPPGIPG 240

hhkkhkhkhkhkhkhhkhhhhkhkhhkhhhkhkhkhkhhkh kb hhhhhhkhkkkhkhkhkhhkhkh kb kb hkhkhkhkkhhkkkkk

IcteroLip VSPLIHSNPEELQKQATAAEESLKKAASDATKYL 274
GrippoLip VSPLIHSNPEELQKQATAAEESLKKAASDATK-- 272
CanicoLip VSPLIHSNPEELQKQATAAEESLKKAASDATK— 272
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Figura 21: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da lipoproteina LipL32 dos sorovariedade,
Icterohaemorrhagiae, Canicola e Grippotyphosa de Leptospira. Observa-se alteracdo de um
aminoacido na posicao 164 nessa sequéncia génica da sorovariedade Canicola
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Comparando as sequéncias imunogénicas encontradas no trabalho de Lottersberg, com
as sequéncias obtidas de LipL32 das trés sorovariedades do presente estudo, observou-se que
ambas se ajustam as proteinas LipL32 das sorovariedades Canicola, Grippotyphosa e
Icterohaemorrhagiae, inclusive na regido da sorovariedade Canicola, alterada pela substitui¢do
do aminoacido Acido aspartico por Asparagina.

Denvenson Lucas et al. (2011) fusionaram, clonaram e expressaram cassetes formados
com segmentos correspondentes aos aminoacidos da posicdo 155 a 200, da proteina LipL32,
com os seis dominios similares da Imunoglobulina A, na porc¢do carboxi-terminal (NI) (ligA).
LigA ndo é normalmente expressa in vitro mas é expressa durante a infec¢éo, sendo altamente
imunogénica. Ndo observaram protecéo in vivo de uma vacina resultante da fusdo dessas
proteinas (LipL32LigANI), recombinantes, nem da regido da proteina LipL32 (aa 155-200),
qguando comparadas ao efeito vacinal de uma vacina produzida com Leptospira integral, da
mesma sorovariedade. Entretanto, a proteina resultante da regido 155-200 aa, de LipL32 foi
reconhecida em membrana ap6s western blot, por soros obtidos de pacientes convalescentes
de leptospirose. Assim ficou demonstrado que as fragdes da sequéncia da proteina LipL32,
que exercem funcgdes imunogénicas, correspondem a regido entre 155 e 200 aminoacidos,
confirmando a publicacdo de Lottersberger et al. (2009) que analisaram a reacdo imune de
duas regibes da proteina LipL32, selecionadas de acordo com a intensidade de brilho dos
spots fluorescentes formados. Essas regides situam-se entre os aminoacidos 151 e 177 e entre
0s aminoacidos 181 e 204 de sequéncias (AAKAKPVQKLDDDDDGDDTYKEERHNK) e
(LTRIKIPNPPKSFDDLKNIDTKKL). Essas sequéncias foram amplificadas, clonadas, expressas
e a reatividade das proteinas resultantes, foi testada por ELISA com vérios soros de pacientes
de leptospirose, confirmando serem as porc¢Ges imunodominantes da proteina.

A mutagio que causou a substituicio do aminoéacido Acido Aspartico por Asparagina,
na sorovariedade Canicola, esta localizada na mesma regido. Entretanto, ndo foi possivel
inferir se a proteina produzida a partir da sorovariedade Canicola exerce idéntica atividade
imune. A alteragdo encontrada na sequéncia de LipL32, da sorovariedade Canicola despertou
0 interesse em se pesquisar a influéncia da substituicdo de um aminoécido na estrutura da
proteina LipL32. Neste sentido, o software SwissModel foi utilizado in silico, para construir
0s modelos presumidos das estruturas terciarias da LipL32 das trés sorovariedades. A Figura
22 mostra que ndo foi possivel observar diferenca estrutural em funcéo da substituicdo do
aminoacido Acido aspartico por Asparagina, na posicdo 164 da sequéncia de LipL32 da
sorovariedade Canicola (Figura 22).
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Figura 22: Estrutura terciaria presumida de LipL32. Obtidas com o software SwissModel, baseada nas
sequéncias de aminoacidos geradas a partir do sequenciamento do gene com os iniciadores construidos
para gene lipL32 das sorovariedades Canicola, Icterohaemorrhagiae de Leptospira interrogans e
Grippotyphosa, de L. kirchneri.

Zhang, X.Y. et al. (2005) compararam as lipoproteinas LipL32, LipL41 e OmpL1, de
diferentes espécies de Leptospira, apds clonagem e sequenciamento, encontrando alto grau de
similaridade entre elas. Ao testar a reagcdo imune de um cassete de LipL32 e OmpL1, pela
técnica ELISA, contra soros de pacientes infectados com L. interrogans sorovariedade Lai,
obtiveram alta reatividade contra as proteinas. Amutha et al. (2007), clonaram e sequenciaram
0 gene lipL32 de seis sorovariedade patogénicos de Leptospira confirmando os 756 pb, que
apos alinhamento, revelaram pequena porcentagem de divergéncia, apenas entre as quatro

sorovariedades testados.

Em 2009*°, Murray e colaboradores comprovaram que a protefna LipL32 ndo é
diretamente responsavel pela viruléncia das leptospiras. Construiram L. interrogans
sorovariedade Manilae mutante para o gene lipL32 usando um transposon marinerl carreado
por um vetor. A linhagem mutante ficou indistinguivel da normal. Inocularam um grupo de
Golden Syrian Hamsters com leptospiras do tipo selvagem e outro grupo com as mutantes.
Entre 7 e 9 dias apo0s, todos 0s hamsters inoculados estavam doentes. Com esse experimento

provaram que LipL32 ndo e diretamente responsavel pela viruléncia de leptospiras.

Posteriormente, Habarta et al. (2011) observaram que grupos de cinco fémeas de
camundongos BALB/c inoculados com a proteina de fusdo toxina B do colera e LipL32
(CTB-LipL32) desenvolveram resposta imune especifica, com titulos bem mais altos, quando

comparados com os obtidos nos controles positivos, onde inocularam a CTB pura e LipL32
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pura. Essa pesquisa indicou a utilizacdo da toxina B do colera como proteina de fusdo a
imundgenos de Leptospira sp ou como adjuvante. Nessa pesquisa e em varias outras, LipL32
demonstrou que é fortemente imunogénica mas, sua real funcdo, na leptospirose, continua

desconhecida.

Apesar da imunogenicidade de LipL32, a eficacia de vacinas baseadas nessa proteina
ndo tem sido convincente, com baixos niveis de protecdo ou nenhuma protecdo observada na
maioria dos estudos. Um progresso significativo ja foi feito no sentido de determinar algumas
das funcbes de LipL32, mas essas funcbes ndo parecem justificar o custo de recursos
bacterianos para produzir esta proteina em larga escala, especialmente em face a aparente

redundéancia funcional observada (Murray, 2013).

5.2.2. Clonagem e expressao de LipL32 recombinante.

A preparacdo dos antigenos que foram utilizados no trabalho seguiu a metodologia
descrita por Haake et al. (1999), Zhang et al. (2005), Amutha et al. (2007), Cerqueira &
Picardeau, (2009) entre muitos outros, com pequenas adaptacoes.

A clonagem do gene lipL32 foi realizada no vetor pCR4-TOPO e E. coli DH5a. O
resultado foi constatado pela amplificacdo por PCR do DNA de algumas col6nias, escolhidas
aleatoriamente e usando os mesmos iniciadores da amplificagdo dos insertos de lipL32. A
Figura 23 mostra o perfil dos clones amplificados.
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Figura 23: Gel de agarose 1,2% mostrando os produtos da PCR de colonias de E. coli DH5a,
contendo o gene lipL32 ligado ao vetor pCR4-TOPO. Canaleta 1, marcador de tamanho molecular de
1 kb (Promega). Canaletas 2 a 11, produto dos clones contendo inserto de lipL32, Canaleta 12,
controle dos reagentes utilizados na reacdo de PCR e Canaleta 13 o controle positivo com um
segmento de lipL32 amplificado e purificado.
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RestricGes enzimaticas foram feitas para se confirmar a ligacdo dos insertos, para tal,
foi utilizado o DNA extraido por miniprep dos vetores clonados. O inserto contém nas
extremidades os sitios de restricdo para duas enzimas, Bglll e Hindlll, de forma que a
sequéncia se posicione in frame, no vetor de expressao. As etapas de separacao do inserto do
vetor de clonagem e a purificacdo do produto a partir do gel foram realizadas com sucesso. Na
mensuracdo por nanodrop, o inserto purificado apresentou alta concentracdo. Na figura 24,
podem ser observadas as etapas de preparo do segmento de LipL32 por restricdo com Bglll e
Hindlll e purificacdo do gel, de modo a expor os sitios coesivos para as enzimas BamHI

(=Bglll) e Hindlll, presentes também no vetor de clonagem (pTRcHis TOPO-
INVITROGEN).
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Figura 24: Géis de agarose a 1% mostrando etapas do preparo da ORF lipL32 para ligacdo ao vetor de
expressao. A) foto exibe o gel com os 3 segmentos amplificados de lipL32, utilizando os iniciadores
Bglll-LipL32-Fw e Hindlll-LipL32-Rv a partir do DNA gendmico das sorovariedades estudadas; B)
foto dos vetores Topo4 TA purificados contendo o inserto de interesse; C) observa-se um dos clones
apos restricdo por Bglll, tendo na 22 coluna um vetor fechado como controle; na foto D) observa-se a
separacao vetor-inserto apos a restricdo por Bglll e Hindlll; E)o inserto lipL32-Bglll-Hindlll, apds
purificacdo do gel.

No presente estudo, durante a preparacdo do inserto, a enzima BamHI néo foi usada. A
razdo € que andlises in silico indicaram que na seqiéncia de lipL32 existe um sitio de
restricdo para essa enzima. Entretanto isso ndo constituiu um problema ja que havia
disponivel outra endonuclease (Bglll), com sitio diferente, porem tendo uma porcéo coesiva
com a BamHI.

Nesse aspecto, a decisdo de expressar e purificar a proteina LipL32 foi mantida.
Apesar dos resultados de Murray et al. (2009°), outros pesquisadores (Haake et al., 2000;
Amutha et al., 2005; Boonyod et al., 2005; Bomfim et al., 2006; Hauk et al., 2008; Lin et al.,

2010; Habarta et al., 2011) tém comprovado a alta imunogenicidade dessa proteina, o que
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indica sua possivel utilizagdo como adjuvante imune. LipL32 é o antigeno que ocorre em
maior nimero e somente em leptospiras patogénicas. Por isso, sua funcdo, no processo de

infeccdo e viruléncia das leptospiras, precisa ser mais investigada.

Em estudos recentes, Pinne & Haake (2013), apresentaram fortes evidéncias de que a
proteina LipL32 esta localizada abaixo da superficie da membrana das leptospiras. Esse fato
certamente ira direcionar as analises relacionadas a atividade imunoestimulatoria da LipL32,

para regides especificas da sua estrutura, bem como na sua conformacéo in vivo e in vitro.

Os resultados dos procedimentos de preparacdo do vetor pTRcHis por meio de
restricdes com as endonucleases Hindlll e BamHI, sdo mostrados em gel de agarose (Figura
25).

Figura 25 - Geis de agarose 1% mostrando o processo de preparacdo do vetor de clonagem e
expressdo. Nos dois géis, as etapas da preparacdo do vetor pTRcHis. No primeiro gel pode ser
observada a separacdo do antigo inserto, por restricdes nos sitios para BamHI e HindlIll (situados no
polilynker do vetor), de maneira a exibir extremidades coesivas para posterior ligacdo a sequéncia de
lipL32. No segundo gel o vetor preparado e purificado.

