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1. INTRODUCAO

A leptospirose é uma enfermidade de carater zoondtico e de grande
importancia global, causada por bactérias patogénicas do género Leptospira
(COSTA et al, 2015). No setor agropecudrio, a leptospirose causa perdas
econdmicas devido aos altos indices de abortos, natimortos, infertilidade e reducéo
na producdo de leite (ADLER; DE LA PENA, 2010). Tanto animais domésticos
quanto de producdo podem tornar-se carreadores renais da bactéria, perpetuando a
patologia (LEVETT, 2001). Assim como em outras doencas, a forma mais racional e
eficaz no controle da leptospirose é a imunoprevencéo, através da vacinagcao. Com
base nisso, o desenvolvimento de vacinas de uso veterinario torna-se de extrema
importancia.

As vacinas disponiveis comercialmente sdo compostas por bacterinas, porém
apesar de sua eficacia, possuem algumas limitacdes, tais como gerar uma resposta
imune por um curto periodo de tempo e protecdo apenas para 0S sorovares
presentes na sua composi¢cao (KOIZUMI; WATANABE, 2005). Para superar estas
limitacBes, vacinas recombinantes tém sido desenvolvidas, com destaque para as
vacinas de subunidade, que apresentam a vantagem de serem licenciadas pelos
orgaos de regulamentacdo competentes (CLARK; CASSIDY-HANLEY, 2005) e de
normalmente apresentarem pouco ou nenhum efeito colateral (KOIZUMI;
WATANABE, 2005). Devido a estas caracteristicas, vacinas recombinantes contra
leptospirose estdo sendo amplamente estuda nos ultimos anos (MONARIS et al.,
2015).

A proteina Leptospiral immunoglobulin-like A (LigA) € um alvo para esse tipo
de vacina, visto que esta expostas na superficie de leptospiras patogénicas, estando
ausentes nas saprofitas (PALANIAPPAN et al., 2002). A LigA € capazes de mediar
interacbes com proteinas que compdem a matriz extracelular das células do
hospedeiro, como fibronectina, fibrinogénio, colageno, laminina, elastina e
tropoelastina (LIN et al., 2009). A LigAni é uma por¢cdo presente na proteina LigA,
que tem demonstrado capacidade de promover resposta imune protetora contra
leptospirose em estudos em hamsters (COUTINHO et al., 2011; HARTWIG et al.,
2013), o que a torna forte candidata a antigeno vacinal. O presente trabalho teve
como objetivo a otimizagdo da expressdo da proteina LigAni em Escherichia coli,
visando maximizar o rendimento dessa atraves do ajuste nas condi¢des de cultivo.

2. METODOLOGIA
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Para o processo de otimizacdo da proteina recombiante LigAni, foram
avaliadas diferentes condi¢cdes de cultivo sendo estas, temperatura (25, 30 e 37 °C),
concentracdo de Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (0,25, 0,5, 1,0 e 1,5
mM), periodo de inducéo (1 a 16 h) e trés diferentes cepas de expressao, E. coli
BL21 (DE3) Star, E. coli BL21(DE3) PlysS e E. coli Rosetta. A proteina
recombinante LigAni foi produzida conforme descrito por Hartwig et al. (2011).
Brevemente, as cepas de expressao foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB)
[1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 0,5% NaCl, 2% &gar] a 37 °C com adi¢éo de
50 pg/mL de cloranfenicol para as cepas E.coli Rosetta e E.coli BL21(DE3) PlysS,
tranformadas por choque térmico com o plasmideo vetor pAE contendo o gene
LigAni, e cultivadas em placas com meio LB acrescidas de 100 pg/mL de ampicilina.

