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1 Introduccién

1.1 Espiroquetas

Las espiroquetas son bacterias de vida parasitaria con forma helicoidal que
pueden ser patégenas para humanos y animales. Pertenecen al orden de las
Spirochaetales y estan divididas en 3 grupos filogenéticos o familias. La familia
Spirochaetaceae, incluye a las especies del género Borrelia, Brevinema,
Cristispira, Spirochaeta, Spironema, y Treponema. La familia Leptospiraceae
incluye a las especies del género Leptonema y Leptospira y por ultimo la familia
Brachyspiraceae (=Serpulinaceae) en la cual se encuentran Brachyspira y
Serpulina. Las mas importantes a nivel médico son Borrelia, Treponema y
Leptospira, por ser las causantes de enfermedades importantes que afectan al
hombre. Se conocen mas de 200 especies o filotipos de espiroquetas, de las
cuales més de la mitad no son cultivables (Tabla 1.1)(108).

Tabla 1.1 Algunas caracteristicas de enfermedades producidas por

Espiroquetas

Especie Enfermedad Modo de | Diagnostico
transmision

Treponema Sifilis Sexual y | Microscopico,

pallidum transplacentaria test seroldgico

Borrelia Enfermedad de | Mordida de | Observacion

Burgdorferi Lyme garrapata clinico y

microscoépica

Borrelia Fiebre Mordida de piojo Observacion
recurrentis recurrente clinico y

microscoépica

Leptospira Leptospirosis Agua Yy alimentos | Test serologico y
Interrogans contaminados  por | cultivo
orina de animales

infectados

(roedores, ganado)




1.2 Leptospiras

La leptospira es una de las especies del orden de las Spirochaetales, familia
Leptospiraceae, género Leptospira. Son células helicoidales flexibles, que
miden 0.1 um de didmetro y de 6 a 20 um de longitud, aproximadamente. La
morfologia de esta bacteria es estrechamente enrollada (Figura 1.1) lo cual se
debe a la presencia de unos flagelos especiales denominados filamentos
axiales, situados entre la envoltura celular externa y el cilindro protoplasmatico
(en el espacio periplasmatico) que producen un movimiento giratorio que
permite a la bacteria entera desplazarse hacia adelante como si fuese un
sacacorchos. Los flagelos se insertan por un extremo cerca de cada polo
celular, quedando el otro extremo libre el cual esta dirigido hacia el centro de la
bacteria. Los flagelos son de estructura y composicién similar al resto de las
bacterias, diferenciandose en que son completamente intracelulares. Presenta
sus extremidades incurvadas en forma de gancho, de ahi el nombre de

interrogans ya que se asemeja a un signo de interrogacion.

Figura 1.1 Fotografia con microscopio electrénico de barrido de Leptospira
spp. Notar la forma en tirabuzon de la bacteria (CDC, Public Health Image

Library).

La bacteria tiene una envoltura celular similar a las bacterias Gram negativas,

consistiendo en una membrana citoplasmatica y otra externa. Sin embargo, la
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capa de peptidoglicano esta asociada con la membrana citoplasmatica en vez
de la membrana externa, algo que es unico de las espiroquetas (Figura 1.2).
Estas espiroquetas son aerbbicas estrictas, su temperatura Optima de
crecimiento es entre 28 y 30 °C, viven por largo tiempo en agua fresca,
estiércol, barro y ambientes marinos aunque son facilmente destruidas por
calor, desinfectantes, desecacion y acidez. Viven en asociacion con huéspedes
humanos y animales. La amplia distribucion de las especies de Leptospiras,
reflejan la habilidad de sobrevivir en diferentes condiciones ambientales, lo que
muestra una gran plasticidad gendmica que implica una gran capacidad de
adaptacion (120).

A pesar de poseer la estructura de pared celular caracteristica de las bacterias
Gram negativas, se tiflen débilmente por el método de Gram. Para su
observacion se utilizan técnicas de impregnacion argéntica. Debido a que son
muy finas poseen escaso contraste al microscopio 6ptico en fresco, pero se

observan claramente al microscopio de campo oscuro (108).

Morfologia de las Espiroquetas

1

FA Filamento Axial .
FA CPME CP Cilindro Protoplasmatico FPoro de Insercion
ME Membrana Externa

=2 e

Pared Celular

Microtubulos

Membrana externa

Figura 1.2 Esquema de la morfologia de Espiroquetas (Adaptado de
Microbiology, 6ta ed., McGraw-Hill).

Hasta hace pocos afios, se reconocian dos especies de leptospira, L.
interrogans y L. biflexa, basandose en la clasificacion serolégica. La primera es


http://es.wikipedia.org/wiki/Peptidoglicano�

patdgena para el hombre y para los animales, mientras que la segunda es de
vida libre y saprofita. Se han identificado mas de 200 variantes seroldgicas
(serovariedades o serovares o subespecies) de L. interrogans que se han
agrupado por compartir determinantes antigénicos en unos 23 serogrupos (que
no constituyen una categoria taxonémica).

Actualmente, y en base a estudios de homologia de DNA, patrones de
polimorfismo y tipificacion de RNA ribosdmico, la taxonomia del género
Leptospira ha sido reorganizada en las siguientes genoespecies: L. interrogans
(sensu estricto), L. biflexa (sensu estricto), L. borgpetersenii, L. weilii, L
noguchii, L. santarosai, L. inadai, L. wolbachii, L. meyeri, L. parva, L. kirschneri.
L. fainei, y L. alexanderi. Las genoespecies de Leptospira no se corresponden
con la clasificacion seroldgica y, mas aun, serovares patdgenas y no patdogenas
se encuentran en la misma especie (108). A menos que se aclare, de aqui en

mas, se utilizara la clasificacion serolégica.

1.3 Leptospirosis

La leptospirosis, recientemente categorizada como una enfermedad infecciosa
emergente, es una zoonosis de distribucion mundial de importancia a nivel
humano y veterinario que presenta una mayor incidencia en regiones tropicales
y subtropicales y es causada por la bacteria Leptospira interrogans (89).
Aunque la leptospirosis en el pasado se habia asociado mayormente con
individuos cuyo lugar de trabajo o localizacion geografica los colocaba en
estrecha proximidad de animales salvajes o de cria (27), en el presente esta
asociada, en el caso de los paises desarrollados, con actividades de recreaciéon
(outdoors, trekkings, triathlons, etc.) (1), mientras que en los paises en vias de
desarrollo se ha vuelto prevalente en ciudades donde el rapido crecimiento
poblacional, la presencia de villas con viviendas precarias cada vez mas
grandes, y con medidas sanitarias deficientes, resultan en una poblacién
creciente de roedores, animales que actian como reservorios contaminando el
medio ambiente con su orina (70).

La incidencia de la leptospirosis aumenta en épocas de lluvias e inundaciones,
cuando ocurre contacto con agua contaminada por leptospiras patogénicas,
eliminadas principalmente por la orina de roedores, aunque también puede ser

por orina de perros, ganado o cerdos (26). También es considerada una
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enfermedad ocupacional ya que afecta a trabajadores de servicios sanitarios,
cloacales, arrozales, bebederos, o aquellos que estan en contacto con

animales como los veterinarios, entre otros (27).

1.3.1 Reservorio

La infeccibn es comuin en roedores y otros animales tanto domésticos como
silvestres. Cada serovar tiene su o0 sus huéspedes predilectos, pero cada
especie puede ser huésped de uno o mas serovares (44).

Los reservorios mas notables son las ratas (serovar icterohaemorrhagiae), los
cerdos (pomona), las vacas (bardjo), los perros (canicola), caballos y caprinos.
Otros huéspedes animales en estado de portadores transitorios incluyen a
roedores, venados y ciervos, ardillas, zorros, mapaches, mofetas, diversos
mamiferos marinos y reptiles (94).

En general, los roedores y animales silvestres no manifiestan sintomas o
lesiones. En los animales portadores se produce una infeccién asintomética a
nivel de los tubulos renales que trae como consecuencia que la bacteria se
excrete en la orina por un largo periodo de tiempo (leptospiruria), contaminando
asi el agua y la tierra. A modo de ejemplo, una vaca puede eliminar 10’
leptospiras/ml de orina durante varias semanas 0 meses. LoS reservorios mas
eficaces, desde el punto de vista de la propagacién bacteriana, son aquellos
animales que tienen leptospiruria prolongada como los roedores (26, 27, 108).
En contraste, la eliminacién por orina en el ser humano dura pocas semanas
(108)

1.3.2 Mecanismo de transmisién

La transmision de la infeccion del animal al hombre ocurre tanto por contacto
de la piel, especialmente si esta se encuentra erosionada, o de las mucosas,
0jos y nariz, con agua, tierra hUmeda o vegetaciéon contaminadas con la orina
de animales infectados (Figura 1.3). Este contagio puede ocurrir al nadar o
inmersién accidental, por contacto directo con la orina o tejido de animales
infectados en excoriaciones que pueden ser ocupacionales, o a veces, por la
ingestion de alimentos contaminados con orina de ratas infectadas. Rara vez
se produce por inhalacion de gotitas en aerosol de liquidos contaminados. En
esta enfermedad es rara la transmision directa de persona a persona (66, 108).
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Figura 1.3 Ciclo de transmisién de la leptospirosis. El ser humano ocupa

un eslabén terminal.

1.3.3 Prevalencia e incidencia en la Republica Argentina

En la Republica Argentina, la incidencia en la poblacion humana ronda el 18%

de positividad seroldgica frente a Leptospira spp cuando se evallan sueros de

pacientes sospechosos. Mientras que en pacientes no sospechosos, el

porcentaje varia entre el 2 y el 6%. Aproximadamente, el 28% de los casos

clinicos detectados corresponde a areas densamente pobladas, lo que la
6



clasifica como una importante zoonosis urbana de notificacion obligatoria que
puede presentarse tanto en forma esporadica como en brotes epidémicos (93,
108).

1.3.4 Historia Natural

El periodo de incubacion es de alrededor de 10 dias, con limites de 4 a 19 dias.
Permanece largamente subdiagnosticada en parte debido al gran espectro de
signos y sintomas que los pacientes pueden presentar (47, 89).

Si bien suele ser autolimitada y sin secuelas, desafortunadamente entre un 5y
un 15% de los casos evolucionan de forma mas severa, con una tasa de
mortalidad que puede ir en estos casos desde un 5 a un 40%, presentando
hemorragias y fallas renales y/o hepéticas, lo que se conoce como Sindrome
de Weil (26). En los ultimos afios, ha sido cada vez mas frecuente el
compromiso pulmonar (113, 114)

En el curso natural de la leptospirosis se distinguen 2 fases: septicémica e
inmune (Figura 1.4). Durante un periodo breve de 1 a 3 dias entre las 2 fases el

paciente presenta alguna mejoria.

Figura 1.4 Naturaleza bifasica de la leptospirosis y sus caracteristicas en
la enfermedad en diferentes estadios. La serologia 1 y 2 representan la fase

aguda de la enfermedad, 3 la fase convaleciente lo que facilita la deteccién de



la respuesta inmune y 4 y 5 son seguimientos de muestras que pueden tener
valor (Adaptado de Turner, L.H. Leptospirosis i: 231-235, 1969).

Primer estadio: esta fase es denominada septicémica o leptospirémica porque
la leptospira puede ser aislada de cultivos a partir de sangre, liquido
cefalorraquideo (LCR) y otros tejidos. En esta etapa, que dura de 4 a 7 dias, el
paciente desarrolla una enfermedad no especifica parecida a una gripe de
variada intensidad. Se caracteriza por fiebre, escalofrios, debilidad, y mialgias,
afectando primariamente las pantorrillas, espalda y abdomen (38). Otros
sintomas pueden ser dolor al tragar, tos, dolor en el pecho, erupcion,
hemoptisis, jaqueca, confusion mental, fotofobia, y otros sintomas del sindrome
meningeo. Con frecuencia, el paciente puede referir exactamente cuando fué el
comienzo, ya que en esta enfermedad es caracteristico el comienzo abrupto de
los sintomas.

Entre ambos estadios hay un breve lapso que dura de 1 a 3 dias donde el
paciente presenta mejoria con descenso de la temperatura pudiendo estar
asintomatico. Luego la fiebre retorna indicando el comienzo de la segunda fase
cuando se presenta una meningitis clinica o subclinica.

Segundo estadio: esta fase es denominada inmune o leptospirdrica porque se
pueden detectar anticuerpos circulantes o el microorganismo puede ser aislado
de la orina y ya no de la sangre o del LCR. Esta etapa ocurre como
consecuencia de la respuesta inmune del huésped y puede durar de 1 a 30
dias o mas. La enfermedad ahora esta referida a la afeccion de dérganos
especificos, incluyendo meninges, higado, ojos y rifibn. Sintomas no
especificos como fiebre y mialgia son menos severos que en la primera fase y
pueden durar de dias a semanas. Alrededor del 75% de los pacientes
experimentan jaguecas que no ceden ante analgésicos y que con frecuencia
anticipa el comienzo de una meningitis.

Aqui la enfermedad puede tomar dos presentaciones: anictérica o ictérica. En
la primera la meningitis aséptica es el sindrome clinico mas importante
usualmente dura pocos dias pero puede persistir hasta 1 0 2 semanas. Los
sintomas no son especificos y puede sospecharse una meningitis viral.
Encefalitis y/o cambios en la conciencia son menos frecuentes. Los sintomas
meningeos se presentan en el 50% de los pacientes y la muerte es

extremadamente rara en la presentacion anictérica de la enfermedad.
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En la presentacion ictérica de la enfermedad las leptospiras pueden ser
aisladas de la sangre entre 24 y 48 horas luego del comienzo de la ictericia.
Puede ser acompafiada por dolor abdominal, diarrea, constipacion,
hepatoesplenomegalia, nauseas, vomitos y pérdida del apetito. Entre un 2 y un
10% de los casos pueden presentar otras complicaciones como uveitis, que
puede ocurrir concomitantemente con la enfermedad o hasta 1 afio después
(80). La iridociclitis y la coriorretinitis pueden ser complicaciones que pueden
persistir por afos. Sin embargo, la hemorragia subconjuntival es la
complicacion oftalmolégica mas frecuente de la leptospirosis, ocurriendo en el
92% de los pacientes. Las leptospiras pueden estar presentes en el humor
acuoso.