5.2.3. Resultado do processo de ligacdo ao vetor pTRcHis TOPO e clonagem em E. coli
Topl0

A competéncia das células de E. coli Topl10 foi previamente testada, transformando-a
com 1,0 pl de um vetor fechado, de concentragcdo conhecida. O resultado foi obtido pela
contagem do numero de colbnias crescidas nas placas aplicadas com 100 pl da mistura
bactéria-vetor, resultando na obtencdo de 10° colénias em média. De acordo com Maniatis et

al.(1989) o ideal seria obter entre 10’ e 10° coldnias. A transformacdo em E. coli Top10,
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quimiocompetente, gerou muitas colonias contendo clones e a presenca dos insertos foi
testada, obtendo 100% de positividade.

5.2.4. Padronizacao do melhor tempo de expressao da proteina LipL32

O tempo demandado desde a inducdo (T=0) até a expressdo maxima da proteina
LipL32 foi de 4h:30h. O tempo de crescimento até a ODgy = 0,6 ou T=0, foi de 3 horas, a
37°C, sob agitacdo de 120 rpm. As aliquotas retiradas, em cada tempo escolhido apos a
inducdo foram analisadas em gel SDS-PAGE, corado por azul de Comassie, comparando com
as bandas de um marcador especifico para proteinas. (Figura 26).
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Figura 26: Gel SDS-PAGE 15% corado com comassie mostranto os resultados dos procedimentos de
padronizagdo para a obtencdo do melhor tempo de expressdo de LipL32. Canaleta 1, marcador de peso
molecular de proteinas (Prestained Protein Ladder -FERMENTAS), 2 a 4, perfis da LipL32
sorovariedade Canicola, nos tempos T=0, T=3h e T=4:30hs, respectivamente. Canaletas, 5 a 7, perfil
de expressdo da sorovariedade Icterohaemorrhagiae, nos T=0, T=3h e T= 4:30hs, respectivamente.
Canaletas, 8 a 10, perfil de expressdo da sorovariedade Grippotyphosa, T=0, T=3h e T=4:30hs,
respectivamente.

5.2.5. Verificacdo da forma de expressdo da proteina LipL32.

Os testes efetuados para verificar se a proteina LipL32 € expressa na forma soltvel ou
insoltvel, formando corpos de inclusdo, indicaram que ela é expressa nas duas fases, em

guantidade aparentemente iguais conforme mostrado na figura 27.
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Figura 27: Gel SDS-PAGE 15%, corado com comassie mostrando os perfis da LipL32 recombinante
nas Fases soluvel e insolivel. Canaletas 1 e 2, expressdo na forma soldvel no T=0 e T=4h30
respectivamente. Canaletas, 3 e 4, fase insolivel no T=0 e T= 4h30, respectivamente. Na ultima
canaleta esta o marcador de massa molecular (Prestained Protein Ladder— FERMENTAS).

5.2.6. Purificacdo da proteina LipL32 sintetizada em E. coli Top10.

A purificagdo da proteina sintetizada foi um passo importante para obtencdo do grau de
pureza necessario para os testes envolvendo esse antigeno (Figura 28). A figura 29 mostra um
dos cromatogramas obtidos do processo de purificacdo da proteina LipL32 por HPLC, no

AKTA-PLUS da GE Healthcare.

Figura 28: Géis SDS-PAGE 15%, corados por prata, mostrando o grau de pureza obtido com 50 ml da
>
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cultura induzida, de LipL32 recombinante. Em todas as canaletas amostras de LipL32 purificada em
coluna HisTrap contendo NiSO4, precedidas por marcador de peso molecular (Prestained Protein

Ladder- FERMENTAS).
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Figura 29: Cromatograma gerado no AKTA-Plus durante o processo de purificacdo da proteina
LipL32 de Leptospira, sorovariedade Icterohaemorrhagiae. No grafico a seta indica o pico
corresponde ao tubo 14 onde foi eluida maior concentragdo da proteina

5.2.7. Confirmacé&o de LipL32 por Western blotting com soro anti-leptospira.

O anti-soro anti-leptospiras, obtido ap6s inoculacdo da bacterina comercial (Fort-
Dodge) nos camundongos, foi usado no Western blot, para confirmar o tamanho da proteina
LipL32 expressa e a banda correspondente na leptospira integral. Na foto mostrada na figura
30 foram aplicados um marcador de peso molecular de proteinas (FERMENTAS), 10 ul de
cultura de leptospira lisada, a proteina LipL32 recombinante purificada e cultura da E. coli
Topl10 apds inducdo da expressdo de LipL32 e desnaturacdo por fervura, da fragdo proteica.
Pode ser observada a banda equivalente a LipL32 com 32 kDa na canaleta aplicada com a

cultura de leptospiras. (Figura 30).
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Figura 30: Western blot resultante da confirmacao de LipL32, revelada pela ligacéo ao anti-soro anti-
leptospira total. Da esquerda:o marcador de peso molecular, A- o produto da lise de leptospira integral,
B- a proteina LipL32 purificada e C- o produto da E. coli recombinante induzida. A revela¢éo ocorreu
com a ligacdo ao anti-soro anti-leptospira, produzido em camundongos, revelado pela ligacdo ao
antissoro anti-mouse contendo peroxidase. A seta indica a posi¢do da banda de 35 kDa do marcador de
proteinas (FERMENTAS)
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A clonagem e expressdo de LipL32 em E. coli Topl0 foi obtida com sucesso. O
produto testado por Western blot confirmou o peso molecular da fragdo de LipL32, e foi
comparado com uma banda de mesmo tamanho obtida da leptospira lisada, aplicada no gel e
da bactéria recombinante com LipL32 induzida. Dessa proteina purificada, foi obtido um soro
especifico, em camundongos BALB/c, para reconhecer os produtos proteicos de LipL32, nas

proximas indugdes.

5.2.8. Determinacdo da concentracdo da proteina LipL32 purificada, pelo método de
Bradford.

Com o volume de 50 ml de cultura induzida, foram obtidos, em média, 398 ug da
proteina purificada, correspondendo a média de 7,96 mg/litro. No quadro 11, a seguir estao
dados referentes a leitura Optica das fragdes obtidas na eluicdo da proteina LipL32 e uma

proteina padréo (BSA-0,3 pug/ul) apds a purificacdo no AKTA Plus.

Quadro 11 - Calculo da concentragdo de LipL32 purificada. Os tubos contendo a proteina LipL32
resultante de duas purificagcbes por HPLC, tiveram sua quantidade proteica calculada, por
absorbancia em 595 nm, usando o reagente de Bradford, em relacdo ao padrdo (soro-albumina
bovina-BSA a 3,0 pg/pl).

Tubo com . .
produto da Abso;l;:::la em Con;e\gr}'::rgao Volumfocl‘c:;tendo
eluicdo

13A 0,061 0,0135 769,0 ul
14A 0,173 0,0453 222,0ul
15A 0,130 0,331 30,0ul
16A 0,030 0,0047
17A 0,015 0,0041
18A 0,028 0,0041
13B 0,128 0,033 303,0ul
14B 0,654 0,182 55,5 ul
15B 0,169 0,044 227,0ul
16B 0,069 0,016
17B 0,023 0,0027
18B 0,024 0,003
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Haake et al. (2000) expressaram essa lipoproteina ligada ao vetor pRSETc, (que tal
como o pTrcHis, adiciona 6 histidinas a porcdo N-terminal da proteina), em E. coli
BLR(DE3)pLysS. Purificaram por cromatografia de afinidade em colunas de niquel,
solubilizando-a em 6 M de hidrocloreto de guanidina e dialisando-a, para depois corta-la do
gel SDS-PAGE e dessecé-la. Com essa técnica obtiveram 150 pg de LipL32 purificada. Os

autores ndo informam o volume de cultura usado na purificagéo.

Huang et al. (2008), expressaram LipL32 com o mesmo vetor que Haake et al. (2000)
e obtiveram a proteina na forma insoltvel. Usaram alta concentragdo de ureia para obtencao
da proteina ao natural e purificaram-na com o mesmo tipo de coluna de niquel que foi usada
nessa pesquisa. Os autores afirmam que por western blot, com antissoro especifico,

observaram alto nivel de expressédo de LipL32.

Luo et al. (2009) clonaram sequéncias de varios genes lipL32 em pET42a, em E.coli
BL21, induziram com IPTG e ndo as obtiveram na forma soltvel. Purificaram-nas por
cromatografia, em colunas de afinidade contendo niquel, eluindo-as em tamp&o com gradiente
decrescente do hidrocloreto de guanidina, renaturando-a, no final, com a concentracdo
minima desse sal (0,5M). Conseguiram 1 mg/ml de proteina purificada, que corresponde a

79,6 vezes a quantidade que foi obtida nesse trabalho.

Habarta & Abreu (2011) obtiveram 20-30 mg por litro de cultura induzida, de LipL32-
CTB, expressa em fusdo com CTB (Cholera toxin), por cromatografia em coluna de afinidade
(Ni®"). Essa quantidade é quatro vezes maior que a conseguida nesse trabalho, entretanto,
Chalayon et al. (2011), purificaram varias lipoproteinas de Leptospira usando protocolos
semelhantes mas ndo conseguiram grande quantidade das proteinas LipL32 e LipL41,
purificada, apesar de terem testado 8 M de tampéo de ureia para solubilizacdo e purificado

com imidazol em colunas His-Trap com (Ni?*).

Considerando a quantidade de proteina LipL32 obtida, na maioria dos trabalhos
citados, observou-se que o que foi obtido de LipL32 nessa pesquisa, esta na faixa normal,
uma vez que vem sendo purificada apenas a fracdo soltvel do produto expresso. O pellet,
contendo a fragdo insollvel estd sendo mantido sob-congelamento, podendo ser utilizado,
eventualmente. Mais importante foi o grau de pureza obtido no processo, sem haver

necessidade do uso de tampdes desnaturantes.
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Para sua administracdo por via oral é necessario que as proteinas sejam protegidas do
pH &cido estomacal. Essa etapa podera ser contornada com o encapsulamento dos antigenos,
para que sejam liberados apenas no duodeno ou protegendo-os pelo envolvimento em geis
emulsificantes, tal como sdo feitos com algumas vitaminas e farmacos sensiveis aos acidos
estomacais, além disso, para que possa ser usada nos testes, como adjuvante imune, LipL32

purificada ainda devera ser dialisada e dessecada.
5.2.9. Producéo de antissoro policlonal, especifico para LipL32

O soro anti-LipL32, produzido em camundongos BALB/c, foi testado por Western
blot e o resultado estd mostrado na Figura 31. No gel SDS-PAGE foi aplicada uma aliquota
da proteina LipL32 purificada, uma amostra da cultura de E. coli Topl0 contendo LipL32
induzida e igual volume da Leptospira integral lisada, nessa ordem, precedidas de um
marcador de peso molecular de proteinas. As bandas obtidas confirmam o tamanho da
proteina purificada que € compativel com a proteina correspondente na Leptospira integral e

com o produto expresso na E. coli Top10.
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Figura 31: Gel de SDS-PAGE 15% mostrando os produtos da confirmagdo por Western blot do anti-
soro anti-LipL32, produzido em camundongos. Partindo da esquerda o marcador de tamanho
molecular de proteinas (FERMENTAS), nas canaletas 2, 4 e 6 canaletas: a proteina purificada, E. coli
Topl0 com LipL32 recombinante e a Leptospira integral lisada, respectivamente.

Esse soro especifico, anti-LipL32, ser4 usado para confirmagcdo da expressdo da

proteina em novos cultivos e expressao.
5.2.10. Obtencdo das sequéncias da proteina Loa22 de Leptospira.