Para expressao da proteina recombiante, as cepas foram cultivadas em 50 mL
de LB em erlenmeyers de 125 mL, utilizando um pré-inoculo de 1 mL. As diferentes
condi¢cbes de cultivo foram testadas alterando as condi¢bes padrdo, que para este
experimento foram: inducdo da expressao na fase logaritmica de crescimento (DOggo
0,6-0,8), concentracdo de IPTG de 1 mM, temperatura de cultivo de 37°C, agitacéo
de 180 rpm, e tempo de cultivo apds inducao de 4 horas. A avaliacdo da expressao
foi realizada através de um SDS-PAGE 12%, seguido de um Western blot, utilizando
anticorpos monoclonais anti-6xHis e para quantificacdo o resultado do Western blot
foi avaliado no programa TotalLab Quant. Os resultados quantitativos foram
expressos como meédia + erro médio padrdo. Os dados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) de duas vias. Comparacdes post hoc foram realizadas
usando teste de Tukey. Os niveis de significancia considerados foram de 95%.
Andlise de variancia foi utilizada para determinar diferencas significativas entre os
tratamentos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas diferentes temperaturas de cultivo (Figura 1. A), observa-se que em 25
°C, 30 °C e 37 °C o rendimento de proteina foi, respectivamente, de 4,5 pg/mL, 9,6
pg/mL e 513,5 pg/mL. Este resultado corrobora com o estudo feito por Larentis, et al.
(2014), onde 37 °C se define como temperatura 6tima para cultivo de E. coli durante
o periodo de inducéo, e as demais temperaturas possuem menores rendimentos.

Em relacdo as cepas de cultivo avaliadas, a cepa E. coli BL21(DE3) PlysS
nao foi capaz de expressar a LigAni, no entanto a cepas E. coli BL21(DE3) Star
expressou 278,8 pg/mL e a E. coli Rosetta, 229,7 pg/mL, (p<0,005) (Figura 1B). Este
resultado demonstra que apenas as duas Ultimas cepas podem ser utilizadas na
expressdo da proteina de interesse e confirma a importancia da escolha adequada
da cepa de expressédo utilizada para obtencédo de proteina, conforme descrito por
Garcia-Fraga et al. 2015, visto que certas cepas podem obter proporcionar melhores
rendimentos do outras, ou até mesmo, ndo serem eficazes para o processo de
expressao.

No que se refere ao tempo de inducéo, os rendimentos obtidos da proteina
LigAni, foram os seguintes: 43,5 ug/mL (4 h), 46,8 pg/mL (8 h), 48,3 ug/mL (12 h) e
48,0 pg/mL (16 h) (Figura 1C). Este resultado demonstra que o tempo de inducéo
ndo apresentou diferencga estatistica, apontando que ndo ha necessidade de induzir
o cultivo por mais do que 4 horas. Quanto as diferentes concentragcdes de IPTG, a
0,25 mM obteve-se um rendimento de 389,6 ug/mL, a 0,50, mM de 377,1 ug/mL, a
1,0 mM de 490,1 pg/mL e a 1,5 mM de 373,8 pg/mL (Figura 1D). Observa-se que
esses resultados ndo apresentaram diferenca estatistica, o que possibilita a
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utilizacdo de menores concentragcdes de IPTG para inducéo da expressdo. O IPTG é
uma substancia de custo elevado. Utiliza-la em menores concentra¢des diminui o
custo do processo de expressao da proteina, e por consequéncia o preco do produto

final.
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Figura 1. Variaveis do processo de otimizacdo da proteina recombinante
LigAni. A, temperaturas de cultivo; B, cepas de expressdo; C, concentracbes de
IPTG; D, tempo de inducéo.

3. CONCLUSOES

As condicdes ideais de cultivo para obtencdo do maximo rendimento de
LigAni séo cepa E. coli BL21(DE3) Star ou E. coli Rosetta, com 0,25 mM de IPTG,
cultivada a 37°C, e com tempo de inducdo de 4h. O estudo demonstrou a
importancia de otimizar o processo de expressdo de proteinas recombinantes. Com
isso, pode-se maximizar o rendimento das proteinas, minimizando o tempo e o
custos do processo.
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