Los sintomas renales tales como azotemia, piuria, hematuria, proteinuria, y
oliguria estan presentes en el 50% de los pacientes con leptospirosis. Las
leptospiras pueden estar presentes en el rifion. Las manifestaciones
pulmonares pueden ocurrir entre el 20 y el 70% de los pacientes (63). En los
ultimos afos el porcentaje de compromiso pulmonar parece haber aumentado
en particular en su forma hemorragica (101). También pueden observarse
adenopatias, erupciones y dolor muscular.

Aungue no existe correlacién entre sindromes clinicos y serotipos involucrados,
se ha observado que la ictericia esta presente en el 83% de los pacientes
infectados con L icterohaemorrhagiae y en el 30% de los pacientes infectados
con L pomona. Una erupcién eritematosa pretibial puede ser observada en
pacientes infectados con L autumnalis. En forma similar, los sintomas
gastrointestinales predominan en pacientes infectados con L grippotyphosa. La
meningitis aséptica ocurre mas frecuentemente en pacientes infectados con L
pomona o L canicola (37).

La leptospirosis puede presentarse como una erupcion macular o
maculopapular, con dolor abdominal mimetizando una apendicitis aguda, o
como adenopatia generalizada simulando una mononucleosis infecciosa. Otras
presentaciones incluyen meningitis aséptica, encefalitis, o fiebre de origen
desconocido.

La leptospirosis debe considerarse en un paciente que presenta una
enfermedad parecida a una gripe, con meningitis aséptica y mialgia.



1.3.5 Sindrome de Weil

Esta forma severa de leptospirosis se manifiesta primariamente como ictericia,
con disfuncién renal, necrosis hepatica, disfuncion pulmonar y diatesis
hemorrégica (58). Suele presentarse al final de la primera fase y se agudiza
durante la segunda fase aunque la condicion del paciente puede deteriorarse
subitamente en cualquier momento siendo la transicion entre fases poco
marcada. No existen criterios para anticipar quien desarrollara Sindrome de
Weil. Las manifestaciones respiratorias incluyen tos, disnea, dolor toracico,
hemoptisis y fallo respiratorio. Las disfunciones vasculares y renales
acompafadas por ictericia se desarrollan de 4 a 9 dias luego del comienzo de
la enfermedad vy la ictericia puede durar semanas. LOs pacientes con severa
ictericia son mas propensos a desarrollar fallo renal, hemorragia y colapso
cardiovascular (24). Puede existir hepatomegalia y necrosis tubular aguda con
oliguria o anuria durante la segunda semana debido a la hipovolemia y la
disminuciéon de la perfusiéon renal. También puede presentarse fallo
multiorganico, rabdomidlisis (111), sindrome de dificultad respiratoria del adulto
(16), hemdalisis, esplenomegalia, insuficiencia cardiaca congestiva, miocarditis
y/o pericarditis (50). El sindrome de Weil posee una tasa de mortalidad del 5 al
10% de los casos. En los casos severos, con compromiso hepatorenal e
ictericia, la tasa se acerca al 40%, especialmente en pacientes mayores.

1.3.6 Datos de laboratorio

En la presentacion moderada, puede observarse una elevada tasa de
sedimentacién y leucocitosis periférica (3.000-26.000 x mL) con desvio a la
izquierda. Las aminotransferasas, la bilirrubina sérica y la fosfatasa alcalina
pueden encontrarse elevadas. En el examen de orina puede observarse
proteinuria, leucocitos, eritrocitos y cilindros hialinos y granulares. Cuando
existe compromiso del Sistema Nervioso Central (SNC), el LCR puede
presentar inicialmente leucocitos polimorfonucleares que son reemplazados
mas tardiamente por monocitos. El contenido de proteina puede ser normal o
estar elevado, mientras que los niveles de glucosa y la presién sanguinea son
normales.

En el Sindrome de Weil los pacientes pueden presentar: trombocitopenia,

frecuentemente acompafnada por fallo renal; azotemia; marcada leucocitosis;
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elevacion del tiempo de protrombina; elevacion de la creatina fosfoquinasa
(CPK) con elevacibn moderada de las transaminasas y anormalidades del
electrocardiograma (ECG); en casos severos puede ocurrir insuficiencia
cardiaca congestiva y shock cardiogénico.

1.3.7 Respuesta inmune

La respuesta humoral, en especial la IgM especifica puede ser detectable por
MAT (microscopic aglutination test, ver mas adelante) a partir de los 5-7 dias
posinfecciéon (Pl), elevandose a su maximo en las siguientes semanas,
permaneciendo de meses a afos y puede ser afectada por el tratamiento.
Como determinante antigénico se destaca el lipopolisacarido leptospiral, y otros
componentes de la membrana (ver mas adelante). La produccién de IgG es
inconstante. La especificidad de las Ig es generalmente de serovar. La
fagocitosis por polimorfonucleares seria mas lenta comparada con otras

bacterias como E. coli.

1.3.8 Patogénesis

Luego de ingresar por piel 0 mucosas, el organismo se multiplica en la sangre y
los tejidos. La resultante leptospiremia puede diseminarse a cualquier parte del
cuerpo aunque afecta particularmente al higado, los rifiones y el pulmon.

A nivel renal, el microorganismo migra al intersticio, tubulos renales y luz
tubular causando nefritis intersticial y necrosis tubular. Si existe fallo renal, este
se debe generalmente al dafio tubular, aunque también contribuyen la
hipovolemia resultante de la deshidratacion y la alterada permeabilidad capilar.
Cuando existe compromiso hepatico, suele observarse como una necrosis
centrolobular con proliferacion de células de Kupffer. La ictericia puede resultar
de la disfuncion hepatocelular. Las leptospiras también pueden invadir el
musculo esquelético, causando edema, vacuolizacion de miofibrillas y necrosis
focal. La microcirculacion del musculo esquelético es afectada y la
permeabilidad capilar es incrementada, resultando en perdida de fluido e
hipovolemia. En casos severos, puede presentarse un sindrome de vasculitis
diseminada como resultado del dafio al endotelio capilar. Las leptospiras
pueden invadir el humor acuoso ocular, donde pueden persistir durante meses,

ocasionalmente conduciendo a uveitis crénica o recurrente.
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Aun considerando las posibles severas complicaciones, la enfermedad es
frecuentemente autolimitada y no fatal (107). La respuesta inmune sistémica
puede eliminar al microorganismo del cuerpo, pero también puede conducir a

una reaccion inflamatoria que produzca injuria tisular secundaria (61).

1.3.9 Diagnd@stico

La leptospirosis es una enfermedad de dificil diagndstico clinico, ya que son
frecuentes las enfermedades con sintomas similares a ella. Es necesaria una
buena anamnesis que abarque los antecedentes personales de 15 a 20 dias
anteriores a la presentaciéon de la enfermedad.

El diagnéstico de leptospirosis se realiza frecuentemente utilizando una
combinacién de evidencias clinicas, pruebas de laboratorio y las caracteristicas
epidemiolégicas como ser: locacién, temporada, lugar de trabajo, habitat,
contacto con animales, viajes a areas endémicas, etc. Los sintomas mas
caracteristicos para un diagnostico temprano son: fiebre abrupta, dolores
musculares, malestar general, eritrosedimentacion elevada y la presencia de
leucocitos y neutrdfilos en orina.

Ocasionalmente por el aislamiento de leptospira en la sangre (las leptospiras
permanecen viables en sangre anticoagulada hasta 11 dias; las muestras
deben ser enviadas a un laboratorio de referencia para su cultivo) en los
primeros 7 dias (una vez que el sistema inmune es activado, los cultivos a
partir de sangre pueden volverse negativos) o en el LCR (del 4° al 10° dia)
durante la fase aguda de la enfermedad, y en la orina, se pueden aislar
después del 10° dia por semanas, inclusive meses o afios. Los cultivos de
orina positivos pueden tomar hasta 8 semanas para crecer. Actualmente, se
utilizan las técnicas de inmunofluorescencia indirecta y ELISA para detectar las

leptospira en muestras clinicas y de necropsia (106).

1.3.10 Pruebas seroldgicas

El diagndstico positivo se realiza por una elevacion de 4 veces en los titulos de
las pruebas serolégicas, como el test de aglutinacién microscépica (MAT). Un
diagnostico presuntivo puede realizarse cuando el titulo de anticuerpo es igual
o mayor a 1:100 en el MAT en conjunto con sintomas consistentes con la
enfermedad. En el MAT se utilizan una bateria de 5 a 20 cepas de leptospiras
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mas frecuentes vivas en ese lugar, se incuban con sueros a testar a fin de
detectar anticuerpos aglutinantes. La informacién derivada de este ensayo es
frecuentemente utilizada para identificar el serovar o variante de la leptospira
patdgena; sin embargo, son comunes las reacciones paraddjicas y cruzadas
entre serovares (67). Otros tests incluyen la hemaglutinacion indirecta, el test
de aglutinacién microcapsular, deteccion de IgM especifica por enzyme-linked
immunoabsorbent assay (ELISA), y la examinacién de sangre u orina por
campo oscuro. Mas recientemente, se encuentran también disponibles test
comerciales rapidos como el Dip-S-Ticks (PanBio, Maryland, USA), que
detectan anticuerpos antileptospira. El ELISA, al detectar IgM, puede ser (til
para el diagnostico de nuevas infecciones dentro de los 3 a 5 primeros dias.
Solo laboratorios especializados realizan el MAT, no debiendo retrasar el
tratamiento, que se deberd comenzar mientras se esperan los resultados. Mas
recientemente y en forma creciente, algunos protocolos de PCR se han

propuesto para el diagnéstico y la identificacion serotipica (7, 86, 87) .

1.3.11 Diagnostico diferencial

Debe hacerse con dengue, influenza, hepatitis virica, fiebre hemorragica viral,
septicemia con ictericia o una variedad de enfermedades semejantes
localmente prevalentes, incluyendo diversas enfermedades eruptivas,
paludismo, fiebre de origen desconocido, rickettsiosis (fiebre Q, tifus),
borreliosis, brucelosis, toxoplasmosis, pielonefritis y fiebre amarilla. En
pacientes que presentan meningitis debe hacerse un diagndstico diferencial
para establecer el origen viral o bacteriano (25).

1.3.12 Tratamiento

En general, el tratamiento es bajo internacién hospitalaria. La hidrataciéon
parenteral es la base del tratamiento en especial en pacientes con shock donde
la rehidratacién debe ser agresiva y la deshidratacién debe ser corregida en 6 a
24 horas. La reposicion de fluidos debe continuar hasta que los niveles
diuréticos son corregidos. La orina producida por un paciente sospechoso de
leptospirosis debera ser coleccionada y considerada de riesgo biologico. Otras
medidas incluyen control de signos vitales, monitoreo de la oximetria

(valoracion de la saturacién de oxigeno), rayos X, que permite en casos
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severos, observar en radiografias pulmonares un patrén alveolar punteado en
general en la periferia de los I6bulos inferiores que corresponde a hemorragia
pulmonar, laboratorio de funcion renal y hepéatica y administraciéon de
antibidticos. En este caso, segun el siguiente esquema para casos pediatricos:
Penicilina G 250.000 U/Kg/dia por via intravenosa (1V) fraccionado en cuatro
dosis (cada 6 horas) durante 7 a 10 dias. Tetraciclina en mayores de 9 afios 40
mg/Kg/dia, cada 6 horas VO por 7 a 10 dias. En casos de adultos: Penicilina
sédica, 2 a 4 millones U cada 6 horas IV por 7 dias (droga de eleccion). Para
aquellos alérgicos a la penicilina: Cefotaxina de 1 a 2 gr. cada 8 horas por 7
dias IV o IM. Tetraciclina 500 mg cada 6 horas por 7 dias VO. Doxiciclina 100

mg 2 veces al dia VO por 7 dias. Otros esquemas también son empleados.

1.3.13 Prondstico

La mayoria de los pacientes se recupera aun sin tratamiento. La tasa de
mortalidad mas alta se observa en pacientes ancianos y/o en aquellos que
desarrollan Sindrome de Weil. Las mujeres embarazadas presentan una alta
tasa de mortalidad fetal o abortos espontaneos, en especial si la infeccion se
contrajo durante los primeros meses de embarazo. Si sobreviven, los pacientes
con disfuncién hepética y falla renal, tienen altas chances de recobrar sus

funciones normales hepaticas y renales en el largo plazo.

1.3.14 Profilaxis

La doxiciclina, en dosis de 200 mg/semana, ha demostrado ser eficaz en el
95% de los casos de leptospirosis y puede ser administrada para prevenir la
enfermedad en aquellas personas que han sido expuestas (60).

Las vacunas de uso veterinario disponibles actualmente estan basadas en
preparaciones totales de membrana inactivada de leptospiras patogénicas y
parecen inducir una respuesta protectora a través de la induccion de
anticuerpos antilipopolisacaridos de leptospira (26, 66). Sin embargo, estas
vacunas fallan en inducir una proteccién de largo plazo y en proveer inmunidad
protectora cruzada contra serotipos de leptospira no incluidos en la preparacién
vacunal. El gran nimero de serotipos patogénicos (>200) y el costo de producir
una vacuna que contenga componentes de multiples serotipos han sido

factores limitantes mayores en el desarrollo de protocolos de inmunizacion
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basados en célula entera 0 en preparaciones de membrana. Las mismas
limitaciones ocurren a la hora de desarrollar una vacuna licenciada para uso
humano sumado a las reacciones adversas por emplear preparaciones totales
de membrana (3, 25, 59). No existe una vacuna licenciada de uso humano ni
tampoco existen vacunas de uso veterinario basadas en antigenos
recombinantes, es decir, altamente homogéneos, confiables y eficaces, por lo
gue cabe inferir que dichos productos tendrian una demanda importante de
parte del mercado local e internacional y por lo tanto servirian para generar

patentes de alto impacto econémico (59).

1.3.15 Medidas de control

Entre la medidas de control pueden mencionarse la notificacion de todos los
casos a la autoridad correspondiente; el aislamiento del paciente y
precauciones respecto a la sangre y los liquidos corporales de las personas
enfermas; la desinfeccién concurrente de los articulos contaminados con orina;
la investigacién de todos los casos, contactos y de la probable fuente de

infeccion.

1.3.16 Vigilancia epidemioldgica

Es una enfermedad que probablemente se pasa por alto y por ende esta
subnotificada en muchos paises, debido al dificil diagndstico clinico y a la falta
de laboratorios de diagnéstico. La OMS recomienda la inmediata notificacion de
casos sospechosos o confirmados a nivel periférico (en hospitales o
laboratorios), debiéndose investigar todos los casos. La vigilancia con base en
hospitales permite obtener asi informacidén sobre los casos mas graves. La
serovigilancia indica las variedades prevalentes.