Como principal imunogeno, para testar o efeito vacinal, escolheu-se a proteina Loa22,

pouco estudada, mas que ja teve confirmada sua participacdo direta na viruléncia das
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leptospiras (Ristow et al., 2007). A lipoproteina LipL32 devera participar como adjuvante

imune de vacina da proteina sintética Loa22 ou expressa fusionada a proteina Loa22.

Os iniciadores construidos para amplificacdo da sequéncia de Loa 22 foram testados
inicialmente em trés temperaturas diferentes de anelamento. No gel abaixo, estdo as bandas
correspondentes a aproximadamente 580 pb de cada um, das trés sorovariedades amplificadas,
contendo sitios de restricdo para as endonucleases Bglll e Hindlll. O comprimento das
sequéncias obtidas esta de acordo com o publicado por Ristow et al., (2007) e Koizumi e

Watanabe (2003), para essa proteina, correspondendo a 575 pares de bases. (Figura 32).
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Figura 32: Gel de agarose 1,5% mostrando o resultado do teste de amplificacdo do gene para a OmpA
like protein (Loa22). As sequéncias da proteina das trés sorovariedades do estudo (Canicola,
Icterohaemorrhagiae e Grippotyphosa), amplificaram bem nas trés temperaturas de anelamento
testadas. A seta indica a posi¢do de 500 pb do marcador usado.

O sequenciamento do gene loa22, obtido a partir da amplificacdo resultou algumas
sequéncias incompletas e alinhadas entre si exibiram um grau de homologia que variou de 94
a 98%. Porém, quando as sequéncias obtidas neste estudo foram alinhadas com as duas
unicas sequéncias de loa22 existentes no Genbank (sorovaridades Manilae e Copenhageni),
confirmou-se a identidade do segmento e foi encontrado um grau de homologia de 98,5%.
Anexo 3,4 e 5.

Loa22 ¢ uma proteina pouco investigada, por isso ainda ndo estdo disponiveis, muitas
sequéncias desse gene. A partir do genoma total, de quatro sorovariedades patogénicas
publicadas, foram obtidas algumas com correspondéncia, que foram comparadas por

alinhamento (anexos 3, 4 e5).
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Tal como foi observado para LipL32, o resultado do alinhamento da sequéncia parcial
de Loa22, ja confirma que ela é bastante conservada evolutivamente, assegurando que sua
funcdo é realmente essencial no ciclo de vida das leptospiras 0 que a torna uma provavel
candidata como principal antigeno. Interessante € a existéncia de um gene ortélogo para essa

proteina, nas leptospiras saprofiticas.

Na Figura 33, é mostrado o gel obtido apds clonagem, miniprep, purificacdo e
linearizacdo, por restricdo com Hindlll, dos gene Loa22, das trés sosrovariedades testadas

nesse estudo, ligadas ao vetor pRC4-TOPO.

4.072pb — = "u‘
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Figura 33: Gel de agarose 0.8% mostrando o vetor pRC4TOPO recombinante contendo os trés
insertos de loa22, apos restricdo com a endonuclease Hindlll, que linearizou os vetores. Na ultima

canaleta foi aplicada amostra de um dos clones ndo submetido a restricao.

Com a construcao de novos iniciadores para amplificar o gene de loa22, contendo 0s
sitios de restricdo para Bglll e Hindlll, tal como foi realizado para a clonagem de LipL32,
foram obtidas as sequéncias, feita a clonagem e preparacdo dos insertos, de modo a ligarem
in frame no vetor de expressdo. Os clones no vetor pCR4 TOPO foram obtidos, com sucesso e

digeridos com as endonucleases Hindlll e Bglll .
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6. CONCLUSOES

Tentando-se aliar a busca por um antigeno protetor contra leptospirose as pesquisas
atuais em imunologia, que tém demonstrado a importancia da resposta imune inata das
membranas mucosas na protecdo contra patdgenos, varios pesquisadores avaliam o estimulo
de diferentes antigenos, quando inoculados via mucosa, em varias regides do corpo. Além
disso, estudos sugerem a substituicdo dos microrganismos patogénicos atenuados por
bactérias da microbiota autdctone, como adjuvantes ou carreadores de vacinas genéticas, para
contornar o risco de reversdo da patogenicidade.

O isolamento e testes de caracterizagdo probidtica dos lactobacilos, isolados das fezes
de cées lactentes, resultaram em duas espécies com bom potencial probi6tico. A linhagem L.
reuteri testada foi eficiente em modular a resposta imune com a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e regulatédrias, provando ser um bom microganismo probiodtico. A resposta
imunomodulatéria de L. paraplantarum (isolado 15) ndo apresentou a intensidade desejada
para ser bom probié6tico ou adjuvante imune. Assim os isolados 5, 7, 8, 10 e 14, que
apresentaram bom potencial nos testes in vitro, devem ser testados em sua capacidade
imunomodulatéria com o objetivo de encontrar a eficiéncia pro-inflamatéria desejada para um
adjuvante imunolégico e terem sua eficiéncia comparada durante a infecgdo experimental com
Leptospira.

Da mesma forma, a escolha do antigeno vacinal contra a leptospirose tem exigido muita
pesquisa envolvendo a funcdo das proteinas de leptospira que ainda sdo pouco conhecidas.
Um antigeno que induza uma resposta protetora contra essa doenca deve possuir forte
identidade na sua sequéncia com as do mesmo antigeno, de sorovares diferentes, para que o
efeito vacinal ndo seja sorovar especifico. Atualmente, busca-se na interacdo entre dois ou
mais antigenos, o efeito imunoldgico protetor desejado. A escolha | de LipL32 teve ldgica das
respostas obtidas por muitos pesquisadores, em relacdo ao potencial imunogénico dessa
lipoproteina. Mesmo tendo sido comprovado que LipL32 ndo é responsavel pela viruléncia
essa proteina é um potencial adjuvante, enquanto, a sele¢do da proteina Loa 22 teve ldgica na
comprovacao de que leptospiras mutantes, para essa proteina, ndo causam a doenca e no
desafio de testar uma proteina que ainda € pouco estudada, investigando sua atuacdo na

inducdo de uma resposta imune com potencial vacinal.
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ANEXO 1 - Perfis de restricdo usados na identificagdo por PCR-ARDRA, da regido do
espacador transcrito entre os genes 16S e 23S do RNA ribossémico, de Lactobacillus spp.
As cruzes representam as bandas do espacador transcrito que foram cortadas pelas
endonucleases.
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et | ——— | +++ | +++ —_ JE— —— ] +++ | -——-— - -——- ——— | L agilis
ot | ——— | === | #++ | ——— —— |+ | = = | ——- - ——— | L satsumensi
+ 4+ —_——— === +++ —_— —_ + 4+ + 44+ +—— —_— + 44+ —_— {_ﬁmfh-grm
+++ | —— | —— | v+ + Jp— JEp— +++ | — | ——— - - ——— | L mali
ot | ——= | === #++ | ——= —_—— ] === #++ | s+ | ——= - ——— | L. paraplotarun
+4+ | —— [ —— [ #++ | —— JE— —— | | 4 - - ——— | L. pentosus
+4+ | — | —— [ #++ | —— JE— —— |+ | 4 - B ——— | L. plantaum
+4+ | —— | —— [ #++ | +—- J— —— |+ | 4 - - ——— | L. plantaum
+++ | —— | ——— | +++ - - ——— | +++ +++ - +++ ——— 1L k,%ﬁ}'j
4+ | —— | —= [ +#++ | —— —— | =] s+ | s+ | ——— +4++ ——— | L. hilgardi
+++ | ——— | ——— ] +++ —-——— - ——— | +++ | +++ —-——— +++ ——= | L. parafarragns
+++ | — | — ] —— ] +—- +4++ | +++ | — | —— | ——= +4++ ——— | L. camelliae
ot | ——— | —— | ——= | ——= ——— | +++ | s+ | == | ——= 4+ +++ | L alimentaris
4+ | —— | —— [ —1 === J— +++ | +++ | +—— - +++ +++ | L paralimentaiu
w4+ | ——— | —— | ——= | ——= ——— | +++ | | == | ——= e+ ——— | L animali
4+ | -] o= —-=1 === —_—— |+ | ——= ] +—= - 4+ ——— | L rossias
+++ | —— | —— ] —— e - +++ | ——— - —+— - ——— VL vimi
w4+ | —— | ———= | ——= | ——= N ET L N s e—— 4+ ——— | L sakesi
+++ | — | —— | —— - - ——— | +++ +++ - +++ ——— | I diolhvoroes
+++ | —— | —— ] —— e - ——— | +++ - - +++ ——— | L. Bravis
a4+ | —x | —— | +—— — =] 1 -1 --- +++ | ——— | I kaliversi
_— 44 —_ —_— +++ —_ —_ —_— - - - ——— | L. delbruscldi
——laet] —o | —— | +—— — | —1] —1 -1 +++ +++ | +++ | L acidophilus
— || ——] -1 =—- +4+ - - ——- +4+ +++ +++ | [ crispats
—_— s | ] -] +—- +++ | —— | — | —— | +++ +++ +++ | L keftranofaciens
——— === === ] +++ _-_— _— +++ | ——= _ _— - ——= | L. salivarius
| ——— | —— [ 3+ . Jp— +4+4+ | ——— | +—— - -——— ——— | L. ruminis
— ] —] | —— +++ | +++ | +++ | ——— | ——= +++ | ——— | L casei
—_—— - -] - _-_— +++ +++ | ——= +—— _— +++ ——= | L. rhamnosus
- -] -] - e +++ - ——- +—— - - +++ | [ iners
—_—— - -] - _-_— +++ —_——— -—- _ —-_— + - +++ | I gasseri
[N S N —— JEp— +4++ - —— - ——= +—— ——— | L. johnsonii
-] —1——1 === 4+ | ——— | ——— | ——— | ——= | ——= | ——— | L jernsenii
—_— - -] -—- —_ - - - +—— —_ +++ + 4+ [_pgrgjgm
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Alinhamento das sequéncias do gene lipL32 das leptospiras dos sorovariedade Canicola,
linhagem Hond Utrech e Icterohaemorrhagiae, linhagem RGA de L. interrogans e Grippotyphosa,
linhagem Moskva V de L. Kirschneri.

