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1. INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose de ocorréncia mundial causada por espécies
patogénicas do género Leptospira (FERNANDES et al., 2016). Nos bovinos, a
doenca causa falha reprodutiva, gerando perdas econdmicas decorrentes da
infertilidade e do aborto (BALAKRISHNAN; ROY, 2014). Os animais infectados
atuam como fontes de infeccdo, espalhando o micro-organismo no ambiente
através da urina (MONTE et al., 2015). Uma medida de controle utilizada é a
vacinacao dos bovinos (BALAKRISHNAN; ROY, 2014).

Atualmente, as vacinas disponiveis contra a leptospirose sdo bacterinas
capazes de induzir resposta imune humoral contra o lipopolissacarideo (LPS)
bacteriano, mas incapazes de fornecer protecdo contra diferentes sorovares de
leptospira (ZENG et al., 2015). Diante dessa limitacdo, diversos estudos tem
focado no desenvolvimento de vacinas recombinantes capazes de conferir
imunidade de longo prazo contra sorovares heterdlogos da bactéria (SILVA et al.,
2007). As proteinas da membrana externa (OMPS) constituem bons candidatos
para o desenvolvimento de vacinas devido a sua localizacdo na superficie da
célula, interacdo com o hospedeiro e conservacao entre as diferentes espécies
patogénicas de Leptospira (LUCAS et al., 2011).

Neste contexto, o trabalho teve como obijetivo realizar a clonagem de genes
de duas proteinas de superficie de Leptospira interrogans. Estas proteinas serdo
utilizadas no desenvolvimento de vacinas recombinantes para o controle da
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, cultivada em meio Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris (EMJH) enriquecido com suplemento comercial. As culturas foram
mantidas a 29°C, sob condicbes de anaerobiose em estufa bacterioldégica. A
extracdo do DNA genbmico das células bacterianas foi realizada utilizando kit
comercial illustra™ bacteria genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare®) . Para a
clonagem, foi utilizada a cepa Escherichia coli TOP10 (Invitrogen®), cultivada a
37°C em meio Luria-Bertani (LB) suplementado com ampicilina (100 pg.mL™?)
guando necessario e mantida sob agitacdo de 200 rpm por 18 horas.

2.2. Escolha das sequéncias codificadoras e desenho dos primers

A selecdo das sequéncias codificadoras foi realizada com base nas
informacgBes disponiveis no GenBank (NCBI) e a escolha foi baseada em
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informacdes sobre proteinas correspondentes, obtidas de analises realizadas no
banco de dados UniProt Knowledgebase (UniProtkKB). As sequéncias incluidas no
trabalho parecem estar relacionadas a processos patogénicos e ainda nao foram
avaliadas quanto a imunoprotecdo. O software Vector NTI 11 (Invitrogen®) foi
utilizados para desenhar os primers e sitios para enzimas de restricdo foram
adicionados nas extremidades das sequéncias, permitindo a clonagem no vetor
PAE de expressédo heteréloga em E. coli.

2.3. Amplificacéo e clonagem dos genes no vetor pAE

Para amplificacdo das sequéncias codificadoras selecionadas, foi realizada a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e os resultados foram visualizados
através de eletroforese em gel de agarose 0,8%. Em seguida, enzimas de
restricdo foram usadas para digerir o vetor de expressdo em E. coli e o inserto
resultante do produto da PCR. A ligacdo do inserto ao vetor pAE foi realizada
utilizando a enzima T4 DNA ligase a 4°C, overnight. A eficiéncia dessas reacfes
foi visualizada através de eletroforese em gel de agarose 0,8%. A presenca dos
genes também foi avaliada em diferentes sorovares de leptospiras patogénicas
através de PCR, utilizando os mesmos primers da clonagem, utilizando como
molde o DNA gendmico de Leptospira interrogans sorogrupo Canicola e
Leptospira borgpetersenii sorogrupo Ballum.