La definicion de caso recomendada corresponde a enfermedad febril aguda
con cefalea, mialgia y postracion asociada a: subfusién conjuntival, irritacién
meningea, anuria/oliguria/ y/o proteinuria, ictericia, hemorragias (intestinal,
pulmonar), arritmias o insuficiencia cardiaca, erupcion cutanea y el antecedente
de exposicion a animales infectados o a un ambiente contaminado con orina de
animales. El criterio recomendado para dar a un caso confirmado como positivo
corresponde a aquel que es confirmado por un laboratorio competente,

mediante aislamiento o serologia positiva.
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1.3.17 Impacto socio-econémico

La leptospirosis es un problema econémico mayor para la salud publica asi
como para la industria agropecuaria, ya que en los pacientes el tratamiento
requiere hospitalizacion y no infrecuentemente dialisis renal (57), mientras que
en el ganado induce abortos, partos prematuros, infertilidad, reduccion de la
produccion de leche, pérdida de peso y hasta muerte (26).

Como la leptospirosis produce en el ganado una infeccion crénica, la industria
agropecuaria sufre una pérdida econdémica adicional cuando se aplican a nivel
nacional y/o internacional regulaciones de cuarentena.

Porque tiene una correlacién directa con la situacién econ6mica y porque
afecta a paises agroexportadores, no sorprende que tenga un impacto mayor

en un pais como la Argentina.

1.4 Busqueda de antigenos recombinantes utiles en diagndstico o
prevencién

El advenimiento del secuenciamento completo de los genomas ha tenido un
impacto enorme en el campo de la Microbiologia. El secuenciamento completo
del genoma del serogrupo B de Neisseria meningitidis representd una nueva
estrategia para la identificacion de candidatos vacunales finalizando con 4
décadas de esfuerzo continuo utilizando técnicas convencionales (88). Esta
aproximacion histérica, denominada ahora reverse vaccinology, ha sido
aplicada en los ultimos 3 afios y ha revolucionado el area de investigacién en
vacunas, ya que ha permitido el disefio de vacunas comenzando con la
prediccibn de todos los antigenos in silico, independientemente de su
abundancia y sin la necesidad de crecer el microorganismo in vitro (2, 76, 96).
El genoma de Leptospira interrogans serotipo Copenhageni, LIC, fue
totalmente secuenciado por el Consorcio AEG—Agronomical & Environmental
Genomes/ONSA/FAPESP, bajo la coordinacion general de la Dra. Ana Lucia
Tabet Oller do Nascimento (Centro de Biotecnologia Molecular, Instituto
Butantan). Las secuencias han sido depositadas en el GenBank bajo los
nameros de acceso AE016823 (cromosoma |) y AE016824 (cromosoma Il). El
genoma de Leptospira consiste en 2 cromosomas circulares con un total de
4,627,366 pares de bases (bp), correspondiendo al cromosoma | 4,277,185 bp
y al cromosoma Il 350,181 bp (Figura 1.5).
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Figura 1.5 Mapa circular de los 2 cromosomas en Leptospira interrogans.

El genoma de leptospira contiene un amplio abanico de genes codificantes
incluyendo aquellos de sistemas regulatorios, sefiales de transduccion, y
proteinas quimiotacticas, que reflejan la habilidad de este organismo a
responder a diversos estimulos del entorno. La identificacion de un conjunto
completo de genes codificadores de enzimas para la via biosintética de la
cobalamina asi como los genes relacionados con la biosintesis de
lipopolisacaridos generan fundadas expectativas de clarificar el estudio
fisiol6gico de las bacterias comprendidas en el género Leptospira. Otros genes
relacionados a toxinas, lipoproteinas y varias proteinas expuestas en la
superficie podran facilitar una mayor comprension de los mecanismos
patogénicos involucrados en las enfermedades que estas bacterias producen y
podran servir como potenciales candidatos a la hora de desarrollar productos
tanto para el diagndstico como la prevencion (84). Independientemente, el
genoma de la Leptospira interrogans serotipo Lai fué también secuenciado
completamente (92). Un andlisis comparativo de ambos genomas ha sido
publicado (83).

1.4.1 Justificacion de los candidatos seleccionados

La lesion principal en la leptospirosis se relaciona con el dafio producido en los
capilares y pequefios vasos (26). Algunos investigadores creen que una o
varias toxinas bacterianas podrian jugar un papel importante en la progresion

de la enfermedad. Varias proteinas fueron identificadas como potenciales
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candidatos vacunales, y algunas de ellas estan relacionadas con la
patogénesis de la enfermedad (35). Genes que codifican para colagenasas,
metaloproteasas y termolisinas fueron identificados como lipoproteinas. En LIC
también se encontraron genes que codifican para adhesinas, con dominios
similares tanto a inmunoglobulinas como a integrinas. En este sentido, un
amplio rango de moléculas celulares puede funcionar como receptores para la
adhesion de la bacteria al huésped (10, 30, 55). Las proteinas de superficie se
consideran como el primer contacto por el cual el microorganismo interactia y
se adhiere a los tejidos del huésped. Esta unién parece ser un primer estadio
esencial en el establecimiento de la infeccién de varios patdégenos bacterianos.
Las moléculas de adhesién o CAMs (del inglés cell adhesion molecules) son
receptores celulares de superficie presentes en células eucariotas que median
las interacciones célula-célula o célula-matriz extracelular. Un numero
significativo de bacterias patdgenas invaden los tejidos del huésped a través de
su habilidad de unirse a las CAMs (10, 30). Ademas del esperado efecto del
lipopolisacarido de la pared, se ha observado la activacion del endotelio
vascular por proteinas de espiroquetas que resultan en una aumentada
expresion de receptores de adhesion. Diversos estudios con las espiroquetas
patogénicas Borrelia spp y Treponema spp, han reportado la estimulacion del
endotelio vascular in vitro que conducen a un aumento en la expresion de
CAMs (62, 64, 103-105). El andlisis del genoma de LIC revela 263 potenciales
proteinas de membrana expuestas en la superficie (83, 84), aunque a la fecha,
solo unas pocas han sido caracterizadas a nivel molecular. Estos productos de
genes desconocidos son potenciales candidatos en mediar la interaccién con
células del huésped, facilitando la colonizacion de tejidos y por lo tanto siendo
importantes primeros pasos en el proceso infeccioso.

Las lipoproteinas son actualmente consideradas de gran interés en la
basqueda de candidatos vacunales y marcadores diagnosticos (40). Algunas
lipoproteinas de espiroquetas ya han sido aisladas y estudiadas como OspA de
Borrelia burgdorferi (15), SmpA de Brachyspira hiodysenteriae (109), LipL32 de
Leptospira interrogans (40) y Tpp47 de Treponema pallidum (115). Existe en la
actualidad una vacuna licenciada en los EUA que utiliza la lipoproteina OspA
para prevenir la enfermedad de Lyme causada por la espiroqueta Borrelia
burgdorferi (90). Ademas, las lipoproteinas pueden activar al sistema inmune
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innato a través de receptores Toll-like (119). Haake y col (42) demostraron
sinergismo en la proteccion de animales contra leptospirosis utilizando 2
proteinas externas, OmpL1 y LipL41. Otros estudios mostraron que el suero de
pacientes convalecientes reaccionaban con LipL32, LipL41 y otras 2 proteinas
de 62 y 76 kDa identificadas como proteinas de choque térmico (39). Se ha
sugerido que estas proteinas podrian servir como marcadores diagnosticos.
Recientemente, una lipoproteina nueva, LpL21, fue identificada en diversas
especies de leptospiras patogénicas (20). En conjunto, estos datos indican que
las lipoproteinas de LIC son de gran importancia como candidatos vacunales y
marcadores diagndsticos.

En la secuenciacion del genoma de LIC se han identificado 184 lipoproteinas,
siendo conocidas al momento de comenzar este estudio, solo poco méas de 10.
Entre las 174 lipoproteinas nuevas, muchas son hipotéticas, es decir que no se
han identificado en otro organismo. El analisis bioinformatico procur6, entre
otros, la presencia de un lipobox, es decir una secuencia consenso que en
espiroquetas es diferente de las de E. coli (117). La secuencia consenso fue
determinada por alineado de lipoproteinas de B. burgdorferi (33), T. pallidum
(34) y Leptospira (40).

En las espiroquetas, el lipobox es representado por la siguiente secuencia:

Leu(Ala,Ser).4-Leu(Val,Phe,lle) s-lle(Val,Gly)..-Ala(Ser,Gly).1-Cys +1.

Las lipoproteinas seleccionadas en este trabajo son LIC10365 y LIC11352
(Tabla 1.2).

Tabla 1.2 Genes seleccionados de LIC. El software utlizado para la

prediccién de la secuencia del péptido sefal: Psort (http://psort.nibb.ac.jp/) y

Smart (http://smart.embl-heidelberqg.de/).

Gen Similaridad nts |aa |Masa molecular |[Péptido sefal

LIC10365 |Lipoproteina 1080 | 359 |37.7 kDa 1-19 (Smart)
hipotética (rLIC10365)

LIC11352 |LipL32 819 |273|29.6 kDa 1-23 (Psort)
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Varios genes codificantes para potenciales lipoproteinas de membrana
identificados en el genoma de Leptospira podrian ser responsables de las
alteraciones microvasculares observadas durante la infeccion. Uno de ellos, el
gen LIC10365, sera incluido en este estudio ya que presenta homologia con
condroitinasa B y con pertactina, un factor de virulencia de Bordetella utilizado
como inmunégeno en la produccién de vacunas experimentales acelulares
contra pertussis.

Con respecto a LipL32, corresponde a una proteina ubicua con actividad
hemolitica cuando es expresada tanto in vitro como in vivo (19, 40). Es
reconocida por anticuerpos durante la fase humoral y por lo tanto resulta un
posible marcador diagnéstico (39). Ademas, brinda proteccion parcial en
modelo animal y por lo tanto podria ser una subunidad en una vacuna

recombinante (11).

1.5 Toxina coléricay su utilidad como adyuvante

La toxina colérica pertenece a la familia de toxinas del tipo AB5, junto con la
enterotoxina de E. coli (LT) (73).

Se las denomina asi porque estan formadas por dos subunidades en una
relacion 1:5. La subunidad A (con actividad tdxica) y un pentamero formado por
las subunidades B que se unen a un sitio especifico del huésped trasladando
selectivamente a la subunidad A.

Unién CTB-GM1

‘ Monémeros CTB ‘
~ O] (_J-"\ -
D ‘J .. Ny

Figura 1.6 Esquema del pentamero conformado por la subunidad B de la

toxina colérica y su interaccion con el receptor celular GM1.
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Estas toxinas explotan el mecanismo de trafico celular del huésped para tener
acceso al citosol (65) donde muestran su actividad téxica (49). Luego de ser
liberada por la bacteria en el yeyuno, la toxina reconoce en la superficie
epitelial al gangliésido GM1 a través de la subunidad B (Figura 1.6)(29, 56).
Subsecuentemente, la toxina es internalizada en vesiculas y transportada al
Golgi (8), donde se separa la subunidad A por reduccion de un puente disulfuro
(54). La subunidad A sigue una ruta retrograda por el reticulo endoplasmatico
(8) y es translocada al citosol por la ruta de degradacion de proteinas
asociadas al reticulo endoplasmico (46). En el citosol produce la irreversible
ADP ribosilacion de GsR logrando la activacion de la Adenilato Ciclasa (79). La
alta concentracién de AMP ciclico inhibe la reabsorcion de sodio y activa la
secrecion de cloruro (28), resultando en una masiva liberacién de fluidos desde
las células intestinales.

El pentamero formado por las subunidades B es capaz de reconocer a la célula
blanco y unirse a ella en ausencia de la subunidad A, generando una respuesta
inmune eficiente en la mucosa, lo que permite su uso como transportador para
obtener anticuerpos contra antigenos unidos a este, ya sean conjugaciones
genéticas o quimicas. En cambio posee un relativamente bajo poder como
adyuvante de moléculas coadministradas junto a esta (21, 51, 68, 71).

Se ha demostrado que CTB es un potente inmuno estimulador y que la
expresion de polipéptidos de fusion con CTB permite la reduccién de hasta
10.000 veces la dosis de inmundgeno necesaria para lograr una determinada
respuesta inmune (36). El mecanismo por el cual CTB es eficaz como
transportador de moléculas no estd bien definido pero se cree que esta
asociado con la fuerte unién de CTB con su receptor, el gangliésido GM1.

GM1 es un ganglidsido lipidico presente en muchas células incluyendo aquellas
del lumen intestinal. Cada mondémero de la subunidad B tiene la capacidad de
unirse a una unidad de GM1 produciendo un complejo toxina-gangliésido
(Figura 1.7). Esta unién es altamente especifica y cooperativa (99). La
estabilidad del pentamero depende de la cooperacién entre las subunidades.
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Figura 1.7. Esquema de la conformacion del gangliosido GML1.

Si bien la funciéon normal del gangliésido es poco conocida se lo ha implicado
en varias rutas de transduccién de sefales. Por ejemplo, GM1 exdgeno afecta
a la sefializacion de Ca2+ (48), a la modulacion de la expresion de CD4 (77,
78), y a la modulaciéon de la activacion de la proteina tirosina kinasa del factor
de crecimiento epidérmico (116). Se ha visto que CTB interfiere con, o potencia
los efectos de, varios factores de crecimiento.
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1.6 Objetivos especificos

El presente trabajo consta de 2 capitulos.

El primer capitulo describe:
e el clonado, la expresion y la purificacidén de la proteina LIC10365;
e la produccion de antisuero contra la proteina recombinante;
e el andlisis del grado de conservacién y expresion de LIC10365 entre
diferentes serotipos de leptospira;
e el estudio de su expresion durante la infeccién in vivo;

e el estudio de su capacidad para activar a la célula endotelial.

El segundo capitulo describe:

e la construccion de 1 clon codificante de la proteina CTB en fusion con
LipL32;

e la expresion y purificacion de la proteina recombinante;

e la produccion de antisuero contra la proteina recombinante;

e el analisis de la reactividad de la proteina recombinante contra sueros de
pacientes convalecientes;

e el estudio de la capacidad de la proteina recombinante para proteger a
animales inmunizados con la misma frente a la infeccién con leptospiras
patogénicas;

e el analisis de la respuesta inmune de los animales inmunizados.