Can-Lip
Ictero-Lip
Grippo-Lip

Can-Lip
Ictero-Lip
Grippo-Lip

Can-Lip
Ictero-Lip
Grippo-Lip

Can-Lip
Ictero-Lip
Grippo-Lip

Can-Lip
Ictero-Lip
Grippo-Lip

Can-Lip
Ictero-Lip
Grippo-Lip

Can-Lip
Ictero-Lip
Grippo-Lip

Can-Lip
Ictero-Lip
Grippo-Lip

Can-Lip
Ictero-Lip
Grippo-Lip

Can-Lip
Ictero-Lip
Grippo-Lip

Can-Lip
Ictero-Lip
Grippo-Lip

Can-Lip
Ictero-Lip
Grippo-Lip

Can-Lip
Ictero-Lip
Grippo-Lip

Can-Lip
Ictero-Lip
Grippo-Lip

ATGAAAAAACTTTCGATTTTGGCTATCTCCGTTGCACTCTTTGCAAGCATTACCGCTTGT
ATGAAAAAACTTTCGATTTTGGCTATCTCCGTTGCACTCTTTGCAAGCATTACCGCTTGT
ATGAAAAAACTTTCGATTTTGGCTATCTCCGTTGCACTCTTTGCAAGCATTACCGCTTGT
ko K ok ok ok ko ok o ok ok ok ok ok K ok K ok ok ok ok o ok ok ok o ok ok ok K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok K ok ok ok Rk kR kK
GGTGCTTTCGGTGGTCTGCCAAGCCTAAAAAGCTCTTTTGTTCTGAGCGAGGACACAATC
GGTGCTTTCGGTGGTCTGCCAAGCCTAAAAAGCTCTTTTGTTCTGAGCGAGGACACAATC
GGTGCTTTCGGTGGTCTGCCAAGCCTAAAAAGCTCTTTTGTTCTGAGCGAGGACACAATC
ok ok ok ok ok ok ko ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK kK
CCAGGGACAAACGAAACCGTAAAAACGTTACTTCCCTACGGATCTGTGATCAACTATTAC
CCAGGGACAAACGAAACCGTAAAAACGTTACTTCCCTACGGATCTGTGATCAACTATTAC
CCAGGGACAAACGAAACCGTAAAAACGTTACTTCCCTACGGATCTGTGATCAACTATTAC
ek o K ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok K ok K ok ok ok ok o ok ok ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o kK ok K ok X kR ok Rk kR kK
GGATACGTAAAGCCAGGACAAGCGCCGGACGGTTTAGTCGATGGAAACAAAAAAGCATAC
GGATACGTAAAGCCAGGACAAGCGCCGGACGGTTTAGTCGATGGAAACAAAAAAGCATAC
GGATACGTAAAGCCAGGACAAGCGCCGGACGGTTTAGTCGATGGAAACAAAAAAGCATAC
ko K ok ok ko ok o ok ok ok K ok K ok K ok ok ok ok o ok ok ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok Rk ok ok
TATCTCTATGTTTGGATTCCTGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTTCCCCA
TATCTCTATGTTTGGATTCCTGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTTCCCCA
TATCTCTATGTTTGGATTCCTGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTTCCCCA
ok ok ok ok ok ok ok ke ok e ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k kK
ACAGGCGAAATCGGTGAACCAGGCGACGGAGACTTAGTAAGCGACGCTTTCAAAGCGGCT
ACAGGCGAAATCGGTGAGCCAGGCGACGGAGACTTAGTAAGCGACGCTTTCAAAGCGGCT
ACAGGCGAAATCGGTGAACCAGGCGATGGAGACTTAGTAAGCGACGCTTTCAAAGCGGCT
Kok ko Kk kKR kK | kKK kK | ko ko ok ko ok ko ko ok Xk ko ko ke ko ok ko ko
ACCCCAGAAGAAAAATCAATGCCACATTGGTTTGATACTTGGATCCGTGTAGAAAGAATG
ACCCCAGAAGAAAAATCAATGCCACATTGGTTTGATACTTGGATCCGTGTAGAAAGAATG
ACCCCAGAAGAAAAATCAATGCCACATTGGTTTGATACTTGGATCCGTGTAGAAAGAATG
ok ko ko K kK ok Kk ko ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ko ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o ok ok ok ko ok kK ko R kK
TCGGCGATTATGCCTGACCAAATCGCCAAAGCTGCGAAAGCAAAACCAGTTCAAAAATTG
TCGGCGATTATGCCTGACCAAATCGCCAAAGCTGCGAAAGCAAAACCAGTTCAAAAATTG
TCGGCGATTATGCCTGACCAAATCGCCAAAGCTGCGAAAGCAAAACCCGTTCAAAAATTG
ok ok o KK o KK o K ok KoK kK ok Ko K ok K ok Kk K ok K ok Kk K ok Kok ko KKK | Kok K ok ok ok ko ko ko
GACGATGATGATAATGGTGACGATACTTATAAAGAAGAGAGACACAACAAGTACAACTCT
GACGATGATGATGATGGTGACGATACTTATAAAGAAGAGAGACACAACAAGTACAACTCT
GACGATGATGATGATGGTGACGATACTTATAAAGAAGAGAGACACAATAAGTACAACTCT
R R
CTTACTAGAATCAAGATCCCTAATCCTCCAAAATCTTTTGACGATCTGAAAAACATCGAC
CTTACTAGAATCAAGATCCCTAATCCTCCAAAATCTTTTGACGATCTGAAAAACATCGAC
CTTACTAGAATCAAGATCCCTAATCCTCCAAAATCTTTTGACGACCTGAAAAACATCGAT
ko ok ok ok K KK ok Ko kKo kKK kK XKk Kok kKRR K | Xk ko ko ko ko |
ACTAAAAAACTTTTAGTAAGAGGTCTTTACAGAATTTCTTTCACTACCTACAAACCAGGT
ACTAAAAAACTTTTAGTAAGAGGTCTTTACAGAATTTCTTTCACTACCTACAAACCAGGT
ACTAAAAAACTTTTAGTAAGAGGTCTTTACAGAATTTCTTTCACTACCTACAAACCAGGT
ko ke ok ok ok ok ke ok o ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok o ok ok ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok kR ok kR ok
GAAGTGAAAGGATCTTTCGTTGCATCTGTTGGTCTGCTTTTTCCACCAGGTATTCCAGGT
GAAGTGAAAGGATCTTTCGTTGCATCTGTTGGTCTGCTTTTCCCACCAGGTATTCCAGGT
GAAGTGAAAGGATCTTTCGTTGCATCTGTTGGTCTGCTTTTCCCACCAGGTATTCCAGGT
R
GTGAGCCCGCTGATCCACTCAAATCCTGAAGAATTGCAAAAACAAGCTATCGCTGCTGAA
GTGAGCCCGCTGATCCACTCAAATCCTGAAGAATTGCAAAAACAAGCTATCGCTGCTGAA
GTGAGCCCGCTGATCCACTCAAATCCTGAAGAATTGCAAAAACAAGCTATCGCTGCTGAA
ek o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok o ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K kR kR ok ok ok kK
GAGTCTTTGAAAAAAGCTGCTTCTGACGCGACTAAGTAA 819
GAGTCTTTGAAAAAAGCTGC——————————————————— 800
GAGTCTTTGAAAAAAGCTGCTTCTGACGCGACTAAGTAA 819

KAk kKK Ak A kA Ak khk Ak hkk*k

60
60
60

120
120
120

180
180
180

240
240
240

300
300
300

360
360
360

420
420
420

480
480
480

540
540
540

600
600
600

660
660
660

720
720
720

780
780
780
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ANEXO 3:

Alinhamento das sequéncias de nucleotideos de loa22 dos sorovariedade Canicola,
linhagem Hond Utrech e Icterohaemorrhagiae, linhagem RGA de L. interrogans e
Grippotyphosa, linhagem Moskva V de L. Kirschneri, usando o software ClustalW.

Loa2IcteroFW
Loa3GrippoFwW
LoalCanFwW

Loa2IcteroFW
Loa3GrippoFW
LoalCanFwW

Loa2IcteroFW
Loa3GrippoFW
LoalCanFwW

Loa2IcteroFwW
Loa3GrippoFwW
LoalCanFwW

Loa2IcteroFwW
Loa3GrippoFW
LoalCanFwW

Loa2IcteroFW
Loa3GrippoFW
LoalCanFwW

Loa2IcteroFwW
Loa3GrippoFW
LoalCanFW

Loa2IcteroFwW
Loa3GrippoFW
LoalCanFwW

Loa2IcterofFW
Loa3GrippoFW
LoalCanFWwW

Loa2IcteroFwW
Loa3GrippoFW
LoalCanFW

---TCACAT--GTCTGCTCCTCTGCTGAATTAAAA-AGGAATCCGCAGCTCCTGAGCCT
FWTTTNTATCCATCTGCTCCTCTGCTGAAAAAAAA-AGGAATCCGCAGCTCCTGAGCCT
————— CTGN---TCTGCTC-CTGCTGAATAAAAAAGAGGAATCCGCAGCTCCTGAGCCT

KAk KAk KKKk KAk KAk Kk kKKK khkkKk KAk KAKAKAAKIKIKIKIIAXAXXAXAKAXAXK KX KK

TCAACGCAAGAGCAATCCGCAGCTGCAAACAGAAATGTT-ACGTCAATTCTCCGGAAGC
TCAACGCAAGAGCAATCCGCAGCTGCAAACAGAAACGTT-ACGTCAATTCTCCGGAAGC
CAACGCAAGAGCAATCCGCAGCTGCAAACAGAAACGTTTGACGTCAATTCTCCGGAAGC

KAKAKAKAKAKAKAKAAAKAAXAAXAAAAXA XA XA IAIAAAAKAAKAKAAAKN KA hkk A A A A AAAA I I I IAXAXAK KKK XK

ATCGCAGATTCTTTAAACGAAAAACTAAAAGATTTCCGATATCCAGACGGTTTAACTCG
ATCGCAGATTCTTTAAACGAAAAACTAAAAGATTTCCGGTATCCAGACGGTTTAACTCG
ATCGCAGATTCTTTAAACGAAAAACTAAAAGATTTCCGGTATCCAGACGGTTTAACTCG

EE R I I I I I I I S I S I I I I I R R R R R R I R S I I I I I S S I R I I I I I 2 I 2 I I I I

CCTGGATTTAGTTATAAAAAAGCGGATGTTACCCCTGGTGATTTCAGCGAGTGGTCTAA
CCTGGATTTAGTTATAAAAAAGCGGATGTTACCCCTGGTGATTTCAGCGAGTGGTCTAA
CCTGGATTTAGTTATAAAAAAGCGGATGTTACCCCTGGTGATTTCAGCGAGTGGTCTAA

R Rk I S S S S S S S S A I S A S I 2 2 I I Ik Ik Ik E Sk S h S S Ik S S S S S S S h I Ik kI S S S S S S S S S

AACAAACGCTCCTGTAATCAAAGAAG---—-—- GTC--TTGGAAAA---—-—--— TTCCAG-
AACAAACGCTCCTGTAATCAAAGAAG-—--—-—- GTC--TTGGAAAA---—-——--— TTCCAG-
ACAAACGCTCCTGTAATCAAAAAGGAAAGGGGTCCTTTGGGAAAAAACCTTTTCCCAGG
Khkkkhhkhkkhhhk Ak hhkxrkhhkkx * * * ok x kK k ok KoKk * ok ok ok K

-ATAGG--TTTA--CCGCCTTCCTT--AGAATTTACATGTGGACCAACCACCCCGGAAT
-ATAG---TTTA--C-GCT---CTT--GGAAATTTACAGG--GACCAACAACCC-GGA-
AATAAGGTTTTAACCGGCCTTCCTTTNGAAAATTTACCAG-GACCAACCAACCCGGAA

* * % * Kk Kk k * k% * k% * * Kk Kk Kk Kk kK * XKk Kk k Kk kk * kk kKK

TTGCCNGAATCCCGGGGTCTCCCCCGGAAA-CAAAAGGCCAAG-AGGGGTTGGCTTAAA
TTGCCGA---TCCGGG---TTCCCCGGAAA-CCAAAGGCAAGG-AAGGG--GGCTTAAA
TGCCGGAA-TCCGGGG--CCCCCGGAAAACCAAAGGCCAAGGAAAAGGGTTGCTTAAA

* Kk Kk kK * Kk kK kK Kk kA KKk KkKkKkkhk Kk Kkkhkkkkkk Kk Kk Kk*k * KKKk kK KKk

AGGGGGGAAACTTATTTTTTTAACTTCCTTGGAAGCCTTTCCGTTGGCCCAAATTNGCC

AAGGGAA---—-- TTATTTTTT-AACTTCCTTGAAGGCCNT-CCGT--GCC--AATTCC-
AAAGGGAAA---TTATTTTTT-AACT-CCTTG-AAGCCTT-CGGTGGCCAACATTGCC-
K,k ko Khkkkhkkkx Kk Khkkk KkhkxkkKk *x Kkk Kk Kkkx * * % *  * *

AGGTTAAAACCAAAGGCCTTTTTTAATTCCGAAGAAACACAACGG-AATTTCCCCAGGC

-GGTTTAAACCAA-GGCNTTT----ATTCC----~- AAC-CAATGGCGAATCTCC--GGC
-GGTTTAAACCAA-GGCCTTTT---ATCC---—-—-~- AAGCCAG-GGCGAATTCCC--GGC
Kk kk Kxkkkx Kk Kkkx  Kkokk * % x * % * % K,k ok ok ok ok * % * % x

AAAATTCCGGTTATTCCGGTTTANCCTTCAAAGTGGTTGNCANGGGTTTCCTTTTCCCC
CAAAATNC--GTTATTC--GTTTACCTT--—-AAG-————-=——-=————————————————
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Alinhamento das sequéncias de loa22, dos sorovariedade Canicola, linhagem Hond
Utrech e Icterohaemorrhagiae, linhagem RGA de L. interrogans e Grippotyphosa, linhagem
Moskva V de L. Kirschneri, desse trabalho, com a sequéncia do gene correspondente em L.
interrogans, sorovariedade Copenhageni (GenBank: AE016823.1).

