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1. INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose de distribuigdo mundial causada por infecgéo por
espécies patogénicas do género Leptospira. Em humanos, a leptospirose pode variar
de uma infec¢do assintomatica até uma grave doenca, resultando em faléncia multipla
dos 6rgdos e morte (MURRAY et al., 2013). Estima-se atualmente mais de um milhdo
de casos de leptospirose em todo o mundo, levando a aproximadamente 59.000
mortes, tornando esta, uma das principais zoonoses em termos de morbidade e
mortalidade no mundo (COSTA et al., 2015).

A utilizacdo de vacinas contra a leptospirose humana ocorre em alguns paises
como China, Cuba, Japdo e Franca. Entretanto, estas vacinas sao bacterinas,
apresentam efeitos adversos locais e sistémicos e conferem protecao apenas contra
0s sorovares que compdem a vacina, nao sendo capaz de fornecer uma protecdo de
amplo espectro nem de longa duracdo (KOIZUMI e WATANABE, 2005). Buscando
sanar as deficiéncias apresentadas pelas bacterinas, varios antigenos recombinantes
tém sido avaliados em vacinas contra essa zoonose, focando principalmente em
fatores de viruléncia presentes na membrana externa. (DELLAGOSTIN et al., 2011).

Diferentes autores tém destacado a convergéncia no desenvolvimento de
vacinas de nova geracao, contra diversos patdgenos, quanto a utilizacdo de moléculas
envolvidas no mecanismo de evasdo do sistema complemento como antigenos
vacinais (MERI; JORDENS; JARVA, 2006; SERRUTO et al., 2010; JONGERIUS et
al., 2015). Em leptospiras, ja foi relatado um possivel papel de sinergia entre as
proteinas Leptospiral complement-regulator acquiring protein A (LcpA) e Leptospiral
endostatin-Like A (LenA), juntamente com as proteinas Lig, na inibicdo das vias
classica e alternativa do complemento, permitindo a sobrevivéncia das leptospiras no
soro.

Uma possivel neutralizacdo de moléculas de evasao do sistema complemento,
promovida por imunizacéo, permitiria uma ativacdo mais eficiente deste sistema frente
a uma infecdo por leptospiras patogénicas, resultando em uma maior suscetibilidade
do patégeno e uma melhor ativagcdo da imunidade adaptativa (CASTIBLANCO-
VALENCIA et al., 2012). Assim, a associacdo desses antigenos em uma formulacao
vacinal apresenta-se como uma estratégia para o desenvolvimento de uma vacina
recombinante de subunidade contra a leptospirose, buscando alcancar uma
capacidade imunoprotetora e imunoesterilizante. Sendo assim, este trabalho objetivou
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a expressao das proteinas LigBni, LenA e LcpA de Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni em sistema heterdlogo.

2. METODOLOGIA

O genoma de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130
foi utilizado como molde para as amplificacdes. Para extracdo de DNA gendmico, foi
utilizado um kit comercial. Foram desenhados primers a partir de sequéncias
depositadas no GenBank (NCBI) com o auxilio do software VectorNTI11 (Invitrogen),
visando amplificacdo e a clonagem dos genes ligBni, lenA e IcpA no vetor pAE. As
sequéncias codificadoras dos genes foram amplificadas pela técnica de reacao em
cadeia da polimerase (PCR), onde os resultados foram visualizados através de
eletroforese em gel de agarose 1,5% e purificados utilizando kit comercial.

Os produtos da PCR e o vetor de expressdo pAE, foram digeridos com as
enzimas de restricdo BamHI e Kpnl (Invitrogen) por 2 h a 37 °C, logo em seguida
purificados através de kit comercial. A ligacao dos insertos ao vetor pAE, foi realizada
com a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) a 4 °C overnight.

A transformacéo foi feita através de eletroporacao, onde foram utilizados 80 pL
de células eletrocompetentes de E. coli DH5a e 2 uL dos produtos de ligacdo. Apés
a transformacao, as células foram plagueadas em meio Luria-Bertani (LB) solido
suplementado com ampicilina, e as placas foram incubadas a 37 °C por 16-18 h. As
colbnias isoladas que cresceram no meio com o antibidtico, foram submetidas ao
processo de triagem por extracdo rapida de DNA por fenol-cloroférmio. Os clones,
caracterizados como possiveis recombinantes através de eletroforese, foram
cultivados em meio LB acrescido de ampicilina. Os plasmideos extraidos foram
submetidos a digestdo com as mesmas enzimas de restricdo (BamHI e Kpnl) para
confirmacédo da presenca do inserto, podendo ser visualizado em gel de agarose 1%.

Para expressdo das proteinas recombinantes, a Escherichia coli cepa BL21
(DE3) Star foi transformada com os vetores pAE/LigBni, pAE/LenA e pAE/LcpA
através de choque térmico. A expressao das proteinas recombinantes foi induzida
com 1 mM de IPTG por 3 h. Os pellets foram suspendidos em 30 mL de tampéao (100
mM de Tris-base; 300 mM de NaCl - pH 8,0) e as células rompidas por sonicagéo. Os
lisados bacterianos, contendo as proteinas recombinantes, foram filtrados e
purificados através de cromatografia de afinidade em coluna de Niquel-Sepharose
(GE HealthCare). A caracterizacao das proteinas recombinantes foi realizada através
de SDS-PAGE 12% seguido de Western blot (WB) com anticorpo monoclonal anti-
6xHIS (Sigma).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Neste estudo, todos os genes foram eficientemente amplificados por PCR. Foi
feita a identificacéo da presenca dos clones recombinantes em colbnias resistentes a
ampicilina. Foi possivel obter com éxito as proteinas recombinantes através de um
sistema de expressao heterdloga, utilizando a E. coli cepa BL21 (DE3) Star e o vetor
de expressdo pAE. Todas as proteinas foram expressas na forma insolavel.A
purificacdo permitiu obter corretamente uma banda Unica, aparentemente livre de
contaminantes, para cada proteina recombinante.

Todas as proteinas recombinantes foram reconhecidas pelo anticorpo
monoclonal (mAB) anti-6xHIS nos tamanhos esperados, através da técnica de
Western blot (Figura 1).

(kDa)

Figura 1. Caracterizacdo das proteinas recombinantes através de Western blot.(1) Marcador de
massa molecular Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker (GE Healthcare); (2) E. coli ndo
transformada,; (3) rLigBni (52kDa); (4) rLenA (25kDa); (5) rLcpA (22 kDa)

4. CONCLUSOES

- A construcao dos primers para a amplificacdo dos genes de interesse foi realizada
com sucesso, permitindo a amplificacdo correta dos fragmentos por PCR;

- Os processos de digestdo e ligacdo dos fragmentos em vetor pAE utilizados
permitiram a obtencdo dos vetores funcionais pAE/ligBni, pAE/lenA e pAE/IcpA,;

- A expressdo das proteinas recombinantes rLigBni, rLenA e rLcpA em sistema de
expressao procarioto utilizando a E. coli cepa BL21 (DES3) Star foi eficiente;

- O processo de purificacdo através de cromatografia de afinidade ao niquel permitiu
a obtencao das proteinas de interesse aparentemente livres de contaminantes;

- Ensaios futuros serdo realizados com o objetivo de avaliar a capacidade destas
proteinas, quando combinadas, de promoverem a suscetibilidade do patégeno ao
sistema complemento e/ou induzirem uma resposta imune protetora contra a
leptospirose.
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