23



2 Materiales y Métodos

2.1 Productos quimicos y enzimas

Los reactivos quimicos utilizados asi como los reactivos de biologia molecular
fueron de grado analitico. El agua utilizada fué destilada o bidestilada (segun
necesidad), deionizada y esterilizada por autoclave a 121 °C.

2.2 Medios

2.2.1 LB (Luria-Bertani)

En este medio se crecieron todas las cepas de E. Coli. Se preparo con Triptona
10 g/L, extracto de levaduras 5 g/L, NaCl 10 g/L. Para la preparacion de placas,
se afadié 15 g/L de agar. Para la preparacion del medio de las células BL21 S,
se procedio en forma idéntica pero sin el agregado de NaCl. Para seleccion de
colonias positivas de un plasmido determinado, se utiliz6 como medio LB con el
agregado de ampicilina (100 ug/ml) ya que todos los plasmidos utilizados
poseen resistencia a este antibidtico mediante la liberacion de B-Lactamasas al

medio.

2.2.2 Medio Enriquecido EMJH para Leptospira

Consta del medio EMJH base suplementado con albumina, polisorbato 80 y
factores de crecimiento adicionales para Leptospira. EIl medio base contiene
cloruro de amonio como fuente de nitrégeno, tiamina como factor de
crecimiento, la capacidad de buffer la proveen el fosfato disédico y el fosfato
monobasico de potasio. Ademas contiene cloruro de sodio que aporta los iones

esenciales.

2.2.3 Medio RPMI

Para el crecimiento y preparacion de las células HUVEC, se utiliz6 medio RPMI
1640 (Sigma) suplementado con: 10% suero fetal bobino, heparina 90 mg/mL,
suplemento de crecimiento de células endoteliales (ECGS), piruvato de sodio
2mM, L-glutamina 2mM, penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 p/ml).
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2.3 Cepas bacterianas utilizadas

2.3.1 Cepas de Leptospira

La cepa de LIC, utilizada en el secuenciamiento previo, fue aislada de un
paciente con leptospirosis severa en un brote epidémico en San Salvador de
Bahia, Brasil, en 1996 y ha sido descripta previamente (L1-130) (57).
Brevemente, se prepard un cultivo en medio EMJH a 28°C, se alicuoté con
glicerol al 10%, y se mantuvo a -70 °C hasta su uso. La virulencia fué testeada
en hamsters machos de 21-28 dias de edad. Las cepas de L. interrogans
serovares Canicola (Hond Utrechet 1V), Copenhageni (M-20), Hardjo
(Hardjoprajtino), Icterohaemorrhagiae (RGA), Pomona (Pomona) y Leptospira
biflexa serovar Patoc (Patoc 1) fueron cultivados en la Facultad de Medicina
Veterinaria, Universidad de San Pablo, Brasil.

2.3.2 Cepas de Escherichia coli
Las cepas E. coli utlizadas en el presente trabajo se describen
genotipicamente en la Tabla 2.1.

Cepa Genotipo relevante Utilizacion
en este
trabajo

DH5a F- @80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 | Amplificacion

endAl recAl hsdR17 (rk-, mk+) supE44 thi-1 | de vectores
gyrA96 relAl phoA

BL21 (DE3) F- ompT hsdSB (rB-, mB-) gal dcm (DE3) Expresion

BL21 SI F- ompT hsdSB(rB-, mB-) gal dcm endAl | Expresion
lon- proUp::T7 RNAP::malQ-lacZ (TetS)

BL21 (DE3) | F- ompT hsdSB (rB-, mB-) gal dcm (DE3) | Expresion
Plys S pLysS (CamR)

C43 (DE3) F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DES3) Expresion

2.4 Plasmidos
2.4.1 pAE
Es un vector para expresion y purificacion de proteinas recombinantes, el cual

posee un origen de replicacion para E. coli. Fué construido en base a otros dos
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vectores, el pET3-His y el pRSET, dando como resultado un vector de reducido
tamano (2.822 nts), que adiciona un tag de 6 histidinas en el extremo amino
terminal de la proteina, lo que permite una rapida purificacion de la proteina de
interés (Figura 2.1A). Debido a su tamafio este plasmido permite la insercion de
grandes fragmentos de DNA, los cuales se insertan bajo un promotor fuerte del
bacteriéfago T7 generando un alto contenido de copias por célula (~250) que
resulta en una alta cantidad de proteina purificada (~20 mg/L de cultivo).

El plasmido pAE posee un gen que codifica para una B-lactamasa que
proporciona resistencia a ampicilina (Amp). La transformacion de E. coli con
plasmidos recombinantes conteniendo Amp permite su selecciéon en medio LB
suplementado con ese antibiético. Posee sitios de primming de secuencias
especificas y conocidas de T7 y de pRSET que pueden ser utilizados para
comprobar la correcta inserciéon del gen de interés, asi como para estudios de

secuenciamiento.

2.4.2 pAE-CTB

Para la generacion de este plasmido, se redisefio el gen de CTB de tal manera
gue sus codones sean reconocidos por E. coli, L. casei y S. Typhimurium. Se
agregaron sitios de corte para varias enzimas y se elimind cualquier posible
estructura tipo hairpin a fin de mejorar la eficiencia del mismo (Figura 2.1B).
Luego de la insercibn en el vector pAE, se expres6 comprobando el
ensamblado de la proteina pentamérica, lo cual indica el correcto plegado de
los mondémeros de CTB y se verifico el reconocimiento de ésta por anticuerpos
contra CT. El vector original fue gentilmente cedido por el Dr. P. L. Ho, del
Laboratorio de Biotecnologia Molecular, Instituto Butantan, SP, Brasil.
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Figura 2.1 Esquema de los vectores pAE (A) y pAE-CTB (B).
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Figura 2.2 Secuencia del gen CTB modificada. En gris se muestra el

fragmento que se deleciona cuando se inserta el gen de LipL32.

2.5 Seleccion in silico de LIC10365

La localizacion celular de la proteina fue predicha por el programa PSORT,
http://psort.nibb.ac.jp (81). La determinacion del péptido sefial, el sitio de
clivado de la lipoproteina y los dominios transmembrana se basaron en los
siguientes servidores publicos (9, 53, 100):
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP, http://www.cbs.dtu.dk/services/LipoP/,
http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM
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2.6 Aislamiento de DNA gendémico bacteriano

El DNA gendmico de cada cepa fue aislado del pellet bacteriano con una
solucion de lisis a base de detergente y guanidina (DNAzol®, Invitrogen), lo
cual permitié la precipitacion selectiva del DNA a partir de un lisado celular. El
procedimiento constd basicamente de 4 pasos: 1) homogenizacién de la
muestra con DNAzol®; 2) precipitacion con etanol absoluto; 3) lavado con
etanol 70%; 4) solubilizacién del DNA en H,O.

2.7 Reaccibén en cadena de la polimerasa (PCR)

La secuencia codificante predicha de LIC10365 fue amplificada por PCR a
partir del DNA gendmico de LIC. Para dicha amplificacion se utilizaron primers
especificos (F ggatccagcggcgaaaacagtaacg) y (R
ggtacctcactcgagtttacaagcgtttggag), diseflados especificamente con el fin de
excluir la region del péptido sefal.

En el caso de LipL32, se utilizé6 como molde el gen previamente clonado en el
vector pDEST (35) y los primers especificos (F aattaaacgcgtggtgctttcggt) y (R
accaccaagcttattacttagtcg).

Las condiciones de annealing y de extension fueron distintas para cada
experimento ya que esto depende del tamafio del gen (~1 min por 1 Kb).

Se usaron tanto Taq (UNQ) como Pfx platinum (Invitrogen), siendo la eleccién
de las enzimas dependiente de la finalidad de la PCR. Por ej.: para reacciones
de verificacion de inserto (screening) se utilizé Taq y para la amplificacion de
fragmentos para su posterior clonado se utilizd Pfx, por su alta fidelidad en el
copiado, ya que a diferencia de la Taq posee actividad exonucleasa
(proofreading) 3'-5'.

Para llevar a cabo la reaccion se usaron tanto el buffer como la sal de
magnesio provisto por el fabricante a la concentracion indicada como Optima
con excepcion de la Pfx, la cual se ensayé primero en un gradiente de
concentraciones de magnesio para analizar la mas propicia.

Los fragmentos de PCR fueron purificados por gel utilizando un kit comercial y
siguiendo las instrucciones del fabricante (Concert Rapid Gel Extraction
System, Life Technologies) para ser clonados en el vector de expresion pAE
de E. coli (91) en los sitios de restriccion BamHI y Kpnl en el caso de LIC10365

y Mlul y Hindlll para LipL32. Las construcciones fueron verificadas por
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secuenciamiento del DNA en un secuenciador ABI Prism 3730 (Seq-Wright,
Houston, TX) con primers de la secuencia de T7 y especificos del vector (F

taatacgactcactataggg) y pAE (R cagcagccaactcagttcct).

2.8 Minipreps

La amplificacion de plasmidos a baja escala (minipreps) fueron hechas por el
procedimiento de lisis alcalina, siguiendo un protocolo estandard (95) y por la
utilizacion del Kit PureLink™ Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen) siguiendo las
intrucciones del fabricante, la eleccion del método dependié del grado de
purificacion deseado, siendo el kit la eleccidn para la secuenciacion.

2.9 Digestion por enzimas de restriccion

Las digestiones con las enzimas Mlu | (Amersham), Hind Ill, Kpn |, y BamH |
(promega), fueron realizadas en las condiciones Optimas para la enzima
siguiendo las indicaciones del fabricante. En el caso de las digestiones dobles
se utilizé un buffer en el cual ambas enzimas tuvieran el porcentaje mas alto de
actividad.

La concentracion de los fragmentos de DNA, se estim0, en forma aproximada,
por comparacion con la intensidad de fluorescencia producida después de la
electroforesis en gel en comparacion con los fragmentos presentes en el patron
de PM de concentracién conocida.

Las digestiones se incubaron a la temperatura 6ptima y se comprobaron por
electroforesis en gel de agarosa, corriendo una pequefia alicuota antes de
inactivar la enzima, La inactivacion de las enzimas se llevd a cabo segun indica

el protocolo del fabricante.

2.10 Electroforesis en gel de agarosa

Las muestras de DNA fueron verificadas mediante electroforesis en gel de
agarosa. Las concentraciones de los geles dependieron de la muestra a correr
asi como el marcador de PM utilizado. Las muestras fueron sembradas con
Loading Buffer (azul de bromofenol 0,25% y sacarosa 40% p/v en agua).

La electroforesis fue realizada en Buffer TAE con 1% de bromuro de etideo. El
voltaje asi como el tiempo de corrida dependié de la muestra, el gel y la
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finalidad de la corrida. La migracion de las bandas se observd en un

transiluminador de luz UV.

2.11 Purificacion de fragmentos de DNA

Para llevar a cabo la purificacion, las muestras fueron corridas en geles de
concentracion menores a 1 % de agarosa o0 menos. Luego de que las bandas
se separaran lo suficiente, se cortd la banda de interés del gel con un bisturi y
se coloc6 en un eppendorff, tratando de exponer el menor tiempo posible a la
luz UV para evitar dimeros de timina y por tanto mutaciones no deseadas. De
ahi en mas se procedid con la purificaciébn segun el protocolo del fabricante
utilizando el kit PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen).

En algunos casos se uso fibra de vidrio para la purificacion de bandas ya que
en este procedimiento se pierde menos producto, el principio de este método
es pasar la banda cortada por un filtro de fibra de vidrio confeccionado en
forma casera, recuperando el DNA. El DNA se guardo a —20 °C hasta su
utilizacion, en una solucién de H,O-buffer TE (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA) en

una concentracioén 5:1.

2.12 Reaccién de ligacién

Una vez purificados los productos de las reacciones de digestiéon fueron
corridos en un gel de agarosa para determinar la concentracion de cada uno y
poder calcular la relacion necesaria para la ligacion. Para estimar la cantidad
de cada DNA que se debia agregar al tubo de ligacion se tuvo en cuenta la
relacion molar entre los fragmentos a ser ligados, siguiendo la ecuacion:

Masa Vector (ng) x Tamafo inserto (pb)/Tamafio vector (pb) x I/V= Masa
inserto (ng).

Se utilizé una relacion 3:1 Inserto/Vector en el proceso de ligacion.

Para realizar la ligacién se procedio de la siguiente manera: se mezclaron el
Buffer correspondiente a la enzima, ambos DNAs en las concentraciones
adecuadas y el H,0, se calent6 por 5 minutos a 65 °C y se colocé en hielo para
romper cualquier interaccion que pueda existir. Luego se agregé la enzima de
ligacién T4 ligasa (Promega) y se incubo entre 8 y 17° C por aproximadamente

20 hs. Se hicieron los siguientes controles:
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e Vector sin inserto y con ligasa: Control de digestion
e Vector sin inserto y sin ligasa: Control de digestion

e Insertoy ligasa: Control de contaminacion.

De esta forma, los fragmentos amplificados por PCR, digeridos y purificados
fueron clonados en los vectores correspondientes. Para el caso de LIC 10365
se uso el vector pAE (Figura 2.3) el cual fué digerido con el mismo par de
enzimas que el fragmento amplificado del gen (Kpn | y BamH [) y para LipL32
se uso el mismo vector pero en este ya estaba insertado el gen modificado de
CTB, la insercion fué dirigida hacia la porcion terminal de este gen, logrando
una fusidon entre proteinas, en este caso tanto el vector como el gen

amplificado fueron digeridos con Mlu | y Hind Il (Figura 2.4).

Figura 2.3 Esquema del clonado de LIC10365.

32


http://www.monografias.com/trabajos14/control/control.shtml�
http://www.monografias.com/trabajos10/contam/contam.shtml�

Figura 2.4 Esquema de la construccion de pAE-CTB-LipL32.

2.13 Obtencion de células competentes

Se us6 una técnica ya descripta (110) que basicamente consta de inocular 500
ml de medio LB sin Na con 1 ml de cultivo saturado, proveniente del stock,
incubado overnight a 37 °C y con agitacion vigorosa. Cuando la DOgg nm del
cultivo llegé a 0.8 las células fueron centrifugadas a 4000 rpm durante 15
minutos a 4 °C y lavadas 2 veces con 200 ml de glicerol 10 % a 4 °C.
Finalmente se resuspendieron suavemente en 0.5 ml de glicerol 10 % y se
guardaron a -80 °C hasta su utilizacion.