CanicolaFW 6 TCTGCTCCTCTGCTGAATTAAAAAGAGGAATCCGGCAGCTCCTGAGCCTTCAACGCAAGA 65

Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

221289 TCTGCTCCTCTGCTGAA-AAAAAAGAGGAATCC-GCAGCTCCTGAGCCTTCAACGCAAGA 221232

66

GCAATCCGCAGCTGCAAACAGAAATGTTGACGTCAATTCTCCGGAAGCGATCGCAGATTC 125

221231 GCAATCCGCAGCTGCAAACAGAAATGTTGACGTCAATTCTCCGGAAGCGATCGCAGATTC 221172

126 TTTAAACGAAAAACTAAAAGATTTCCGATATCCAGACGGTTTAACTCGTCCTGGATTTAG 185
o AT .,
186 TTATAAAAAAGCGGATGTTACCCCTGGTGATTTCAGCGAGTGGTCTAAAACAAACGCTCC 245
s ML,
246 TGTAATCAAAGAAGGTCTTGGAAAACTTCCAGATAGGTTTACGCTCTTTGGAAAATTTAC 305

221051 TGTAATCAAAGAAGGTCTTGGAAAACTTCCAGATAG-TT-ACGCTCTT-G-AAA-TT-AC 220998

306

AGG
[

220997 AGG

IcteroFw6l CCTGT-AA-TTT-C-AAGAGCGT-AA-CTATCTGGAAGTTTTCCAAGACCTTCTTTGATT

Sbjct 308
Query 115
Sbjct 248
Query 175
Sbjct 188
Query 235
Sbjct 128
Query 295
Sbjct 68
Query 353
Sbjct 8

GrippoFwl
Sbjct 394
Query 46
Sbjct 334
Query 89
Sbjct 274
Query 145
Sbjct 214
Query 205
Sbjct 154
Query 265
Sbjct 94

Query 325
Sbjct 34

N N N e N N N N N N N R NN NN NN
CCTGTAAATTTTCCAAAGAGCGTAAACCTATCTGGAAGTTTTCCAAGACCTTCTTTGATT

ACAGGAGCGTTTGTTTTAGACCACTCGCTGAAATCACCAGGGGTAACATCCGCTTTTTTA

RSN NN N N N N N AN N N AN RN
ACAGGAGCGTTTGTTTTAGACCACTCGCTGAAATCACCAGGGGTAACATCCGCTTTTTTA

TAACTAAATCCAGGACGAGTTAAACCGTCTGGATATCGGAAATCTTTTAGTTTTTCGTTT

SN NN R N N NN N AR NN NN N NN N
TAACTAAATCCAGGACGAGTTAAACCGTCTGGATATCGGAAATCTTTTAGTTTTTCGTTT

AAAGAATCTGCGATCGCTTCCGGAGAATTGACGTCAACATTTCTGTTTGCAGCTGCGGAT

NN N N N N N R N NN N NN N
AAAGAATCTGCGATCGCTTCCGGAGAATTGACGTCAACATTTCTGTTTGCAGCTGCGGAT

TGCTCTTGCGTTGAAGGCTCAGGAGCTGC-GGATTCCTCtttttt~ttCAGCAGAGGAGC

FELEErrrertert et e ettt e et fei e
TGCTCTTGCGTTGAAGGCTCAGGAGCTGCCGGATTCCTCTTTTTAATTCAGCAGAGGAGC

AGA

| ]
AGA

6
TAAAAAAT-ATTT-CCTTTTTT-AGC-A-CC-TT-CT-G-C-TTG-TT-C-GGGA-CC-G
N N N N N N S A A A S B N
TAAAAAATAATTTCCCTTTTTTAAGCAACCCTTTCCTGGCCTTTGTTTCCGGGGACCCGG

A-TC-GC-AT-C-GG-TGT-GT-C-CTGT-AA-TTTC-AA-GAG-CGT-AACT-ATCT-G
N N N N N N N N N e N e N N A N A N
ATTCGGCAATCCGGGTTGTGGTCCGCTGTAAATTTTCAAAGGAGCCGTAAACTAATCTGG

G-AAG--TTTTC-CAAGACCTTCTTTGATTACAGGAGCGTTTGTTTTAGACCACTCGCTG

N N N N N N N N N NN N NN
GAAAGTTTTTTCGCAAGACCTTCTTTGATTACAGGAGCGTTTGTTTTAGACCACTCGCTG

AAATCACCAGGGGTAACATCCGCTTTTTTATAACTAAATCCAGGACGAGTTAAACCGTCT

NN RN NN N N N N N N AN N NN
AAATCACCAGGGGTAACATCCGCTTTTTTATAACTAAATCCAGGACGAGTTAAACCGTCT

GGATATCGGAAATCTTTTAGTTTTTCGTTTAAAGAATCTGCGATCGCTTCCGGAGAATTG

FEEEE T TP
GGATACCGGAAATCTTTTAGTTTTTCGTTTAAAGAATCTGCGATCGCTTCCGGAGAATTG

ACGTCAACATTTCTGTTTGCAGCTGCGGATTGCTCTTGCGTTGAAGGCTCAGGAGCTGCG

[ E e e e e Ll
ACGTCAACGTTTCTGTTTGCAGCTGCGGATTGCTCTTGCGTTGAAGGCTCAGGAGCTGCG

GATTCCTCttttttttCAGCAGAGGAGCAGAGA 357

FEEL LT Ll
GATTCCTCTTTTTAATCAGCAGAGGAGCAGAGA

308
220995

114
249
174
189
234
129
294
69
352
9
355

45
335
88
275
144
215
204
155
264
95
324
35
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ANEXO 5:

Alinhamento das sequéncias de loa22 dos sorovariedade Canicola, linhagem Hond
Hutrech, Icterohaemorrhagiae, linhagem RGA de L. interrogans e Grippotyphosa, linhagem
Moskva V de L. Kirschneri, desse trabalho com loa22 do sorovariedade Manilae
(9i|130984126), descrito por Koizumi e Watanabe, (2003).

gi|30984126

seglCanicola
seg2IcteroFwW
seq3GrippoFwW

gi|30984126

seglCanicola
seg2IcteroFwW
seq3GrippoFW

gi|30984126

seglCanicola
seg2IcteroFwW
seq3GrippoFW

gi|30984126

seglCanicola
seg2IcteroFwW
seq3GrippoFW

gi|30984126

seglCanicola
seg2IcteroFwW
seq3GrippoFW

gi|30984126

seq Canicola
seg2IcteroFwW
seq3GrippoFW

gi|30984126

seq Canicola
seg2IcteroFwW
seq3GrippoFW

gi]30984126

seq Canicola
seg2IcteroFwW
seq3GrippoFW

gi]30984126

seq Canicola
seg2IcteroFwW
seq3GrippoFW

gi|30984126

seq Canicola
seg2IcteroFwW
seq3GrippoFW

gi]30984126

seq Canicola
seqg2IcteroFwW
seq3GrippoFW

TTTTCATTCACTCTCTGCTCCTCTGCTGAA-AAAAAGAGGAATCCGCAGCTCCTGAGCC
_____________ TCTGCTC-CTGCTGAATAAAAAAGAGGAATCCGCAGCTCCTGAGCC
_____________ TCTGCTCCTCTGCTGAATTAAAA-AGGAATCCGCAGCTCCTGAGCC
_____________ TCTGCTCCTCTGCTGAA-AAAAAGAGGAATCCGCAGCTCCTGAGCC

Kk k kKKK Kk kK ok ok ok kK khkhkk KA A AKXk KA A A A A KAk kkhkkhkhkhkkk*

TTCAACGCAAGAGCAATCCGCAGCTGCAAACAGAAACGTT-ACGTCAATTCTCCGGAAG
TCAACGCAAGAGCAATCCGCAGCTGCAAACAGAAACGTTTGACGTCAATTCTCCGGAAG
TTCAACGCAAGAGCAATCCGCAGCTGCAAACAGAAATGTT-ACGTCAATTCTCCGGAAG
TTCAACGCAAGAGCAATCCGCAGCTGCAAACAGAAACGTT-ACGTCAATTCTCCGGAAG

ER R R R S I I I I I I I S I I I I I I I R I R R R I E I Ik k3 Ak hkhkkkhkkhkkhkkkkkkkkkk**k%

GATCGCAGATTCTTTAAACGAAAAACTAAAAGATTTCCGGTATCCAGACGGTTTAACTC
GATCGCAGATTCTTTAAACGAAAAACTAAAAGATTTCCGGTATCCAGACGGTTTAACTC
GATCGCAGATTCTTTAAACGAAAAACTAAAAGATTTCCGATATCCAGACGGTTTAACTC
GATCGCAGATTCTTTAAACGAAAAACTAAAAGATTTCCGGTATCCAGACGGTTTAACTC

R I I I I I I I I I S I I I I I R R R R R R R R I I I I R R I I I I I I S R I I I I I I I I I I I I I

CCCTGGATTTAGTTATAAAAAAGCGGATGTTACCCCTGGTGATTTCAGCGAGTGGTCTA
TCCTGGATTTAGTTATAAAAAAGCGGATGTTACCCCTGGTGATTTCAGCGAGTGGTCTA
TCCTGGATTTAGTTATAAAAAAGCGGATGTTACCCCTGGTGATTTCAGCGAGTGGTCTA
TCCTGGATTTAGTTATAAAAAAGCGGATGTTACCCCTGGTGATTTCAGCGAGTGGTCTA

R R I I I I I I I I S S I I I I I R R R R R R R R I E I I R R I I I I I I R I I I I I 2 I I I I I I

AAACTAACGCCCCTGTAATCAAAGAA---——- GGTC--TTGGAAAA-——--—~— TTCCAG
AACAAACGCTCCTGTAATCAAAAAGGAAAGGGGTCCTTTGGGAAAAAACCTTTTCCCAG
AAACAAACGCTCCTGTAATCAAAGAA-—---— GGTC--TTGGAAAA-——---— TTCCAG
AAACAAACGCTCCTGTAATCAAAGAA-—---- GGTC--TTGGAAAA-——---- TTCCAG
* kK X * kx k x x * ok k kK k ok Kk kK ok k% * * *x Kk x * k k * * *x % * k k k k
--ATA--GTTA----CGCTCTT------—- AAATTACAGGACACACCGATGCGATCGGT
GAATAAGGTTTTAACCGGCCTTCCTTTNGAAAATTTACCAG--—-—-—— GGAC-AACCAAC
--ATA-GGTTT--ACCG-CCTTCCTT--GAGAATTTACATGT--—-- GGAC-AACCACC
--ATA--GTTT---ACGCTCTT------ GGAAATTTACAGG------- GAC-CAAC-AC
* % % * % * * * * k% * ok Kk Kk kK * * * * *

