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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose causada por bactérias do género Leptospira que
afeta humanos e animais (LUCAS et al., 2011). Roedores albergam a bactéria nos
tubulos renais antes de elimina-la através da urina, contaminando o ambiente
(MIRAGLIA et al., 2013). A infeccdo dos hospedeiros suscetiveis acontece pelo
contato com animais portadores ou através da exposi¢cdo a agua, ao solo e a urina
contaminada (MIRAGLIA et al., 2013; MONTE et al., 2015). Em bovinos, a doenca
cursa com diminuicdo na producdo de leite, morte fetal e aborto, gerando grandes
perdas econémicas (LUCAS et al., 2014). Atualmente, as vacinas disponiveis contra
a leptospirose bovina sdo bacterinas que induzem resposta imune humoral,
predominantemente contra o LPS bacteriano, ndo fornecendo protecdo cruzada
contra diferentes sorovares e causando uma série de efeitos colaterais (ZENG et al.,
2015).

Nos ultimos anos, diversos estudos tem focado no desenvolvimento de vacinas
recombinantes contra a leptospirose (MATSUNAGA et al., 2003). As proteinas da
membrana externa (OMPSs) sdo apontadas como potenciais imundégenos devido a
sua localizacdo na superficie da célula e a sua participacdo na interacdo com o
hospedeiro (LUCAS et al., 2011). Diferentes tipos de OMPs j& foram caracterizados:
as lipoproteinas, as adesinas e as porinas (ZUERNER et al., 2000). De acordo com
LUO et al. (2010), as lipoproteinas tem demonstrado ser antigenos capazes de
induzir uma resposta imune protetora. Baseado nestas informacdes, o objetivo deste
trabalho foi produzir e caracterizar quatro antigenos recombinantes com potencial
para conferir protecdo de amplo espectro contra a leptospirose bovina.

2. METODOLOGIA

2.1 Cepas, condicdes de cultivo e extracdo de DNA

Para a realizacdo deste estudo a cepa utilizada foi Leptospira interrogans
Copenhageni Fiocruz L1-130. O cultivo das bactérias foi realizado em meio
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) enriquecido com suplemento
comercial. As culturas foram mantidas em estufa bacteriologica a 29°C, sob
condi¢cdes de anaerobiose. As células bacterianas foram usadas para extracdo do
DNA gendmico com o auxilio de kit comercial. Para clonagem e expressédo, foram
utilizadas cepas de Escherichia coli TOP10 (Invitrogen®) e E. coli BL21 Star (DE3)
(Invitrogen®). As cepas foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB), numa
temperatura de 37°C, sob agitacdo de 200 rpm e suplementado com 100 pg.mL* de
ampicilina quando necessario.
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2.2 Escolha de Lics e desenho dos primers

A selecdo das quatro sequéncias codificadoras foi realizada a partir das
informacdes gendmicas disponiveis no banco de dados GenBank (NCBI). A escolha
foi baseada em informacdes sobre proteinas correspondentes, obtidas de analises
no banco de dados UniProt Knowledgebase (UniProtKB). As caracteristicas
desejaveis para incluir uma sequéncia codificadora no trabalho foram: proteinas de
membrana externa expostas na superficie e provaveis lipoproteinas, cuja fungéo
esteja relacionada a algum processo patogénico e que ainda ndo tenham sido
avaliadas quanto a imunoprotecdo. Os primers foram desenhados com o auxilio do
software VECTOR NTI 11 (Invitrogen®). Cada primer adicionou, a uma extremidade
da sequéncia alvo, um sitio para enzima de restricdo, permitindo a clonagem no
vetor pAE de expressao heteréloga em E. coli. Quando presente, a sequéncia para o
peptideo sinal ndo foi incluida na porcao do gene amplificada.

Tabela 1 — Sequéncia dos primers utilizados.

A . Tamanho do
Genes Sequéncia dos primers
gene (pb)

LipO1 F CGGGATCCCAAAATGTAAAACGAATCTC 350

R GGGAAGCTTTTAAGGAGATGATTGAACCG
Lip02 F CGGGATCCAGCGGCGAAACAGT 1080

R GGGAAGCTTTTATTTACAAGCGTTTGGAGC
Lip03 F CGGGATCCAATGAAGGAGGAAATGAAAAT 1015

R GGGAAGCTTTTAGTTACAAGCTCCCGAAGC
Lip04 F CGGGATCCTTGATTTTTTTGTTAAGCGG 596

R GGGAAGCTTTTATTTTTCCAAATAGAAGGAATCT

2.3 Amplificacéo dos genes por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para amplificacdo das sequéncias codificadoras dos genes selecionados, foi
realizada a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que utilizou como
molde o DNA gendmico de Leptospira interrogans Copenhageni Fiocruz L1-130 e a
enzima Taq DNA Polimerase. O produto da reacéo foi purificado com o auxilio de kit
comercial e visualizado por gel de agarose 1%.