2.14 Transformacion

La transformacion fué realizada mediante electroporacion, donde se somete a
la bacteria a campos eléctricos pulsantes que producen poros en la pared, lo
gue permite el ingreso del DNA.

Se mezclaron las células competentes recién descongeladas con el DNA a
transformar, y se mantuvieron en frio durante aproximadamente 1 min. Luego
se electroporaron en las condiciones ya descriptas para estas células (2.2 kV;
200 Q; 25 uyFD). Para esto se uso un equipo Gene Pulser™ (Bio -Rad) y
cubetas de 0,2 ml.

Una vez electroporadas, se les agregd medio LB, se incubaron a 37 °C con una
agitacion de 180 rpm durante 1 h para permitir la expresion del fenotipo de

resistencia. Pasado ese tiempo se plaguearon en medio sélido de LB con
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antibidtico (Amp), y se incubaron a 37 °C aproximadamente 16-18 hs. En cada
caso se hicieron los siguientes controles: a) control negativo para ver si el
sistema estaba contaminado, donde el DNA fue reemplazado con H,O; b)
control positivo donde se electropord un plasmido cuantificado a DOgs nm para

sacar la eficiencia de transformacion, segun la siguiente formula:

Eficiencia de transformacién=Colonias / ug DNA

Para identificar los clones positivos que contienen el vector con el inserto, se
procedio a picar con un palillo las colonias transformadas y crecida con medio
selectivo y se resuspendieron en H,O, se calentaron para romper las bacterias,
se centrifugaron para obtener solo la parte soluble y eso se usé como molde de
DNA para una PCR con primers que flanqueaban el inserto. Al mismo tiempo

se realiz6 una estria en LB con Amp, para su posterior identificacion.

2.15 Cinética de expresion

Para determinar la expresion de la proteina y su ubicacion celular, ya sea en
forma soluble o en cuerpos de inclusion, se tomaron muestras de cultivos
inducidos cada 20 min. Los cuerpos de inclusion son agregados insolubles de
proteinas no funcionales. Para esto se realizé un experimento para determinar
primero el mejor proceso para romper las células y obtener la fase soluble de
ellas sin romper los cuerpos de inclusién.

Los métodos que se ensayaron fueron los siguientes:

Sonicacion: Se sonicaron 3 pulsos de 15 segundos a 38 % de amplitud en un
sonicador Branson sonifier 150.

Congelar y descongelar: Se congelaron y descongelaron las muestras 3
veces pasandolas de nitrégeno liquido a un bafio de 37 °C.

Perlas de vidrio: Se agrego0 al pellet de células una cantidad igual de volumen
de perlas de vidrio menores a 0.5 mm. y se procedi6é a su agitacion mediante
vortex, se hicieron varios ciclos hasta ver una clarificacion del medio,
incubando las muestra en hielo entre cada ciclo para que la temperatura no

aumentara y no se desnaturalizara la proteina.
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French Press: Se pasaron las bacterias resuspendidas en el buffer de lisis de
2 a 4 veces hasta ver la clarificacion del medio (NaCl 500 mM, Tris-HCI 20 mM,
y 0.1% Triton X-100, pH 8.0).

Luego de cada proceso de ruptura, se centrifugaron por 10 min y se separaron
ambas fases, la fase soluble y los cuerpos de inclusion. Se verificé la expresion
por electroforesis en geles de poliacrilamida.

2. 16 Expresién, purificacion y renaturalizacion

2.16.1 Expresion

Para la expresion de las proteinas se usaron células E. coli C43 (DE3) y BL21
(SI), las cuales fueron transformadas con pAE-LIC10365 o pAE-CTB-LipL32,
respectivamente e incubadas durante 16hs en medio LB a 37 °C (C43) y a 30
°C las BL21 (a esta temperatura se incrementa la solubilidad de la proteina y se
reduce la formacion de cuerpos de inclusion).

Cuando el cultivo llego a la saturacién, fué diluido entre 30 y 50 veces para que
en el momento de la induccién todas las bacterias estuvieran parejas en su
estadio 6ptimo de crecimiento, que es la fase exponencial. Esta dilucién
también sirve para diluir las B-Lactamasas solubles secretadas al medio que
pueden apantallar el crecimiento del fenotipo sin resistencia. El crecimiento fué
monitoreado tomando cada 20-30 minutos la DOgyo nm hasta que se alcanzé
una DOegoo nm de 06-08, donde fué inducida la expresién de la proteina
recombinante mediante la incorporacion de IPTG 1mM para las células
transformadas de E. Coli C43 (DE3) y NaCl 300mm para las BL21 (SI).

Se tomaron muestras a distintos tiempos y se midid la DOggo nm para constatar
la correcta expresién que va acompafada de una fase semi estacionaria del
cultivo, estas muestras fueron usadas para analizar la expresion de la proteina
de interés por electroforesis en geles de poliacrilamida (cinética de expresion).
Las muestras para el gel fueron centrifugadas por 2 min a 14.000 g, el pellet
fué resuspendido en SDS-LB (Tris-Cl 100mM (pH 6.8), DTT 200 mM, SDS 4%,
bromofenol blue 0.2 % vy glicerol 20 %) y hervidas por 10 min. Por ultimo, se
pasaron a través de una jeringa varias veces para romper el DNA y fueron
centrifugadas nuevamente por 10 min.

La induccién se mantuvo por 3-4 hs en agitacién a las mismas temperaturas

anteriormente mencionadas. Las células fueron cosechadas por centrifugaciéon
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y el pellet fue resuspendido en 30 mL del buffer de lisis (NaCl 500 mM, Tris-HCI
20 mM, y 0.1% Triton X-100, pH 8.0). La lisis se hizo mediante una French
Press (Aminco). La fraccion insoluble fue lavada 3 veces con 30 mL de buffer
(Tris-HCI 20 mM, NaCl 500 mM, B-mercaptoetanol 1 mM, urea 1 M y Triton X-
100 1%) y luego fue solubilizada en 50 mL de buffer conteniendo Tris-HCI 20
mM, NaCl 500 mM, b-mercaptoetanol 5 mM y urea 8 M.

2.16.2 Purificacion y renaturalizacion

Las proteinas fueron purificadas por cromatogréfica de afinidad metalica
utilizando una columna de flujo rapido conteniendo particulas cargadas con Ni?*
(GE Healthcare). Brevemente, la columna fué equilibrada con el buffer de unién
y las proteinas fueron unidas a la columna por interaccion de las histidinas con
el Ni?*. Los contaminantes fueron descartados con lavados a bajas
concentraciones de imidazol (5, 25, 40 and 60 mM) y las proteinas
recombinantes fueron eluidas con imidazol 250-1 M. A continuacion, las
muestras fueron analizadas por SDS-PAGE 12-15 % y las fracciones de
elusion conteniendo las proteinas recombinantes fueron dializadas en PBS con
concentraciones decrecientes de imidazol hasta llegar a cero.

Cuando necesaria, la renaturalizacion de la proteina fue realizada por dilucién
en 2 L de buffer conteniendo (Tris-HCI 20 mM, NaCl 500 mM e imidazol 5 mM).

2.17 Antisueros contra rLIC10365y CTB-LipL32

Ratones hembras Balb/c de 6-8 semanas de edad fueron inmunizadas por via
intraperitoneal con aproximadamente 5-15 pg de cada proteina recombinante
formulada con adyuvante completo de Freund. Pasados 21 dias, los ratones
recibieron nuevas inmunizaciones con las proteinas recombinantes formuladas
con adyuvante incompleto de Freund. Luego de 2 semanas de la ultima
inoculacién los animales fueron sangrados y los sueros se titularon por ELISA.
Como control se usé un grupo inoculado con una muestra procesada en forma

idéntica excepto que las células fueron transformadas con un vector vacio.

2.18 SDS-PAGE e inmunoblotting
El procedimiento fue similar a uno ya descripto (85). Brevemente, las proteinas
purificadas fueron separadas en geles de policrilamida al 12-15 % (p/v) con
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SDS (SDS-PAGE, del inglés sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis). Luego de su separacion, las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa o nylon. La transferencia se realiz6 en un equipo
Owl para transferencias semisecas. Para un gel de 0.75 mm de 15 calles,
aproximadamente de 8 cm x 5 cm, se transfirio a 15 volts durante 35-40 min,
previa incubacién de la membrana y el gel en buffer de transferencia (Tris-base
48 mM, SDS 0.037%, glicina 39 mM y metanol 20%) para las membranas de
nylon Amersham Hybond™-P. Antes de bloquear la membrana, se verifico la
correcta transferencia con rojo ponceau. Las membranas se bloguearon con
TBS-T (TBS-tween 20 al 5%: tris-HClI 10 mM pH 7,5; NaCl 150 mM)
suplementado con 5% de leche en polvo descremada durante 2 hs a fin de
evitar el pegado inespecifico. Luego, se realizaron 4 lavados con TBS-T de 10
min cada uno. Se incubaron overnight en la heladera con el anticuerpo primario
(suero de ratones inmunizados o de pacientes convalecientes gentilmente
provistos por el Servicio de Zoonosis del Hospital Mufiiz) con sus respectivos
controles a diluciones acorde al titulo demostrado en los ELISAs previos. A
continuacioén, se realizaron 4 lavados de 10 min cada uno con agitacion suave.
Los anticuerpos primarios fueron detectados por anticuerpos anti-IgG especie
especificos unidos a HRP (horseradish peroxidase), los cuales fueron
incubados a 37 °C por 2 hs. Nuevamente se realizaron sucesivos lavados y
finalmente las membranas fueron reveladas con 3,3-diaminobenzidina (DAB) y

con peréxido de hidrogeno (H,O,) preparado en el momento.

2.19 ELISA

El andlisis de la especificidad, del titulo de los sueros contra las proteinas
recombinantes, asi como de la unién de CTB-LipL32 a GM1 fue monitoreado
por ELISA. Las placas de ELISA fueron sensibilizadas con las proteinas de
interés (o con GM1) en una concentracion aproximada de 0.5 ug de proteina en
buffer carbonato (Na,CO3; 0,05 M, pH 9,6) en un volumen final de 100 pl/well
por aproximadamente 14 horas a 4 °C. Luego de lavados con PBS/Tween 0,05
%, se bloqued la union inespecifica con 200 pl/well de una solucion de buffer
carbonato conteniendo 3 % de BSA (0 5 % de leche descremada) por 2 hs en
estufa a 37 °C. A continuacién se hicieron los lavados correspondientes con
PBS/Tween 0,05 % y se incub6 con 100 pl/well de diluciones seriadas del
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antisuero en buffer PBS conteniendo 1 % de BSA y 0,05 % de Tween 20 por 1
hora en estufa a 37 °C. Nuevamente se realizaron los respectivos lavados y se
agreg6 100 pl/well de antisuero anti-lgG especie especifico conjugado con
peroxidasa (anti-raton Dako o anti-humano Sigma) en una dilucion de 1:2000,
en buffer PBS conteniendo 1 % de BSA y 0,05 % de Tween 20 y se incub6 por
1 hora en estufa a 37 °C. Se hicieron los lavados necesarios con PBS/Tween y
se adicion6 100 pl/well de la solucion OPD (o-phenilenediamine) 0,4 mg/ml en
buffer fosfato-citrato 0,05 M, pH 5.0 conteniendo H,0, (10 ul de solucién 30%
para un volumen de 20 ml de substrato). La reaccién fué interrumpida con 50
pl/well de la solucién H,SO4 2 My la absorbancia fué leida a 492 nm en lector
de microplacas (Labsystems).

2.20 Extraccion de RNA y analisis de transcripcién reversa (RT)-PCR

Para realizar la transcripcion reversa (RT)-PCR, se obtuvo primero el RNA total
de los cultivos de leptospira empleando TRIzol Reagent (Invitrogen) siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Un microgramo de RNA de cada muestra
fue tratado con 1 U de DNAsa | (Invitrogen) por 15 min a TA y se inactivé con 1
uL de EDTA 25 mM a 68C durante 10 min. Para la transcripcion reversa de
las muestras de RNA tratadas con DNasa, se utilizé el sistema de sintesis de
cDNA  SuperScript Il para RT-PCR (Invitrogen), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Las reacciones de PCR y las condiciones del
ciclado fueron similares a las mismas descriptas para el clonado de LIC10365.
Todas las muestras fueron controladas con y sin el agregado de la enzima de
retrotranscriptasa para descartar contaminaciones con DNA. Los productos
amplificados de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa 1

% y visualizados con tincion de bromuro de etidio.

2.21 Inmunohistoquimica

Con el fin de detectar la proteina codificadas por el gen LIC10365 en tejidos de
rifidn, se inocularon en forma intraperitoneal 3 hamsters de 180 gr con 0.5 ml
de PBS (pH 7,2) conteniendo 10* bacterias (LIC). A las 2 semanas PI, cuando
los animales presentaban sintomas tales como letargia, fueron sacrificados.
Los rifiones fueron cosechados y procesados para histologia de la manera
habitual. Como controles se usaron animales inoculados con PBS. Luego de la
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rehidratacion, los cortes de tejido montados sobre portaobjetos Pro-Bond Plus
(TNT) fueron calentados durante 15 minutos en buffer citrato 10 mM para lograr
el desenmascaramiento antigénico. La actividad de la peroxidasa enddgena fué
previamente inhibida incubando los preparados durante 15 min con 3 % H,O, y
el bloqueo de sitios no especificos se realizdé incubando 20 min con PBS y
suero de cabra al 5 % a TA.

Los tejidos fueron incubados con el suero policlonal de raton descripto
anteriormente en una diluciéon 1:100 por 1 h a TA o con suero de ratén anti-
LipL32 (35), como control positivo. Luego de sucesivos lavados con PBS, se
incub6 con el antisuero antiespecie marcado con biotina y luego de varios
lavados con EnVision (DAKO) por 20 min a TA y se lavo nuevamente con PBS.
Se revel6 con DAB y H,0;, durante 2-10 min hasta alcanzar la intensidad
apropiada y se frend la reaccion con agua destilada. Luego, las muestras
fueron contracoloreadas con hematoxilina por 1 min y lavadas con agua
corriente primero y con agua destilada después. Para deshidratar el preparado,
se utilizaron concentraciones crecientes de etanol y por ultimo xileno (cada
paso duro 5 min). Finalmente, los preparados fueron montados con un

cubreobjetos y observados en un fotomicroscopio Nikon E200.