CCGAACAAGCAGAAGGTGCTAAAAAAGGAAATATTTTTTACTCTGAGCTTCGTGCAAAT

CCGGAATT-GCCGGA-ATCC—-—-—-—-- GGGG-——————— TC-CCCCGGAAA--——— CCAAA
CCGGAATTTGCCNGA-ATCCC----GGGG-—-————-—— TCTCCCCCGGAA--—-—-— CAAAA
CCGGA--TTGCCG---ATCC-—--—--— GGG-——-—=———— TT--CCCCGGAA--—-—-— CCAAA
* * * % * % * % * % * *  x % * k%

GCAGTTAAA---AGGCTTTAATCAAACAAGGGATTCCAGCAAATCGTATCGTTACTAAA

G--GCCAAGGAAAAGGGTTG-CTTAAAAAAGGGA--—-—--—— AA---TTATTTTT--T-A
G--GCCAAG--AAGGGGTTGGCTTAAAAAGGGGG-———-——— GAAACTTATTTTT--TAA
G--GCAAGG---AAGGGTGG-CTTAAAAAGGGAA-——————————— TTATTTTT--T-A
* * * * Kk x * kkk X koK * ok k * % * ok k

GGTGCCGGTTCTTCCGA-GCCAGTTTCTGGTCTTGATGCGAAAGATGCTAAAAATAGAAG

C-—————-- TCCTT--GAAGCC--TT-CCGGTG—--—--- GCCAACATTGCC--GGTTTAAA-

C-—=——-- TTCCTTGGAAGCC--TTTCCGTTG----- GCCCAAATTNGCCAGGTTAAAA-

C-——-——-- TTCCTTGAAGGCC--NT-CCGT--—--—--- GCCAA---TTCC--GGTTTAAA-
* * * * * x K * * * * k * * * * k

AGTCACTTTCCGTTTTGCGACTTC--CGCACCACAACAATAATT--ATTAATCGAAAATA

--CCAA-GGCC-TTTT---ATCC---—- AAGC-CAGGGCGAATT--CCCAGGCCAAATN-

--CCAAAGGCC-TTTTTTAATTCCGAAGAAACACAACGGGAATTTCCCCAGGCAAAAATT

--CCAA-GGCN-TTT----ATTCC-—-—--- AACCAATGGCGAATC--TCCAGGCCAAAATN
* x * * K x * *  x * * % x * * kok ok

CAATTCGATCT--TTCAAAAGGCCGATGATTTTTCATCGGCTTTTTTTATTTAGGGAATT

CCGGTTATTCCGGTTTANCCTTCAAAGTGGTTGNCANGGGTTTCCTTTTCCCCGAAGGA -
C—-GTTATTC--GTTTACCTT—-~AAG-————————————————— -
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Abstract

Lactic acid bacteria were isolated and identified in the faeces of Chinese Crested and Yorkshire terrier pups and their
probiotic features were investigated in vitro. Thirty seven isolates were identified as Lactobacillus or Enterococcus.
Out of these isolates, 31 were lactic acid bacteria (LAB) and belonged to the species Lactobacillus reuteri (16/37;
43.3%), Lactobacillus animalis (7/37; 18.9%), Lactobacillus acidophilus (3/37; 8.1%), Lactobacillus sanfranciscensis
(2/37; 5.4%), Lactobacillus murinus (2/37; 5.4%), and Lactobacillus paraplantarum (1/37; 2.7%), while six other
LAB isolates were Enterococcus spp. (6/37; 16.2%). Strains were tested for resistance to gastric acidity (pH 2.5 for
3 h) and bile salts (0.3% ox gall), cell surface hydrophobicity by microbial adhesion to solvents, antagonism against
pathogenic bacteria (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Salmonella enterica serovar Typhimurium and Listeria monocytogenes), production of hydrogen
peroxide, and antibiotic susceptibility. Thirty four strains were highly resistant to acidic conditions with slight (18
strains) to moderate (16 strains) growth inhibition by bile salts. Seven isolates had highly hydrophobic cellular
surfaces and 28 strains exhibited strong antagonism against the bacterial pathogens tested, although 8 isolates
tested against Leptospira interrogans had no effect on pathogen growth. All isolates produced low rates of hydrogen
peroxide. Based on these results, two Lactobacillus strains showed promising probiotic-related features and merit
investigation as probiotics for dogs.

Keywords: Lactobacillus, Enterococcus, dog, probiotic characterisation, faecal microbiota

1. Introduction Most of the probiotic preparations that are currently

studied or commercialised contain lactic acid bacteria

Probiotics are defined as ‘Live microorganisms which
when administered in adequate amounts confer a health
benefit on the host’ (FAO/WHO, 2001). Probiotics are
believed to play an important role in the control of host
intestinal microbiota and the modulation of host immune
responses when ingested in sufficient numbers. Both local
and systemic immune responses can be modulated via the
production of cytokines such as IFN-y, TNF-a, IL-6 and
IL-12, and nitric oxide (Fuller, 1997). Probiotic bacteria
are used in a variety of food preparations including dairy,
meat and vegetables.

(LAB) and bifidobacteria (McCoy and Gilliland, 2004).
LAB form part of the intestinal microbiota of mammals
where they ferment a variety of nutrients, yielding lactic
acid as the main final product. The main LAB genera
are Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Weissella,
Carnobacterium, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Vagococcus, Lactosphaera and Oenococcus (Carr et al.,
2002). Lactobacillus species are the most commonly used
LAB because of their potential beneficial properties as
probiotics. Their well-known nutritional attributes and
almost null pathogenicity mean that LAB are often used
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as food supplements. However, LAB also show promise as
bacterial systems for expressing heterologous proteins or
as vehicles for carrying immunising antigens after genetic
modification (Hanniffy et al., 2004; Seegers, 2002).

The criteria for screening of LAB strains to be used as
probiotics include functional characteristics such as the
ability to resist environmental conditions found in the
digestive tract (low gastric pH and bile salts), and the
ability to antagonise or competitively exclude pathogens
via the secretion of antimicrobial substances or competition
for nutrients and epithelial adhesion sites. LAB produce
different antimicrobial components such as organic
acids, hydrogen peroxide, carbon peroxide, diacetyl, low
molecular weight antimicrobial substances, bacteriocins,
and adhesion inhibitors (Servin, 2004). The production
of hydrogen peroxide by Lactobacillus spp. is considered
an important ecological factor that facilitates their
dominance of ecosystems such as the human vagina (Reid
and Burton, 2002). The adhesiveness of LAB may involve
passive forces, electrostatic interactions, hydrophobic
steric forces, lipoteicoic acids, and lectins (Servin, 2004).
The hydrophobic nature of the outermost surface of
microorganisms facilitates the adhesion of bacteria
to the host epithelium, thereby conferring competitive
advantages during the colonisation of the gastrointestinal
tract (Vinderola and Reinheimer, 2003). The antimicrobial
susceptibility of intestinal microorganisms is an important
criterion for the selection of probiotic strains, probably
due to the possibility of lateral gene transfer to potentially
pathogenic or commensal bacteria that inhabit the
gastrointestinal tract (Mathur and Singh, 2005).

Probiotics are also considered useful in maintaining the
gastrointestinal or vaginal health of dogs (Biourge et al.,
1998; Delucchi et al., 2008). Dogs may also be asymptomatic
reservoirs of pathogenic bacteria, such as Salmonella and
Leptospira (Brod et al., 2005; Fukata et al., 2002). The close
association between people and dogs could pose a risk from
direct contact. The aim of the current study was to isolate,
identify, and characterise new strains of LAB for potential
use as probiotics in dogs. Putative probiotic LAB strains
were of canine intestinal origin, as some authors pointed
out that strains exhibit some degree of host specificity
(Beasley et al., 2006; Guinane et al., 2011). However, others
authors showed that this requirement is not necessary,
because microorganisms isolated from different species are
also able to temporarily colonise and exert their beneficial
effects (Garcia-Mazcorro et al., 2011; Rinkinen et al., 2003).

2. Material and methods
Lactic acid bacteria isolation

LAB strains were isolated from faecal specimens of two
Chinese Crested pups and four Yorkshire Terrier pups,
which were about 20 days old and suckled. This choice was
made because lactobacilli, bifidobacteria and enterococci
normally found in gut microbiota of suckling newborns play
an important role in the colonisation of the gut. Puppies
and nursing bitches were not treated with any type of
medication and mothers were eating only commercial
food with no pre- or probiotics supplementation. Under
a laminar flow hood, samples were homogenised using
a glass rod in sterile tubes containing 0.9% saline. Serial
saline dilutions were plated onto De Man, Rogosa and
Sharpe (MRS) agar (Difco, BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA) and incubated for 48 h at 37 °C in an
anaerobic chamber (Forma Scientific Inc., Marietta, OH,
USA) containing an atmosphere of 85% N,, 10% H, and 5%
CO,,. Bacterial isolates were morphologically identified by
Gram-staining and biochemically tested to determine their
catalase reaction. The strains were cultured by inoculating
MRS broth with 1% of a fresh stationary culture and
incubating under anaerobic conditions.

DNA extraction

DNA was isolated from LAB cultivated overnight in 10
ml of MRS broth at 37 °C. After washing the cells with 10
ml of deionised water, the pellet was suspended in 1 ml
of 5 M LiCl and incubated for 1 h at room temperature
with constant shaking. Cells were washed once more with
1 ml of deionised water and the pellet was suspended in
1 ml of TES buffer (25 mM sucrose, 50 mM Tris HCI, pH
8.0, 10 mM EDTA) with 10 mg/ml of lysozyme, before
incubating for 1 h at 37 °C. The sample was centrifuged
and genomic DNA was obtained using a NucleoSpin Tissue
XS kit (Macherey-Nagel, GmbH & Co., Diiren, Germany),
according to the manufacturer’s instructions.

Lactic acid bacteria identification

Lactobacillus isolates were identified to the species level
by 16S-23S rRNA PCR-ARDRA according to the method
of Moreira et al. (2005), using universal primers that
annealed to conserved regions of the 16S and 23S rRNA
genes (Tilsala et al. 1997). PCR amplicons were digested
using a set of 12 restriction enzymes (Sphl, Ncol, Nhel,
Sspl, Sful, EcoRV, Dral, Vspl, Hincll, EcoRL, HindlIll and
Avrll) before electrophoresis on 1.4% agarose gel followed
by visualisation with UV transillumination after ethidium
bromide staining. All restriction enzymes were purchased
from Promega Corporation (Madison, W1, USA). Rep-
PCR genomic fingerprinting was performed with (GTG),
repetitive sequence and used to differentiate the LAB
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isolates from each other. Reactions were carried out as
described by Gevers et al. (2001); amplification products
were separated in 8% polyacrylamide gel and silver stained.

Screening for physiological characteristics
Gastric juice susceptibility

Lactobacillus stationary phase cells were suspended in
either 0.9% saline solution (pH 7) or simulated gastric
juice (NaCl 2 g/, pepsin 3.2 g/l, adjusted to pH 2.5 with
concentrated HCI) and incubated at 37 °C for 3 h. Solutions
were discarded and the pellets were suspended in MRS
broth. Bacterial viability was evaluated by inoculating MRS
broth with 2% v/v of control cells in saline and artificial
gastric juice-treated cells onto microplates in triplicate,
before incubating them in a Microplate Spectrophotometer
System SpectraMax 340 (Molecular Devices Inc., Sunnyvale,
CA, USA) at 37 °C for 18 h. OD,, - was recorded at 30
min intervals. The percentage of growth inhibition was
calculated as (1 — areaAG]/areaCT)XIOO, where area, g,
and area. are the areas under the growth curve for the
simulated gastric juice and control, respectively. The total
area under the curve was calculated by definite integration
using the OriginPro 8.5 program (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, USA). The results were based on the
average of three independent assays.