2.4. Transformacéao de E. coli e extragcédo dos vetores recombinantes

Os produtos das reacdes de ligacdo foram usados para transformar células
de E. coli TOP10 por choque térmico. Em seguida, as células foram cultivadas em
agar LB suplementado com ampicilina e mantidas a 37°C em estufa bacterioldgica
por 18 horas. Os clones recombinantes para o plasmideo foram cultivados e
expandidos em meio LB liquido suplementado com ampicilina. A partir deste
cultivo foi realizada a extracdo do DNA plasmideal com auxilio de kit comercial.
Os plasmideos extraidos foram submetidos a confirmacéo da presenca do inserto
através de PCR com os mesmos primers utilizados na primeira amplificacéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As vacinas contra a leptospirose disponiveis comercialmente s&o
suspensdes da célula bacteriana e contém diferentes sorovares de Leptospira
(MONTE et al., 2015). Nessas formulagdes, o LPS bacteriano é o responsavel por
conferir imunidade protetora contra cepas homélogas (LUCAS et al.,, 2011). A
vacina recombinante ideal, por outro lado, deve conter um fragmento Unico, capaz
de conferir imunidade cruzada contra sorovares heterologos (SILVA et al., 2007).

No caso das leptospiras, as lipoproteinas possuem papéis estruturais
importantes, podendo ser enzimas, transportadores, adesinas, toxinas e proteinas
essenciais para a viruléncia bacteriana (LIMA et al.,, 2013). Recentemente, a
anotacdo dos genomas bacterianos apontou uma série de genes hipotéticos
conservados com funcdo desconhecida e que estdo presentes em espécies
patogénicas de Leptospira (FERNANDES et al., 2016). Dois desses genes, Lip05
e Lip06, foram identificados e selecionados para a expressdao de proteinas
recombinantes em sistema de expressao heterdloga em E. coli. Lip05 codifica
uma flagelina bacteriana, enquanto Lip06 é um regulador de transcricdo. A
amplificacdo desses genes resultou em produtos com 855 pares de base (pb)
para Lip05 e 338 pb para Lip06 (Figura 1).
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Figura 1. Amplificacdo de Lip0O5 e Lip06 por PCR. (1) Marcador de peso molecular
1kb plus DNA ladder (Invitrogen®); (2) amplificacdo de Lip0O5 (855 pb) para
clonagem no vetor pAE; (3) amplificacdo de Lip06 (338 pb) para clonagem no
vetor pAE.

Um dos principais fatores relacionados a patogenicidade de leptospira é a
motilidade (FERNANDES et al., 2016). O flagelo incorporado, além de permitir
gue a bactéria execute 0 movimento caracteristico de saca rolha que favorece sua
disseminacao no hospedeiro, pode ser detectado pelo sistema imune (LIMA et al.,
2013).

Os genes selecionados foram eficientemente amplificados a partir do DNA
genbmico de diferentes sorovares de leptospira (Figura 2), evidenciando sua
conservacao. De acordo com ZENG et al. (2015), proteinas conservadas entre 0s
diferentes sorovares séo boas candidatas para o desenvolvimento de uma vacina
capaz de fornecer protecao cruzada.
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Figura 2. Andlise da presenca de Lip05 e Lip06 em Leptospira spp. (1) Marcador
de peso molecular 1kb plus DNA ladder (Invitrogen®); amplificacdo de Lip05 em
(2) Leptospira interrogans sorogrupo Icterohaemorrhagiae, (3) Leptospira
borgpetersenii sorogrupo Ballum e (4) Leptospira interrogans sorogrupo Canicola,
amplificacdo de Lip06 em (5) Leptospira interrogans  sorogrupo
Icterohaemorrhagiae, (6) Leptospira borgpetersenii sorogrupo Ballum e (7)
Leptospira interrogans sorogrupo Canicola.

O processo de clonagem resultou nos vetores pAE/lip05 e pAE/lip06,
caracterizados através da digestdo com enzimas de restricdo, usados para
transformar cepas bacterianas de expressao.



-

" /j(

BrENROS b

- JNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

4. CONCLUSOES

Neste trabalho, vetores recombinantes funcionais capazes de expressar as
proteinas em sistema procarioto foram construidos. Estes produtos possuem
potencial para serem empregados no desenvolvimento de vacina recombinante
para o controle da leptospirose bovina. Experimentos futuros envolvem a
avaliacdo do carater imunoprotetor dessas proteinas em modelo animal.
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