2.22 Ensayo de lisado de Limulus amebocyto (LAL test)

Para detectar y cuantificar las endotoxinas lipopolisacaridas (LPS)
contaminantes, se utilizo el ensayo de LAL en las muestras proteicas usando el
kit QCL-1000 (Bio-Whittaker, Maryland), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

2.23 Cultivo de células endoteliales

Células endoteliales humanas (HUVECS) fueron obtenidas de cordon umbilical
utilizando digestion con colagenasa (Gibco) de acuerdo a un método ya
descripto (52). Las células fueron crecidas a confluencia en frascos de 25 cm2
revestidos con 1 % de gelatina (Sigma). El medio de crecimiento consistié en
RPMI 1640 suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB, Gibco),
heparina (100 pug/ml)(Gibco), suplemento de factores de crecimiento de células
endoteliales (50 pug/ml, Sigma), piruvato de sodio (2 mM), L-glutamina (2 mM),
penicilina (100 U/ml, Sigma) y estreptomicina (100 pg/ml, Sigma) a 37°C en
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atmosfera humeda de 5 % CO,. Cuando los cultivos alcanzaron la confluencia
se realizaron repiques a frascos o a placas de 6 o 24 wells, por tratamiento con
solucién de tripsina-EDTA (0,05 % y 0,1 mM, respectivamente), y se lavaron
con PBS (sin calcio ni magnesio) suplementado con 10 % SFB y fueron usadas
entre el primer y tercer pasaje. Algunos experimentos fueron realizados en
presencia de polimixina B (7 pg/ml) para eliminar posibles respuestas inducidas
por la presencia de lipopolisacaridos bacterianos contaminantes. La
proliferacién de las células HUVECs fué monitoreada mediante el conteo de
células en microscopio invertido de contraste de fase mantenidas en el medio
descripto arriba en presencia de las proteinas recombinantes luego de 72 hs.
Su identificacién se baso en la morfologia y su unién a anticuerpos anti-factor

de von Willebrand (VWF) (Immunotech, Francia).

2.24 Expresion de las moléculas de adhesidon celular (CAMs) E-selectina e
ICAM-1

Luego del tratamiento con LIC10365 a las concentraciones indicadas durante 1
h en medio RPMI-1640, la proteina fue removida por lavados sucesivos y las
células HUVECSs fueron incubadas en RPMI-1640 con 10 % SFB. La expresion
de ICAM-1 fué estudiada a las 12 hs. Para ello, las HUVECs fueron
despegadas con la solucion de tripsina-EDTA ya mencionada, centrifugadas,
resuspendidas en PBS/SFB conteniendo concentraciones saturantes de
anticuerpos monoclonales (mAbs) anti ICAM-1 (Pharmigen) conjugados con
FITC (isotiocianato de fluoresceina). Para estudiar la expresién de E-selectina,
las células fueron cosechadas luego de 4 hs e incubadas con el mAb anti
CD62E (clon 1.2B6 Immunotech) y como anticuerpo secundario se uso F(ab’)2
anti-ratén 1gG (Immunotech) conjugado con FITC. Como control de unién no
especifica, los mAbs conjugados con FITC fueron reemplazados con mAbs del
mismo isotipo irrelevantes a concentraciones equivalentes. Luego del marcado,
las células fueron lavadas, fijadas con 1 % de paraformaldehido y analizadas
por citometria de flujo en un FACScan citofluorometro (Becton Dickinson, CA).
Se establecieron parametros apropiados de tamafio y complejidad y se
analizaron 10.000 células por experimento. La union inespecifica se establecio
utilizando controles de isotipo. El porcentaje de células positivas fué

40



determinado utilizando umbrales de positividad dados por los controles de

isotipos.

2.25 Desafio

Con el fin de verificar la capacidad protectora de CTB-LipL32 in vivo se
utilizaron hamsters (Mesocricetus auratus) machos adolescentes de 80-120 gr
(3-4 semanas de vida), los cuales fueron inmunizados por via intraperitoneal.
Los grupos se organizaron de la siguiente manera: A) hamsters inmunizados
con CTB-LipL32 (25 pg/animal); B) hamsters inmunizados con PBS; C)
hamsters inmunizados con CTB (8 pg/animal); y D) hamsters inmunizados con
LipL32 (17 pg/animal) en un volumen final de 0.5 mL. En cada animal se
realizaron 3 inmunizaciones con intervalos de 15 dias cada una. Pasados los
15 dias de la ultima inmunizacién, todos los animales fueron inoculados con 0.5
ml de PBS conteniendo aproximadamente 10* células de LIC (L1-130)
registrandose la mortalidad diariamente y sacrificAndose a los sobrevivientes a
los 28-30 dias PI. El experimento se repitié 3 veces en 2 laboratorios diferentes
utilizando 3-5 animales por grupo.

2.25.1 Mortalidad
La mortalidad fue monitoreada diariamente durante todo el periodo de
observacion (30 dias) incluyendo sintomas de enfermedad terminal.

2.25.2 Histopatologia

A los 14 y 30 dias PI, grupos de 3 animales fueron sacrificados y diversos
tejidos, incluyendo rifidn, bazo y sangre fueron cosechados para su andlisis
histopatologico.

2.25.3 Carga bacteriana

La presencia de LIC anivel deltejido renal fue establecida por tincion
inmunohistoquimica utilizando antisueros especificos. Un andlisis comparativo
se realizd a continuacion por observadores que desconocian la identidad de

cada preparado.
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2.26 Respuesta inmune humoral
La presencia de anticuerpos especificos fué monitoreada por ELISA como se
ha descripto (75).

2.27 Andlisis estadistico

Todos los resultados fueron expresados como media + DS. Analisis de una-via
de varianza (ANOVA) seguido del procedimiento de mdultiple comparacion de
Newman-Keuls. Los valores < 0.05 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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3 Resultados

3.1LIC10365

3.1.1 Andlisis bioinformatico de la secuencia de LIC10365

El gen codificante de LIC10365 fué identificado en el cromosoma | luego del
analisis de los probables ORFs presentes en el genoma de L. interrogans
serovar Copenhageni (83, 84). El gen consiste en 1080 nucleoétidos, que
codifican una proteina de 359 amino&cidos. La busqueda de motivos
estructurales por los servers Lipo-P (53), TMHMM (100) y PSORT (81) predijo
gue LIC10365 es una lipoproteina externa de membrana.

Segun Lipo-P, posee una sefial de clivado tipo Il en la posicién 16-17 y dos
sefales de clivado tipo | en las posiciones 22-23 y 27-28, teniendo el mejor
score el sitio de la posicién 16-17 (53). El andlisis por BLAST mostré que
LIC10365 es parte de una familia de genes paralogos que incluye LIC11207
(50 % identidad, 65 % similitud), LIC10821 (48 % identidad, 64 % similitud),
LIC10774 (38 % identidad, 58 % similitud) y LIC11030 (35 % identidad, 48 %
similitud) (4, 97). Segun el server PFAM (31), esta familia de proteinas tiene en
comun un dominio de funciéon desconocida (DUF 1565). El punto isoeléctrico
(p!) tedrico es de 5.62 y la masa molecular (M) del polipéptido maduro y clivado
es de 36400.41 Da.

Secuencias similares a LIC10365 fueron identificadas en L. interrogans serovar
Lai (92) y en L. borgpetersenii serovar Hardjo—bovis strain JB197 (13).

3.1.2 Expresidén proteica, purificacion y western blot

La proteina recombinante rLIC10365 fué expresada en E. coli C43 (DE3). Esta
cepa, inicialmente fue descripta por Microlux & Walker (74) y se ha reportado
que puede crecer hasta alcanzar altas densidades celulares y expresar
proteinas globulares y de membrana sin efectos toxicos para E. coli.

La proteina recombinante, estimada en 37.7 kDa, fue expresada en los cultivos
inducidos (Figura 3.1A), el sistema tiene un nivel de expresion basal sin
induccion.

La proteina LIC10365 fue expresada en forma insoluble en cuerpos de
inclusién y debié ser solubilizada y renaturalizada antes de purificarla por la
columna de sefarosa cargada con Ni?*. La proteina fue recuperada con
imidazol 1M como la mayor banda proteica (Figura 3.1B).
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La reactividad de la proteina recombinante con el suero de raton anti
rLIC10365 mostrdé una banda correspondiente a rLIC10365 (Figura 3.1C y D)
en la forma purificada y en el lisado proteico de las bacterias inducidas. Las
bandas de menor peso molecular que aparecen en la Figura 3.1D son
probablemente productos de degradacion.

Figura 3.1. Expresion, purificacion y western blot de rLIC10365 (rP). A:
Expresion proteica de E. coli C43 (DE3) transformadas con pAE-LIC1065 en un
SDS-PAGE 12%. B: Elucion con imidazol 1M de la proteina rLIC10365
purificada por la columna de sefarosa cargada con Ni**. C: Proteinas
transferidas a la membrana de western y teflidas con Ponceau S. D: Western
blot con suero de raton (1:1000) anti rLIC10365. Proteinas totales del extracto
bacteriano: NI, no inducido; I, inducido. rP, proteina recombinante purificada; M,
marcador de peso molecular de proteinas.

3.1.3 Conservacion de genes y proteinas entre cepas de Leptospira

La conservacion del gen de LIC10365 en cinco cepas patogénicas y en una
saprofita no patogénica de Leptospira fué examinada por PCR con el mismo
par de primers usados para la amplificacion del gen. La banda correspondiente
al gen de LIC10365 de 1038 nts fue amplificada por PCR en tres cepas
patogénicas pertenecientes a la especie de L. interrogans (serovares
Copenhageni, Hardjo e Icterohaemorraghie). No se detecté amplificacion en las
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cepas pertenecientes a los serovares Canicola, Pomona y en la cepa no
patogénica Patoc 1 (L. biflexa serovar Patoc) (Figura 3.2A).

La expresion de LIC10365 en cultivos in vitro de leptospiras se evalué mediante
amplificacion por RT-PCR partiendo del RNA total. Los resultados obtenidos
revelaron la presencia de transcripto de LIC10365 en las tres cepas
mencionadas anteriormente (Figura 3.2B).

La contaminacion por DNA fué descartada ya que no se observd amplificacion
en ausencia de la enzima transcriptasa reversa (Figura 3.2C).

La integridad de las muestras se verificdé amplificando un fragmento de cDNA
del 16S ribosomal de 1042 nts (no se muestra en la figura).

o
R
&
_ &
> N
QO )
$ &
> & o
S & & &9 S
S R R
M P& O R R R
1000 pp (-
850 b L A
1000 pb
850 pb
1000 pb
850 pb C

Figura 3.2. Conservacion de genes y proteinas entre cepas de Leptospira. A:
DNA gendémico de Leptospira biflexa Patoc y de cinco serovares de especies
patogénicas de Leptospira interrogans fueron analizados por PCR con primers
especificos para LIC10365. El tamafio de amplificacion esperado para el gen
de LIC10365 es de 1038 nts. B: RT-PCR andlisis de LIC10365 usando los
mismos pares de primers mencionados anteriormente. C: Control de
contaminacién por DNA sin transcriptasa reversa. M, marcador de peso

molecular.

3.1.4 Evaluacion inmunohistoquimica con suero anti-rLIC10365
Los cortes histolégicos realizados de rifiones de cobayos obtenidos 14 dias PI
presentaron arquitectura cortical y medular bien conservada. Algunos pocos

glomérulos se observaron contraidos, mientras que algunos tabulos contenian
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material proteico mezclado con eritrocitos. Un infiltrado celular mixto agudo se
observé ocasionalmente en proximidad a grandes vasos.

La tincidon positiva con el antisuero rLIC10365 localizé el antigeno de Leptospira
en el lumen de los tdbulos renales (Figura 3.3B). Por el contrario, se observo
escasa cantidad de antigeno de LIC10365 infiltrado en los intersticios celulares
del tejido inflamado.

Comparado con LipL32, un antigeno inmunodominante expresado en la
infeccidon experimental por leptospiras (40, 82) y usado como control positivo en
este experimento, la tincion de la proteina LIC10365 fue menos intensa (Figura
3.3C). En el control negativo, el antisuero de rLIC10365 no mostro reactividad a

tejidos de rifion de hamsters no infectados (Figura 3.3A).

Figura 3.3. Inmunohistoquimica en tejido renal. Los tejidos fueron
cosechados 14 dias Pl con L. interrogans virulentas. El antigeno (*) fué
detectado en las leptospiras dentro del lumen de los tubulos renales tanto con
suero antirLIC10365 (B), como antirLipL32 (C). Como control negativo se
usaron animales no infectados con suero antirLIC10365 (A). En todos los
casos, se utiliz6 como contraste una tincion con hematoxilina. A: x250; By C:
x400.

3.1.5 Expresion de E-selectina e ICAM-1 en células endoteliales

Para determinar si las células endoteliales son activadas por la exposicion a
rLIC10365, cultivos de HUVECs fueron tratados a las concentraciones
indicadas de rLIC10365 y se evaluaron los niveles de la E-selectina y de ICAM-
1 de superficie por FACS (del inglés, fluorescence-activated cell sorter analisis).
Previamente, se habia demostrado que estas moléculas son activadas por
proteinas de las espiroquetas patogénicas Borrelia spp (103-105) y Treponema
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spp (64). Los resultados muestran un incremento en la expresién basal de las
dos CAMs después del tratamiento con rLIC10365 en forma dosis dependiente
(Figura 3.4 A y B). Con el fin de excluir la incidencia del eventual LPS
contaminante en el proceso de activacion, se determiné el contenido de LPS de
la muestra en 1.2 x 10-2 yg mL-1 por el ensayo LAL. La induccién de ICAM-1
en HUVECs por LPS se evalu6 en presencia y en ausencia de 7 uyg mL-1 de
polimixina B (Figura 3.4 C). Como control, se incluyé otra proteina
recombinante, la rLIC10793 que contiene una concentracion similar de LPS a la
gue tiene rLIC10365 y no se observo aumento en la expresion de ICAM-1. Este
experimento sugirié fuertemente que la concentracion de polimixina B utilizada
fue suficiente para inactivar los lipopolisacaridos contaminantes que contenia la
muestra, descartando la interferencia de LPS en la induccién de CAM por
rLIC10365.
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Figura 3.4 La proteina rLIC10365 induce en HUVECs la expresion de
ICAM-1 y de E-selectinas de superficie. Monocapas confluentes de HUVECs

fueron estimuladas por 1h con rLIC10365 a las concentraciones indicadas. El
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medio fué removido y las células fueron crecidas en RPMI-1640 suplementado
con 10% SFB. A: La expresion de E-selectina fué evaluada 4 hs
posestimulacion, B: la expresion de ICAM-1 fue evaluada 12 hs
posestimulacion. Los datos representan la media + error estandar de cuatro

experimentos independientes.