Susceptibility to bile salts

The sensitivity to bile salts was evaluated according to the
method of Walker and Gilliland (1993) that was adapted for
microtiter plates. Briefly, Lactobacillus strains were grown
to an ODy,, of 0.6 and 2% v/v was inoculated in MRS
broth with or without 0.3% ox gall (Oxoid Ltd., Basingstoke,
UK) in a microtiter plate. The OD,, ., was recorded at
30 min intervals while incubating at 37 °C for 18 hin a
microplate reader. The percentage of growth inhibition was
calculated as (1 — areagc/area.)x100, where areay¢ and
areac are the areas under the growth curve for bile salt and
control cells, respectively. The total area under the curve
was calculated by definite integration using the OriginPro
8.5 program. Isolates were considered to be resistant if they
exhibited inhibition rates of <40%, moderately resistant if
the inhibition rates ranged from 40-60%, and sensitive if
the inhibition rates were >60%. The results were based on
the average of three independent assays.

Cell surface hydrophobicity

The microbial adhesion to solvents (MATS) method was
used to evaluate the hydrophobic/hydrophilic cell surface
properties of Lactobacillus isolates and for comparison
with other probiotic bacteria (Mangoni, 2009; Pelletier et al.
1997). Bacterial adhesion to xylene at a high ionic strength
reflects the cell surface hydrophobicity or hydrophilicity,

Screening of probiotic lactobacilli from dog faeces

because electrostatic interactions are absent. Lactobacillus
stationary phase cultures were centrifuged, washed twice,
and adjusted to an OD, , - of 0.6 with 0.1M KNO,, pH
6.2 (A,). Next, 0.2 ml of xylene was added to 1.2 ml of cell
suspension followed by 10 min pre-incubation at room
temperature. The two-phase system was then mixed on a
vortex for 2 min. The aqueous phase was removed after 30
min and its OD, . was measured (A,). The percentage
of MATS was calculated as (1 — A;/A;)x100. Percentage
MATS values <33% were considered as low hydrophobicity,
values 233% and <66% as medium hydrophobicity, whereas
values 266% were highly hydrophobic, as suggested by
Nader-Macias et al. (2008). The results were based on the
average of three independent assays.

Antagonistic activity against bacterial pathogens

Bacterial isolates were cultured in MRS broth for 24 h at
37 °C in an anaerobic chamber. 5 pl aliquot of the culture
was then spotted onto MRS agar. After incubation at 37
°C for 48 h under anaerobic conditions, the cells were
killed by exposure to chloroform for 20 min. Residual
chloroform was allowed to evaporate and Petri dishes were
overlaid with 3.5 ml of a soft agar containing brain heart
infusion broth (Acumedia, Neogen Co., Lansing, MI, USA),
tryptone soy broth (Difco) supplemented with 0.5% yeast
extract (Acumedia), or Ellinghausen-McCullogh-Johnson-
Harris broth with Leptospira enrichment EMJH (Difco)
that had been inoculated with 0.2 ml of a 24 h culture
of Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus
faecalis ATCC 19433, Pseudomonas aeruginosa ATCC
25853, Bacillus cereus ATCC 11778, Escherichia coli ATCC
25723, Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC
14028, Listeria monocytogenes ATCC 15313 or Leptospira
interrogans serovar Icterohaemorrhagiae. After incubating
at 37 °C for 24 h under aerobic or anaerobic conditions,
depending on the indicator strain, the antagonistic activity
was determined based on the presence of a growth
inhibition zone, using the method of Tagg as modified by
Branco et al. (2010).

Hydrogen peroxide production

H,0O,-producing strains were identified using an agar
medium assay that was optimised to detect H,O, according
to the method of Rabe and Hillier (2003). Briefly, 2 pl of
Lactobacillus stationary phase cultures were spotted
onto the surface of TMB-Plus agar supplemented with
3,3',5,5'-tetramethylbenzidine and horseradish peroxidase
before incubating for 18 h at 37 °C in an anaerobic chamber.
Then, plates were exposed to air for 30 min and a blue
pigment was apparent if H,O, was produced; the intensity
ranging from dark blue (almost black) to bluish (generally
with a blue border). Blue color was absent when no H,0O,
was produced. All strains were tested twice.

Beneficial Microbes 4(3)

269



B.C. Silva et al.

Microbial susceptibility to antibiotics

An antibiogram for LAB isolates was produced using
antibiotic diffusion discs (Oxoid). Bacteria were inoculated
in MRS broth and incubated overnight at 37 °C. Solutions
of 108 viable cells (McFarland scale) were prepared from
the colonies in 3.5 ml of 0.9% buffered saline. The diluted
culture (100 ul) was streaked onto MRS agar and antibiotic
discs were applied to the surface using an antibiotic disc
dispenser. The antibiotics were tested at the following
disk contents: ampicillin (30 pg), ceftriaxone (30 ug),
erythromycin (10 pg), oxacillin (1 pg), penicillin G (10 U),
amikacin (30 pg), ciprofloxacin (1 pg), and vancomycin
(30 pg). Plates were incubated at 37 °C under anaerobic
conditions and examined after 24 h. The inhibition zones
around the discs were measured using a digital pachymeter.
The results were interpreted according to the cut-off levels
proposed by Charteris et al. (1998).

Statistical analysis

All experiments were done in triplicate and repeated at
least three times. Graphs and statistical analysis of data was
performed with GraphPad Prism 4 (GraphPad Software,
Inc. San Diego, CA, USA) and consisted of one-way
ANOVA and Tukey’s multiple comparison test to determine
significant differences (P<0.05). The results are presented as
the mean value, and the standard deviation and coefficient
of variation for each data set was calculated.

3. Results

37 LAB isolates were obtained from the puppies’ faecal
samples and they were confirmed as Gram-positive, non-
sporulating, catalase-negative rods with a diverse range
of sizes. Species identification by 165-23S rRNA RFLP
identified six different lactobacilli species (Figure 1), in the
following order of abundance: 16 Lactobacillus reuteri (43%),
7 Lactobacillus animalis (19%), 3 Lactobacillus acidophilus
(8%), 2 Lactobacillus sanfranciscensis (5%), 2 Lactobacillus
murinus (5%) and one Lactobacillus paraplantarum (3%)
(Table 1). Six isolates were identified as Enterococcus spp.
(16%). L. reuteri was the most frequently isolated species
in the dog faeces.

The strains were in vitro screened based on the following
desirable physiological criteria: artificial gastric juice and
bile salt resistance, cell surface hydrophobicity, antagonistic
activity against pathogens, production of H,O, and
antibiotic resistance pattern. Table 1 summarises the
characteristics of these isolates. Thirty four strains (92%)
were highly resistant to acidic pH, with little (less than
10%) or no decrease in the viable cell numbers after a 3 h
incubation at pH 2.5. The other 3 isolates (8%) were found
to be moderately susceptible to acidic pH. In contrast, the
resistance to bile salts varied markedly between strains,

even within the same species (Table 1, Figure 2). Eighteen
of the isolates (49%) exhibited little or no growth inhibition
in MRS broth supplemented with 0.3% ox gall (<40%
inhibition) and they were considered resistant. However,
43% were moderately susceptible to bile salts (40% <
inhibition <60%), whereas 8% were highly susceptible or
sensitive to 0.3% ox gall (>60% inhibition).

Furthermore, our results indicated that 27% of LAB isolates
had highly hydrophobic surfaces (=66% adhesion to xylene),
whereas the remaining 73% were considered as moderately
hydrophobic (33% < adhesion <66%) (Table 1). The results
also showed a strong antagonistic activity against the seven
bacterial pathogens tested (B. cereus, S. aureus, E. faecalis, E.
coli, S. Typhimurium, P, aeruginosa and L. monocytogenes)
(Table 1). However, the 8 isolates of Lactobacillus spp.
(isolates 1/b to 1/p) that were tested against L. interrogans
serovar Icterohaemorrhagiae exhibited no zone of pathogen
growth inhibition. Most of the LAB strains (92%) produced
a low amount of H,O, (data not shown). Three isolates
produced no H,0,, i.e. L. animalis 1/b, L. acidophilus 2/7
and Enterococcus spp. A2/4.

Seven isolates that were considered to be the most
promising probiotic candidates based on the screening tests,
i.e. high resistance to acidic pH and bile salts, hydrophobic
cell surface, strong antagonism against bacterial Gram-
negative and Gram-positive pathogens, were evaluated for
their resistance or sensitivity to antibiotics. The bacteria
tested were strains 1/d, 1/j, 1/n, 1/p, 1/t and 1/2z of L.
reuteri and strain 2/3 of L. paraplantarum. All isolates
exhibited the same antimicrobial susceptibility pattern. All
were resistant to vancomycin (no inhibition zone), oxacillin
(zone of inhibition diameter 9 to 10 mm), ciprofloxacin (9
to 11 mm) and amikacin (10 to 12 mm), but sensitive to
erythromycin (zone of inhibition diameter between 28 to
30 mm), ampicillin (28 to 32 mm), penicillin (31 to 39 mm)
and ceftriaxone (33 to 36 mm).

4. Discussion

Molecular identification of LAB isolates to the genus and
species level was conducted by 16S DNA sequencing or
PCR-ARDRA, according to the method of Moreira et
al. (2005). The ITS-1 amplification can establish three
groups of LAB genera: Streptococcus/Lactococcus with one
amplicon, Enterococcus/Oenococcus with two amplicons of
different sizes and Lactobacillus/ Weissella/ Pediococcus with
three amplicons of different sizes. ARDRA can distinguish
41 of the 106 valid species of Lactobacillus (Felis and
Dellaglio, 2007), based on the presence of polymorphisms
in the internal transcribed spacer between the 16S and 23S
rRNA genes (ITS-1). Of the 37 LAB isolates, 33 had three
amplicons and belonged to Lactobacillus, being typed at the
species level by ARDRA, whereas four had two amplicons
and belonged to Enterococcus, being identified at the species
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Table 1. Probiotic properties of lactic acid bacterial strains isolated from dog faeces.