2.4 Andlises da presenca dos genes em Leptospira spp.

A presenca dos genes entre Leptospira spp. foi analisada através de PCR,
utilizando como molde o DNA gendmico de sorovares de L. interrogans sorovares
Pomona, Canicola, Icterohaemorrhagiae, Autumnalis, Bataviae, Bratislava,
Djasiman, Hebdomadis e Muenchen; L. borgpetersenii sorovares Ballum,
Castellonis, Mini, Poi, Sejroe e Javanica; L. kirshneri sorovares Grippotyphosa e
Cynopteri; e L. santarosai sorogrupo Pomona. Os primers e parametros utilizados
foram iguais aos descritos no tem 2.3. A amplificacdo do gene 16s rDNA foi
realizada para avaliar a integridade do DNA gendmico. Os produtos da PCR foram
visualizados em gel de agarose 1%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO



A leptospirose bovina costuma ser o resultado da infeccdo dos animais com o
sorovar Hardjo (LUCAS et al., 2014). Apesar disso, outros sorovares podem estar
associados com a infeccdo, incluindo Icterohaemorrhagiae, Bratislava, Pomona,
Canicola e Grippotyphosa. Dessa maneira, as vacinas comerciais produzidas contra
a doenca costumam ser suspensdes, contendo um ou mais destes sorovares
(MONTE et al., 2015). Nesses casos, 0 LPS de Leptospira spp. € capaz de conferir
imunidade protetora contra o desafio com leptospiras homologas, mas ndo com
leptospiras heterdlogas (LUO et al., 2010). O desenvolvimento de potenciais vacinas
contra a leptospirose, que sejam seguras e capazes de gerar prote¢cdo contra
diferentes sorovares da bactéria ainda representa um grande desafio (MCBRIDE et
al., 2009). As proteinas da membrana externa e as lipoproteinas sdo apontadas
como potenciais alvos vacinais por sua localizacdo na superficie da célula e sua
provavel interacdo com o hospedeiro (DELLAGOSTIN et al., 2011). Neste estudo,
foram identificados quatro alvos potenciais que codificam provaveis lipoproteinas
associadas a membrana celular: Lip01, Lip02, LipO3 e Lip0O4, onde a massa
molecular das proteinas resultantes foi de 12,3 kDa, 37,5 kDa, 37,6 kDa e 23,9 kDa,
respectivamente. O gel de agarose contendo os genes amplificados através de PCR
pode ser visualizado na Figura 1.
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Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos da amplificacdo por
PCR. (1) Marcador de peso molecular 1kb plus DNA ladder (Invitrogen®); (2)
amplificacdo Lip01 (350 pb); (3) amplificacdo Lip02 (1080 pb); (4) amplificacdo Lip03
(1015 pb); (5) amplificagéo Lip0O4 (506 pb).

Proteinas extraidas de Leptospira interrogans parecem capazes de produzir
protecdo significativa contra diferentes sorovares de leptospiras (LUO et al., 2010).
Diversos alvos vacinais potenciais foram identificados e encontram-se na membrana
externa da bactéria. Entre esses alvos, as OMPs se destacam por serem altamente
conservadas entre as espécies patogénicas e por isso tem sido o foco no
desenvolvimento de novas vacinas com o objetivo fornecer protecdo heteréloga
(LUCAS et al, 2011). Ao longo dos anos, estudos para a identificagdo de
componentes imunogénicos com potencial para o desenvolvimento de vacinas
recombinantes vem sendo realizados (MATSUNAGA et al.,, 2003). As analises
realizadas neste trabalho apontaram para genes que parecem codificar
lipoproteinas. Espera-se que estas proteinas recombinantes sejam capazes de
induzir imunidade em animais desafiados com cepas patogénicas de Leptospira spp.

4, CONCLUSOES



Neste trabalho foram construidos vetores recombinantes funcionais, capazes
de expressar as lipoproteinas Lip0O1, Lip02, Lip0O3 e Lip04 em sistema procarioto.
Estes antigenos apresentam potencial para serem empregados no desenvolvimento
de vacinas recombinantes visando o controle da leptospirose bovina.
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