3.2.1 Construccion del vector CTB-LIPL32

El gen de LipL 32 fue amplificado por PCR del vector pDEST con primers que
contenian los sitios de restriccion para Mlu | 'y Hind Ill, con el fin de insertarlo
dentro del gen de CTB, en su porcion amino terminal, fusionando asi ambas
proteinas. El tamafio de amplificacion esperado del gen LipL32 fué de 730 nts 'y
con respecto al vector pAE-CTB linearizado se esperaba un tamafio de 3100
nts (Figura 3.5 A).

Luego se procedié a la digestion con las enzimas Mlu | y Hind Ill, tanto del
vector pAE-CTB como de los productos de PCR y se comprobd la linearizacion
del vector por electroforesis en geles de agarosa. Cabe aclarar que la
diferencia entre los productos de PCR y los digeridos fué de 10 nts, por lo que
no se ve la diferencia claramente en el gel (Figura 3.5 B). Los fragmentos
digeridos se incubaron con enzima T4 para su empalme, el producto fue
electroporado y la bausqueda de clones positivos fue realizada por PCR (colony-
PCR), logrando identificar dos clones positivos (Figura 3.5 C), los cuales fueron
amplificados a baja escala y purificados.

M MP D D P PCR

M Colony PCR

M PCR

LipL32

C

Figura 3.5 Clonacion de pAE CTB-LipL 32. A: PCR de LipL 32 con los
primers mencionados anteriormente, el tamafio de amplificacion esperado es
de 730 pb. B: Digestion de pAE CTB y de LipL 32 con Mlu | y Hind Ill. C:
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Colony PCR con primers que amplifican LipL 32. M, marcador de peso
molecular. MP, miniprep. D, digestion.

3.2.2 Expresién proteica, purificacion y western blot de CTB-LipL32

La proteina recombinante LipL32 fué expresada en E. coli (DE3) y (Sl). Ambas
cepas contienen el gen de la RNA polimerasa del fago T7 bajo un promotor
inducible con IPTG en el caso de las DE3 y con NaCl en el caso de las SI. Esto
por un lado minimiza el efecto toxico que puede darse por la sobreexpresion de
proteinas recombinantes y por otro es altamente especifico, ya que expresa
solo proteinas que estén bajo el promotor de T7. La diferencia de expresiéon
entre ambas cepas dio como resultado una mayor proporciébn de proteina
soluble en las S| en comparacion con las DE3. Ademas se comprob6 que entre
3 y 4 hs de induccion se produjo en mayor cantidad la proteina de interés en
comparacién con el resto de proteinas celulares, lo que en el caso de la
purificacion en forma soluble fué de gran utilidad.

La proteina recombinante, que contiene el tag de His y CTB fusionada a LipL32
tiene un peso de 45 kDa, en los cultivos inducidos se pudo ver un nivel de
expresion basal sin induccién, producto de un escape del sistema como ocurrié
con LIC10365 (Figura 3.6 Ay B).

Para la ruptura celular y la posterior separacion de fracciones solubles e
insolubles el método que mejor funciond fué utilizando la french press, con el
cual se pudo mantener una mayor cantidad de proteina en forma soluble en su
forma nativa.

La proteina LipL32 fue expresada tanto en forma soluble como insoluble en
cuerpos de inclusibn y esta udltima, al igual que LIC10365, debié ser
solubilizada y renaturalizada antes de ser purificada por la columna de sefarosa
cargada con Ni**. La proteina fue efluida con imidazol 250mM. (Figura 3.6 C).
La reactividad de la proteina recombinante con el suero de raton anti-LipL32
mostrd una banda del tamafio esperado (Figura 3.6 D) en la forma purificada.
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Figura 3.6 Expresion, purificacion y western blot de CTB-LipL32 (rP). A:

Expresion proteica de E. coli BL21 (Sl) transformadas con pAE- CTB-LipL32 en
un SDS-PAGE 12%. B: Elucion con imidazol 250mM de la proteina CTB-LipL32
purificada por la columna de sefarosa cargada con Ni**. C: Gel hermano del
transferido a la membrana. D: Western blot con suero de ratén (1:1000) anti
LipL32. Proteinas totales del extracto bacteriano: NI, no inducido; I, inducido,

rP, proteina recombinante purificada.

3.2.3 Secuenciamiento de la construccion

El correcto ensamblado y la secuencia especifica de la fusion entre CTB y
LipL32 fueron verificados por secuenciamiento de 3 clones representativos lo
gue nos dio la seguridad de que el marco de lectura de LipL32 estaba en su

forma adecuada (Figura 3.7).

\
WA \ [

Figura 3.7 Imagen representativa del cromatograma realizado para

corroborar el correcto clonado de las proteinas y su marco de lectura.
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3.2.4 Demostracion de la estructura pentamérica de la proteina
recombinante CTB-LipL32

Para corroborar el correcto plegado de CTB-LipL32 y su conformacion
pentamérica se realizé una electroforesis con una muestra en su estado nativo,
para corroborar la formacion del pentdmero, y otra muestra a la cual se la
desnaturalizd previamente con B-Mercapto y calor, para fines comparativos
(Figura 3.8 A). Cabe destacar que la forma nativa no migra en el gel en base a
su masa solamente. Ademas, se realiz6 un ELISA con GM1 como substrato, ya
que CTB se une a GM1 unicamente en su forma pentamérica. Para este
ensayo, como control positivo se utiliz6 CTB comercial (Sigma) y como control
negativo, LipL32 para descartar cualquier posible interaccion con GM1 (Figura
3.8 B).

<= CTBLipL32
nativa

CTBLipL32 ==
desnaturalizada
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Figura 3.8 A: gel en condiciones nativas y desnaturalizantes. B: ELISA con
GM1 como substrato incubado con CTB, CTB-LipL32 y LipL32 y sus

respectivos antisueros.

3.2.5 Reconocimiento de la proteina por suero de ratén inmunizado

El pool de sueros de ratones inmunizados con CTB-LipL32 se titul6 mediante
ELISA. Se utilizaron antiCTB y antisuero anti la proteina N del virus Junin en
pocillo recubiertos con esta proteina como controles positivos y BSA con anti
CTB como control negativo para validar el ensayo. Los resultados se muestran
en la Figura 3.9.
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Figura 3.9 Reconocimiento de CTB-LipL32 por sueros murinos

3.2.6 Reconocimiento de la proteina recombinante CTB-LipL32 por sueros
de pacientes convalecientes

La proteina purificada CTB-LipL32 demostré ser inmunogénica luego de su
inoculacién en ratones (Figura 3.9). Para tener un mayor conocimiento acerca
del reconocimiento de la proteina por anticuerpos especificos, la misma fué
utilizada en ensayos de ELISA con diversos sueros de pacientes
convalecientes de leptospirosis y con sueros de pacientes sanos para
leptospirosis y dos controles extras, uno negativo en el cual se usé un antisuero
para la proteina N del virus Junin y uno positivo en el cual se utilizé anti LipL32
Los resultados indicaron que la proteina CTB-LipL32 fue reconocida por los
sueros de los pacientes convalecientes y no por los sueros de los pacientes
sanos (p =0.001) (Figura 3.10A-C).
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Figura 3.10A. Reconocimiento de sueros de pacientes

contra CTB-LipL32.
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Figura 3.10B No reconocimiento de sueros de pacientes sanos contra

CTB-LipL32.
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Figura 3.10C. Reactividad de sueros humanos con CTB-LipL32

3.2.7 Inmunizacion y posterior desafio
A los 4 grupos descriptos en el punto 2.25, al momento de la inoculacién se
agregod un quinto grupo compuesto por animales no inmunizados y desafiados

con PBS, como control de la mortalidad espontanea.

3.2.7.1 Mortalidad

En el desafio pudimos corroborar que los animales no infectados con LIC
sobrevivieron en su totalidad. En el otro extremo, aquellos animales no
inmunizados e infectados con LIC murieron todos al cabo de 14 dias PI. Por
otro lado, los animales inmunizados con CTB sobrevivieron solo unos pocos
dias mas que aquellos sin inmunizacién. Con respecto a la molécula CTB-
LipL32, resulté mas eficiente en la proteccion contra la infeccién por LIC que
LipL32 sola (p =0.005) (Figura 3.13).
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Figura 3.13. Sobrevida de hamster inmunizados y desafiados con LIC

3.3.2 Analisis histopatolégico

De los animales desafiados se tomaron muestras de rifién, y se tifieron con
hematoxilina y eosina con el fin de comparar la patologia histolégica que
presentaban. Se analizaron cortes de &reas corticales y medulares de rifion de
hamsters con 14 Pl. Los controles inoculados con PBS presentaban una
histologia normal. En cambio, los hamsters infectados con LIC mostraron un
importante infiltrado inflamatorio con pérdida de glomérulos. Finalmente, los
hamsters inoculados con LIC previamente inmunizados con CTB-LipL32
mostraron infiltrado inflamatorio mas moderado con mayor conservacién de
glomérulos (Figura 3.14). El grupo inmunizado con CTB presentd resultados
similares a los de aquellos no inmunizados e infectados mientras los
inmunizados con LipL32 fueron mas similares a los inmunizados con CTB-

LipL32 (datos no mostrados).
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Figura 3.14. Histopatologia de areas corticales (A-C) y medulares (D-F)

renales de hamsters de 3-4 semanas de edad a los 14 dias PIl. Ay D,
hamsters inoculados con PBS; B y E, hamsters inoculados con LIC; C y F,
hamsters inoculados con LIC previamente inmunizados con CTB-LipL32.
Tincién de hematoxilina y eosina. X200.

3.3.3 Analisis inmunohistoquimico

A fin de determinar la carga bacteriana a nivel de la lesion, se emple6 un
método semicuantitativo en base a la tincion de antigenos de LIC, por medio de
la técnica inmunohistoquimica, y el analisis comparativo de los resultados en
cortes de tejidos de los animales analizados a los 14 dias Pl. Tal como se
esperaba, no se observd coloracidén en tejidos provenientes de animales no
infectados, lo que indico la ausencia de reactividad inespecifica por parte del
pool de antisueros (Figura 3.16A). En cambio, en las muestras de los animales
infectados no inmunizados, se observo una amplia distribucion de antigeno de
LIC, en diversas estructuras, principalmente en tubulos renales (Figura 3.16B).
Las muestras tisulares de los animales inmunizados previamente a la infeccion
mostraron una clara reduccién de la tincién de antigenos de LIC (Figura 3.16C)

sugiriendo fuertemente una menor carga bacteriana en los mismos.
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Figura 3.15. Inmunohistoquimica de areas corticales renales de hamsters

de 3-4 semanas de edad a los 14 dias Pl empleando un pool de antisueros
contra diversas proteinas de superficie de LIC. A: hamsters inoculados con
PBS presentan reducida marcacion; B: hamsters inoculados con LIC muestran
importante marcacion especifica en la luz de tubulos renales; C: hamsters
inoculados con LIC previamente inmunizados con CTB-LipL32 muestran

reducida marcacion especifica cuando comparados con B.

3.3.4 Analisis de larespuesta inmune humoral
Se detecto seroconversion en los animales inmunizados con CTBLipL32 y no

en los controles. Los resultados se grafican en la Figura 3.16.
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Figura 3.17 Respuesta inmune humoral.
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4 Discusion

4.1 LIC10365

Varias proteinas de superficie de membrana han sido predichas durante el
proceso de anotacion del genoma de L. interrogans serovar Copenhageni (83,
84), algunas de las cuales son proteinas hipotéticas de funcion desconocida,
gue, debido a su presunta localizacién, se cree que juegan un papel en la
interaccién huésped-patégeno. A la fecha, unas pocas adhesinas (complejos
proteicos que reconocen Yy unen receptores de la superficie celular del
hospedador, a la matriz extracelular o ECM) de leptospira han sido publicadas,
incluyendo una proteina de 36 kDa de identidad desconocida que puede unirse
a la fibronectina identificada en la membrana externa de una cepa patogénica
virulenta de leptospiras (72), una proteina de 24 kDa con capacidad de unirse a
laminina denominada Lsa24 (5)/LfhA (112) y las proteinas LigA y LigB (18).
Aungque se han descripto proteinas con capacidad de unién a los receptores
CAM para las espiroquetas patdgenas Borrelia spp y Treponema sp. (62, 64,
103, 104), a la fecha, no se han identificado proteinas de leptospira que poseen
la capacidad de inducir CAMs.

La secuencia codificante seleccionada LIC10365 es parte de una familia de
genes paralogos que comprende a LIC11207, LIC10821, LIC10774 vy
LIC11030. Ademas, esta familia de proteinas comparte un dominio de funcién
desconocida, denominado DUF 1565, que se encuentra en varias bacterias y
en la archae Methanosarcina acetivorans (4, 31, 97).

El mejor score en la prediccion para péptido sefial de lipoproteinas (SPasell)
fué obtenido en la posicion 16-17 por el LipoP (31). Para la expresion
procariética recombinante, el plasmido pAE-LIC10365 fue disefiado de forma
de excluir la region del péptido sefial y expresar una cola N-terminal de 6
histidinas (His-tag) que permitan la rapida purificacion a media escala por
cromatografia de afinidad a metales.

La expresion de la proteina fue realizada utilizando una cepa de E. coli C43
(DE3), que es un mutante de las BL21(DE3) (74). Las proteinas con alto
contenido de hidrofobicidad, como las globulares o las proteinas de membrana,
frecuentemente exhiben un efecto toxico que puede provocar la pérdida del
plasmido o incluso la muerte celular. Se ha reportado que la cepa utilizada
puede tolerar la toxicidad por aumento de la estabilidad plasmidica,
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promoviendo una mayor expresion proteica en cuerpos de inclusién, o por
localizar la proteina sobreexpresada en el compartimiento de membrana (74).
La proteina recombinante rLIC19365 fué expresada con el tamafio esperado de
37.7 kDa, incluso en los cuerpos de inclusion. En el andlisis por SDS-PAGE, la
proteina purificada aparecié como una sola banda, la cual fue reconocida por
los anticuerpos presentes en el suero de los ratones inmunizados con la
proteina rLIC10365.