LAB strain' Antagonism? Probiotic features®

Bc Ef Sa Lm Ec Se Pa AGJ BS MATS

Chinese crested pups

Lactobacillus animalis 1/b -+ - 4+ + + - 0 80.0 69.9
Lactobacillus reuteri 1/d A R . T 0.55 39.8 66.1
Lactobacillus sanfranciscensis 1/e + + + o+ o+ o+ - 1.88 48.9 49.8
Lactobacillus reuteri 1/g + 0+ 4+ o+ o+ o+ 4 12.9 421 67.0
Lactobacillus reuteri 1/j + o+ 4+ o+ o+ o+ 4 3.49 39.0 67.7
Lactobacillus animalis 1/m + + 4+ o+ -+ 4 0.52 54.1 48.0
Lactobacillus reuteri 1/n + + 4+ o+ -+ 4 5.29 40.9 76.6
Lactobacillus reuteri 1/p + + 4+ o+ -+ 4 5.27 39.1 61.5
Lactobacillus sanfranciscensis 1/s + + 4+ o+ o+ + 4 0.96 37.8 44.6
Lactobacillus reuteri 1/t o= 4 d % % T 1.02 30.6 64.5
Lactobacillus reuteri 1/u S R T . 3.12 454 53.0
Lactobacillus reuteri 1/x S R T . 1.49 36.0 54.5
Lactobacillus reuteri 1/1y + 0+ 4+ o+ o+ 4+ 4 2.58 414 66.7
Lactobacillus reuteri 1/2z A R . 0.94 335 69.1
Lactobacillus paraplantarum 2/3 + + - o+ o+ o+ 4 1.75 35.8 67.9
Lactobacillus acidophilus 2/7 + + + - + + 4 478 425 512
Yorkshire terrier pups
Lactobacillus acidophilus A1/1 - - + + + + + 2.84 37.0 47.3
Enterococcus A1/2 - - + + + o+ 1.19 429 49.1
Lactobacillus acidophilus A1/3 - - + + + + + 1.09 43.8 48.6
Enterococcus A1/4 + + + o+ o+ o+ - 1.24 29.6 51.8
Enterococcus A2/3 -+ + + + + + 0.87 41.7 447
Enterococcus A2/4 S R T . T 15.9 39.0 37.9
Lactobacillus murinus A2/6 S A . 3.90 304 48.8
Enterococcus A2/10-1 - + - + + + - 0 443 47.8
Enterococcus A2/10-2 -+ + + + + - 0 38.5 481
Lactobacillus reuteri S1/1 - + - + + + - 0 31.9 44.0
Lactobacillus reuteri S1/2 -+ + + + + - 0.59 28.7 447
Lactobacillus murinus S1/3 + + + + o+ o+ 4 3.42 31.1 47.2
Lactobacillus animalis S2/1 -+ - + + + + 244 66.2 46.8
Lactobacillus animalis S2/2 -+ + 4+ + + + 4.78 56.6 49.0
Lactobacillus animalis S2/3 -+ + 4+ + + + 8.07 61.9 477
Lactobacillus animalis S2/5 -+ + 4+ + + + 8.64 55.9 46.7
Lactobacillus reuteri S2/7 = & % % & & 1.46 35.0 458
Lactobacillus animalis S2/8 A R R . 0 50.3 46.8
Lactobacillus reuteri S2/9 A R R . 0.23 44.2 447
Lactobacillus reuteri S2/10 oo o4 d o d S T 11.0 37.2 46.2
Lactobacillus reuteri S2/11 = @ % % & & F 9.78 46.8 50.6

1 Lactobacilli isolates typed by 16S-23S rRNAARDRA; L. plantarum /L. pentosus / L. paraplantarum differentiated by multiplex PCR of recA gene; other
LABs identified by DNA sequencing of the 16S rRNA gene.

2 Microbial antagonism: Bc = Bacillus cereus; Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Lm = Listeria monocytogenes; Ec = Escherichia
coli; Se = Salmonella enterica serovar Typhimurium; Pa = Pseudomonas aeruginosa. + = inhibition haloes >25 mm; - = inhibition haloes <10 mm.

3 Probiotic features: AGJ = artificial gastric juice inhibition; BS = bile salts inhibition; MATS = surface hydrophobicity (adhesion to xylene).

level by DNA sequencing of 16S rRNA gene. L. reuteri faeces were also L. reuteri (McCoy and Gilliland, 2004). L.
was the most prevalent species, corroborating previous reuteri was shown be an abundant Lactobacillus species
studies where 18 out of 22 lactobacilli isolated from dog present in the intestinal microbiota of most mammals
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Figure 1. Restriction digestion of 16S-23S rRNA intergenic
transcribed sequences (ITS-1) of (A) Lactobacillus animalis,
(B) Lactobacillus sanfranciscensis, (C) Lactobacillus
acidophilus, (D) Lactobacillus reuteri, (E) Lactobacillus murinus,
(F) Enterococcus spp. PCR amplicons were digested with
restriction enzymes Sphl, Ncol, Nhel, Sspl, Sful, EcoRV, Dral,
Vspl, Hincll, EcoRl, Hindlll, and Avrll, from left to right side,
respectively) and separated by agarose gel electrophoresis.
First lane, 100 bp ladder for sizing DNA amplicons (stronger
band corresponds to the 500 bp fragment).
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Figure 2. Growth curve of Lactobacillus strains in broth
supplemented with or without 0.3% ox gall. Representative
plots of bile-resistant isolates with (A) slight growth inhibition,
(B) a tolerant strain with moderate growth inhibition and (C) a
sensitive strain with strong growth inhibition.
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and birds, including man. LAB have a wide range of hosts
including sheep, chicken, pigs and rodents, and they are
also found in foods such as meat, milk and its derivatives
(Semjonovs et al., 2008). Of the species identified in this
work, L. reuteri and L. murinus were previously detected
in dog faeces by other authors (Fujisawa and Mitsuoka,
1996; Greetham et al., 2002).

Cell viability is probably the most fundamental test of
the efficacy of LAB as probiotics. Bacteria that enter the
gastrointestinal tract must be able to resist local stresses
such as gastric pH and small intestine bile salts. Thus,
the stress resistance characteristics of LAB isolated in
the present study are very important for bacteria if they
are to exert effective therapeutic benefits. Most bacteria
survive poorly at low pH values (Jin et al., 1998). The
exact effects of acid stress on bacterial physiology are not
fully understood. Lowering the intracellular pH reduces
the transmembrane pH difference, which determines the
proton motive force that is used as an energy source in
numerous transmembrane transport processes. Internal
acidification also reduces the activity of acid-sensitive
enzymes and damages proteins and DNA (Lebeer et al.,
2008). Strompfova et al. (2006) tested the feasibility of using
L. fermentum AD1 as a probiotic for healthy dogs and they
reported a survival rate of approximately 87% after bacterial
incubation at pH 3.0 for 3 h at 37 °C. The survival rate was
considered adequate, although it may be lower at a more
acidic pH. Most of the isolates in the current study (34/37
or 92%) showed <10% of inhibition at pH 2.5. This rate of
inhibition may be considered adequate, based on the work
of Strompfovd et al. (2006). This agrees with other authors
who have found that bacteria with an intestinal origin tend
to be more resistant to stomach acids (Morelli, 2000).

The toxic effects of bile on bacterial cells are not well
understood, but bile salts are surface-active, amphipathic
molecules with a potent antimicrobial activity and they act
as detergents that disrupt biological membranes (Lebeer et
al., 2008). The mean bile concentration in the human small
intestine is 0.3% w/v, but there is little information regarding
this parameter in the canine intestine (Strompfova et al.,
2006). The percentage of resistance to bile salts also tends
to vary among LAB and even between strains of the same
species (Xanthopoulos et al., 1997). Strompfova et al. (2006)
reported that the survival rate of L. fermentum AD1 of
canine origin was approximately 75% in the presence of 1%
ox gall after 24 h of incubation at 37 °C, which indicates 25%
of bacterial growth inhibition. These authors also evaluated
different genera of lactobacilli and enterococci that could
be used as probiotics in dogs and they reported a survival
rate ranging from 67 to 75% for six strains of lactobacilli
in 1% ox gall after 24 h of incubation at 37 °C. Therefore,
the rate of growth inhibition ranged from 25% to 33%. Five
isolates were considered resistant or moderately resistant
to bile salts according to this criterion in the current study.

Screening of probiotic lactobacilli from dog faeces

The hydrophobicity is directly related to the ability of
strains to adhere to surfaces. This ability is determined by
hydrophobic components present in the outer membrane of
microorganisms. It is known that hydrophobic interactions
have an important role in the adhesion of bacteria to the
epithelium (Mangoni, 2009). Probiotic lactobacilli isolated
from cattle were previously tested for the adherence to
hydrocarbons to determine their hydrophobicity by
Nader-Macias et al. (2008). In that study, >92% of samples
had relatively low hydrophobicity (0 to 33% adhesion).
According to these criteria, 27% of the isolates in our
study were considered as highly hydrophobic, whereas
the remaining 73% were moderately hydrophobic.

Thirteen out of the 37 isolates, mainly L. reuteri (67%),
showed antagonistic activity against the seven pathogens
tested (B. cereus, S. aureus, E. faecalis, E. coli, S. enteritica
serovar Typhimurium, P, aeruginosa and L. monocytogenes).
Strains of L. reuteri produce potent antimicrobials other
than bacteriocins and organic acids. For example, reuterin
is produced during the anaerobic metabolism of glycerol
and can inhibit bacteria from several genera including
Salmonella, Escherichia, Pseudomonas and Staphylococcus
(Axelsson et al., 1989). The bacteriocin reutericin 6 was
identified in lactobacilli isolated from the intestine, while
reutericyclin was identified primarily in strains isolated
from cereals. The production of two or more of these
antimicrobials by a single strain has not yet been described
(Ganzle, 2004). Eight Lactobacillus isolates were also
tested to determine their antagonistic activity against L.
interrogans serovar Icterohaemorrhagiae. None produced
a zone of inhibition of pathogen growth, indicating the
absence of antagonistic activity. It was found that 89% of
isolates exhibited antagonistic activity against E. faecalis,
which is another LAB. This suggested that substances other
than lactic acid act as antagonists.

Hydrogen peroxide is normally produced by vaginal
lactobacilli isolates, but it may also be associated with
intestinal lactobacilli or those living in the environment
(Martin and Suarez, 2010). In this study, the vast majority
of strains (92%) were characterised as low level producers
of hydrogen peroxide.

The 7 LAB isolates selected after the functional analysis,
6 of L. reuteri and one of L. paraplantarum, with the
more desirable characteristics of putative probiotics,
shared the same resistance or susceptibility pattern to
antimicrobials. This result was expected because these
seven isolates came from the same source. Some resistance
patterns appeared to be strain- or species-specific, but
no pattern appropriate for lactobacilli classification has
emerged (Salminen et al., 1998). LAB that are widely used
as probiotics or in starter cultures have the potential to
possess antibiotic resistance genes, thereby presenting a
risk of transferring such genes to many lactic acid bacteria

Beneficial Microbes 4(3)

273



B.C. Silva et al.

and other pathogenic bacteria (Mathur and Singh, 2005).
Plasmid-linked antibiotic resistance is not very common
among LAB, but it does occur and safety implications
should be taken into consideration. Strains harbouring
resistance plasmids should not be used as human or
animal probiotics. Most lactobacilli have a high natural
resistance to bacitracin, cefoxitin, ciprofloxacin, fusidic
acid, kanamycin, gentamicin, metronidazole, nitrofurantoin,
norfloxacin, streptomycin, sulphadiazine, teicoplanin,
trimethoprim plus sulphamethoxazole and vancomycin
(Danielsen and Wind, 2003). The current study found that
Lactobacillus isolates were resistant to four of the antibiotics
that were tested, i.e. vancomycin, ciprofloxacin, amikacin
and oxacillin. Resistance to vancomycin and ciprofloxacin
may be considered intrinsically inherited or natural
resistance, because there is no risk of these resistance
genes transferring to pathogenic bacteria (resistance genes
located in the bacterial chromosome). We assumed that
resistance to amikacin and oxacillin was also intrinsically
inherited, because this antibiotic resistance trait is not cited
in literature as being transmitted via a common conjugative
plasmid in LAB (Mathur and Singh, 2005).

There was a possibility that the selected L. reuteri strains
were clonally related because the six isolates came from
the same animal. This was verified by rep-PCR genomic
fingerprinting. The band pattern obtained was practically
identical for these isolates and we considered them as the
same strain, although some physiological differences were
observed during the functional screening (data not shown).

In conclusion, it was considered that L. reuteri 1/2z and
L. paraplantarum 2/3 have interesting physiological
characteristics desirable for a potential probiotic
microrganism, i.e. high resistance to acidic pH and bile
salts, cell surface greatly hydrophobic, strong antagonism
against selected bacterial Gram-negative and Gram-positive
pathogens and resistance to antibiotics chromosomally
coded and not transferable. This enables them to be used
as probiotic food supplements.
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