Como hecho interesante, es el hallazgo de que el gen de LIC10365 esta
conservado en solo tres de las cinco cepas patogénicas de leptospira que se
han analizado y ausente en la cepa no patogénica. Si bien serd necesaria su
confirmacion futura, no es nuevo el conocimiento de la ausencia de ciertos
genes en serovares de L. interrogans. Se han documentado genes que son
exclusivos de los serovares Copenhageni o Lai (83). El gen de LIC10365 esta
presente en L. interrogans serovar Lai (92) y tiene una contraparte similar en L.
borgpetersenii serovar Hardjo—Boris (14).

Las especies patogénicas de Leptospira interrogans y L. borgpetersenii
combinadas abarcan 140 cepas y 125 grupos diversos antigénicos referidos
como serovares (12). Como era de esperar, los transcriptos fueron detectados
solamente en las cepas conteniendo el gen, indicando la expresion de su
mMRNA en condiciones in vitro. Ademas, los resultados muestran que la
expresion de LIC10365 se da tanto en la infeccion como en el cultivo de la
bacteria. Esto es particularmente importante ya que se ha visto que ciertas
proteinas son expresadas bajo condiciones de cultivo y no en la infeccién. Por
ejemplo, LipL36 se expresa altamente durante el cultivo de Leptospira
Kirschneri pero no se detecta por inmunohistoquimica en rifiones de hamsters
infectados con la bacteria (6, 41). Por otro lado, LipL32 es detectada tanto por
inmunohistoquimica como por inmunoblot (40).

Es importante la demostracion de que una proteina hipotética se expresa
durante la infeccion por leptospira, lo que implica que en cierta medida es
necesaria para la infeccion. Los resultados de la inmunohistoquimica muestran
gue la proteina codificada por el gen de LIC10365, es expresada por L.
interrogans dentro de los tubulos renales de cobayos infectados asi de forma
similar a Ompl1, LipL41 y LipL32 entre otras (6).
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La activacion en la expresion de las moléculas de superficie ICAM-1 y E-
selectina fue observada luego del tratamiento de los cultivos de células
endoteliales con rLIC10365. El bajo nivel de lipopolisacaridos en la muestra
proteica (1.2 x 102 pg mL-1), mas el tratamiento de las muestras con el
antibidtico polimixina B y ademas el hecho que otra proteina recombinante
(rLIC10793), con un contenido similar de polisacaridos, no indujera la expresion
de CAMs en HUVECS, practicamente excluye la posibilidad de interferencia de
polisacaridos en el resultado provenientes de E. coli.

En un trabajo anterior, Sellati y col. (103) hallaron que solo la forma lipidica de
la proteina OspA de Borrelia burgdoferi fue capaz de promover la activacion de
la expresion de ICAM-1 y de E-selectina. En contraste, en este caso esta
activacion fue independiente de la forma lipidica de la proteina en HUVECS,
sugiriendo que en este modelo experimental la parte lipidica no esta
involucrada en esta interaccion.

Estos resultados indican que rLIC10365 desencadena la activacion en células
endoteliales de la expresion de ICAM-1 y de E-selectina, las cuales son
moléculas de adhesién esenciales para la interaccion entre células con la
matriz extracelular y para el reclutamiento y migracion de los neutréfilos a
través del endotelio.

Es conocido que varias bacterias patogénicas infectan los tejidos del huésped
por medio de su capacidad de union a CAMs utilizando a estos receptores
como transporte.

Basados en el hecho de que rLIC10365 se expresa durante la infeccidn, se
puede especular con la posibilidad de que la proteina codificada por el gen de
LIC10365 cumpla un papel importante en la patogénesis activando la expresion
durante la infeccidon de los receptores celulares.

La activacion de la expresiéon de las moléculas de adhesiéon, ICAM-1 y E-
selectina, en las células endoteliales, podria ser uno de los mecanismos de la
inflamacion caracteristica del endotelio dafiado que se observa en la
leptospirosis.

4.2 CTB-LipL32
La variabilidad de expresion proteica entre serovares y la habilidad de

regulacion de la expresion proteica de un mismo serovar en diferentes
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ambientes ya sea en cultivo in vitro o durante la infeccion del huésped ha
dificultado la busqueda de un candidato vacunal que sea de amplio espectro
dentro del género como para cubrir a la mayoria de las especies de leptospiras
patogénicas que existen.

LipL32 es la lipoproteina de mayor abundancia en la membrana externa de
leptospiras, se expresa en altos niveles tanto en cultivos in vitro como durante
la infeccién, su secuencia aminoacidica se encuentra muy conservada entre las
especies patogénicas (40), y recientemente se le ha atribuido que media en
la interaccion de la bacteria con el colageno IV y la fibronectina plasméatica (45),
sugiriendo fuertemente un papel importante en la patogénesis. Por otro lado se
comprobd que junto con las proteinas de shock térmico GroEl y DnaK, LipL32
es una de las proteinas mas reconocidas por el sistema inmune, es decir que
presenta reactividad inmuno dominante, durante la infeccibn. En esta
circunstancia, LipL32 se detecta dentro de los tubulos renales y en el suero de
pacientes infectados hay gran cantidad de anticuerpos que responden contra
ella (40). En efecto, se ha visto que los sueros de pacientes con leptospirosis
reaccionan con mayor frecuencia (84%) que con otros antigenos. Actualmente,
es el marcador serolégico mas importante en andlisis de leptospirosis por
inmunoblots. Presenta alta especificidad como indicador para el diagnostico
especifico de leptospirosis ya que no se ha encontrado homologia con otras
proteinas bacterianas por BLAST y presenta entre un 0 y 5% de background en
los controles que incluyen aquellos de zonas con alta y baja incidencia de
leptospirosis (39). Estas caracteristicas han convertido a LipL32 en un
excelente candidato vacunal. Mas aun, utilizando un vector de adenovirus
conteniendo el gen de LipL32 obtenido de L. Autumnales, se pudo comprobar
gue fué capaz de inducir proteccion cruzada en gerbos inmunizados ante el
desafio con L. Interrogans (11).

Nuestra aproximacion contemplé la clonacion de LipL32 en el vector de
expresion pAE-CTB de forma que la proteina recombinante resultante fue una
guimera entre las dos.

CTB-LipL32 se expreso tanto en la cepa BL21 (DE3) como en la SI. Ambas
cepas contienen a la polimerasa del fago T7 incluida en su genoma bajo un
promotor inducible con IPTG en el caso de las DE3 y con NaCl para las Sl. Si

bien en ambas se logré una buena concentracién de proteina recombinante
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luego de 4 hs de induccion, tanto en forma soluble como en cuerpos de
inclusién, se opto por la cepa Sl ya que presenté una menor velocidad de
induccion que favorecié una mayor concentracién de proteina en forma soluble,
facilitando la posterior purificacion al evitar el replegado de la misma. La
observacion de cierto grado de expresiéon basal de la proteina recombinante en
las muestras no inducidas se debié probablemente a que el sistema produce
una expresion basal de T7 aun en ausencia del inductor.

La proteina fue expresada con el tamafio esperado de 45 kDa. En el andlisis
por SDS-PAGE la proteina purificada aparecié como una sola banda, la cual
fue reconocida por los anticuerpos anti LipL32 y anti CTB en los ensayos de
inmunoblot confirmando su identidad.

La fusién del antigeno con el adyuvante facilitdé la producciéon ya que la
administracién y la relacion de concentraciones entre ambos fué siempre la
misma. Cada pentamero de CTB llevé unidos 5 moléculas de antigeno y fué
capaz de unirse a su receptor, el gangliésido GM1, lo cual se verifico por 2
métodos distintos. El primero tuvo como obijetivo verificar su conformacion
pentamérica, utilizando electroforesis en poliacrilamida en condiciones nativas
0 desnaturalizantes. De esta forma, pudo visualizarse en condiciones nativas
una banda que corresponderia a la proteina en su estado pentamérico. En
contraste, en aquel gel efectuado en condiciones desnaturalizantes sélo pudo
observarse la proteina en su estado monomeérico. En segundo lugar, se realizo
un ELISA a fin de corroborar la unién de CTB-LipL32 con el gangliésido GM1, y
comprobando indirectamente el correcto plegado del pentamero de CTB-LipL32
ya que solo en su forma pentamérica puede unirse a su receptor (22).

La inmunizacion de ratones con CTB-LipL32 y la verificacion de la
seroconvertivilidad en los mismos, demostrd en primera instancia, las
capacidades antigénicas de esta proteina. Esto fue posteriormente ratificado
cuando los sueros de pacientes convalecientes fueron capaces de reconocer a
CTB-LipL32 demostrando que LipL32 queda conformacionalmente expuesta en
la configuracion tridimensional. A su vez, valida a esta misma proteina
recombinante como un antigeno de utlidad para la realizacion de
inmunoensayos con fines diagnosticos.

En cuanto a su capacidad protectora, nuestros experimentos demostraron que

CTB-LipL32 fué capaz de inducir una proteccion parcial aunque
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estadisticamente significativa. Esta proteccion obtuvo un correlato en la
histopatologia observada a nivel renal en los diversos grupos ya que la injuria
fue menor en las muestras de aquellos animales que habian sido inmunizados
previamente con CTB-LipL32 asi como en la menor carga bacteriana detectada
por IHQ. Es de destacar que LipL32 indujo mas proteccion fusionada a CTB
gue cuando se la utilizé sola para inmunizar.

Recientemente, se ha reportado un estudio donde se ha inmunizado a
hamsters con recombinantes de Mycobacterium bovis (BCG) expresando la
proteina LipL32 y posteriormente se lo ha desafiado con 10° LIC (Fiocruz L1-
130). Los porcentajes de sobrevida que se observaron fueron del 50-60 %.
Comparado con nuestros resultados de sobrevida del 70 %, los resultados son
similares, pero esta diferencia podria ser mayor dado que nosotros desafiamos
con 10*° LIC (misma cepa). En contraste, en el mencionado estudio no
observaron evidencias microscopicas de la enfermedad en los tejidos de
aquellos animales que fueron sacrificados luego de 28 dias PI, ni signos de
enfermedad durante el desafio (102). Esta diferencia podria deberse al
diferente carrier utilizado para presentar LipL32 al sistema inmune del huésped.
En este sentido, es posible que el contexto BCG mejore el componente celular
de la respuesta y por lo tanto se observen menos lesiones en el periodo
subagudo.

El poder adyuvante de la toxina colérica fué inicialmente atribuido a su
actividad catalitica enzimatica (69), pero posteriormente se demostrdé que esta
no es absolutamente requerida para modular cualquier efecto inmune de la
toxina. En mutantes sin actividad catalitica pero con preservacion de la
estructura se vio que la subunidad B de CT retiene la capacidad de inducir una
respuesta especifica en varios niveles de antigenos no relacionados (23, 32,
118).

Si bien no se conoce todavia como es el mecanismo por el cual CTB influye en
la respuesta inmune, hay varios datos en los ultimos afios que aportan algo de
luz al tema.

La funcién de su receptor, el gangliésido GM1, es también poco conocida, pero
se lo ha implicado en varias rutas de transduccion de sefiales. Por ejemplo, el
GM1 exogeno afecta a la sefalizacion de Ca2+ (48), a la modulacion de la
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expresion de CD4 (77, 78) y a la modulacion en la actividad tirosina-kinasa del
factor de crecimiento epidérmico (116).

En el caso de CTB, se ha reportado que incrementa la fosforilacion de MEK1/2,
Erkl/2 y p38, lo que se correlaciona con la actividad enzimatica de estas
kinasas. Ademas, CTB induce la fosforilacién de p90rsk, un blanco directo de
Erk1/2. Sin embargo, la inhibicion de MEK1/2 tendria poco efecto en el
incremento en la expresién de CD86, CD14, CD69 y CD40 en macréfagos,
indicando que CTB utilizaria otra via para generar esta repuesta (98).

La estimulacion de Erkl/2 por CTB regularia la expresion de moléculas de
superficie involucradas en la presentacion de antigenos y el incremento de
liberaciéon de IL-6, citoquina producida por muchos tipos celulares como
macroéfagos, células dendriticas, linfocitos T y B, fibroblastos y hepatocitos, en
el inicio de la respuesta inmune ante patégenos (98).

Interesantemente, CTB puede por si misma inducir transactivacion del factor de
transcripcion NF-xB en macréfagos y elevar el nivel nuclear del mismo en
linfocitos B de bazo. El factor NF-kB ha sido implicado en la regulacion de la
respuesta inmune innata, incluyendo la secrecion de citoquinas
proinflamatorias (43).

El gangliosido GM1 se localiza en los lipid rafts que son dominios ricos en
colesterol de la membrana plasmatica resistentes a la solubilizacion por
detergentes. Es cada vez mas aparente que estos dominios tendrian un
importante papel en la organizacion de la transduccion de sefiales a la célula
desde el medio extracelular. Por ejemplo, el receptor de la célula B esta fuera
de los rafts en células B en reposo, pero se mueve rapidamente a los rafts
luego de la activacién del receptor (17). En este contexto, sera importante
investigar la influencia que la unién de CTB a GM1 posee sobre la organizacion
de las respuestas moleculares dentro de los raft. Con un conocimiento mayor
de los mecanismos por los que la unién de CTB con su receptor ejerce su
influencia sobre la respuesta celular, podremos tomar mayores ventajas de
esta respuesta inmune innata y mejorar la inmunidad en la vacunacién con la

misma.
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5 Conclusiones

e La proteina hipotética LIC10365 es una lipoproteina real de la membrana
externa de LIC.

¢ LIC10365 esta conservada en varias cepas patdégenas y ausente en la
saprofita.

¢ LIC10365 puede actuar sobre las células endoteliales del huésped
induciendo la expresién de moléculas de adhesion celular (ICAM-1 y E-
selectina) lo cual podria tener importante participacion en la patogénesis.

e Se logré expresar la proteina LipL32, mayoritaria de la membrana externa
de leptospira, en fusibn con CTB, que tiene alto poder adyuvante por su
habilidad para unirse al gangliésido GM1, presente en los lipid rafts y
participante en varias rutas de sefalizacién celular.

e Se comprob6 que CTB-LipL32 puede ser un componente importante para
un kit de diagnéstico para leptospira ya que fué reconocida por los sueros
de pacientes convalecientes y no reconocida por aquellos sueros de
pacientes sanos.

e Se comprob6 que CTB-LipL32 podria ser un componente importante para
una vacuna acelular contra la leptospirosis ya que tanto en los desafios
como en los cortes histolégicos se pudo comprobar el papel de adyuvante
de CTB, ya que la proteccién ante la infeccion es notablemente superior en
aquellos animales inmunizados con CTB-LipL32, que en aquellos

inmunizados con cada componente por separado.
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