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1. INTRODUCAO

A Leptospirose é uma enfermidade de carater zoondtico causada por
espiroquetas patogénicas do género Leptospira. Estima-se que anualmente a
doenca acometa em torno de 1 milhdo de pessoas no mundo, acarretando cerca
de 60 mil mortes (COSTA et al., 2015). Humanos e os animais domésticos sao
comumente infectados através do contato direto com a urina de animais portadores,
ou através do contato com agua ou solo contaminados (ADLER; DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010).

A vacinacdo € um dos métodos mais eficazes na prevencao e erradicacéo
de doencas infecciosas (DELLAGOSTIN et al., 2011). As atuais vacinas disponiveis
contra leptospirose sdo compostas por bactérias inteiras inativadas, as quais
induzem uma resposta imunoldgica sorovar-especifica, ndo conferindo protecao
contra sorovares que nao compdem a vacina (McBRIDE et al, 2005). Uma das mais
importantes abordagens no estudo de vacinas de nova geragao € a vacinologia
estrutural. Esta estratégia leva em consideracdo a estrutura tridimensional da
proteina, permitindo a identificacdo de epitopos imunodominantes expostos na
superficie bacteriana, promovendo a inducédo de uma resposta imune mais eficaz
(DELANY et al., 2013).

Através de uma abordagem de bioinformatica baseada em vacinologia
reversa e estrutural, nosso grupo identificou proteinas preditas como barril-B
transmembrana (Bb-OMP) que estdo presentes na membrana externa de
Leptospira spp. e sdo consideradas potenciais alvos vacinais (GRASSMANN, et al.,
2017). As proteinas barril-B transmembrana sdo encontradas exclusivamente na
membrana externa de bactérias. Dentre tais proteinas, podemos destacar a familia
das TolC, o componente de bombas de efluxo presente na membrana externa de
Leptospira (HAAKE; LEVETT, 2015). Sabendo- se que cada regido da proteina
TolC é um monbmero, o barril-g transmembrana é devidamente caracterizado ao
formar trimeros. O barril-B transmembrana, devidamente formado pelas interacdes
entre 0s mondmeros, ainda é constituido por uma regiao periplasmatica composta
por alfa hélices longas que interagem com os componentes periplasmaticos e da
membrana interna, formando o canal de efluxo. Epitopos de cinco proteinas
preditas como TolC foram selecionados para a construcédo de uma quimera.
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O objetivo deste trabalho foi a andlise in silico, expressao e caracterizacao
da quimera constituida de fragmentos de proteinas da familia TolC, para
desenvolvimento de vacina contra leptospirose.

2. METODOLOGIA
2.1 Selecao dos alvos e modelagem estrutural

Para a andlise estrutural e a identificacdo de epitopos imunogénicos das
proteinas, as sequéncias codificadoras foram obtidas no banco de dados GenBank
(NCBI). A sequéncia de aminoacidos correspondente as proteinas maduras foi
submetida ao software I-TASSER para a geracdo de modelos para estrutura
tridimensional (3D). Epitopos imunogénicos para o Complexo Principal de
Histocompatibilidade de classe Il (MHCII) e epitopos para reconhecimento por
receptores de células B, foram buscados na sequéncia primaria das proteinas
utilizando ProPredll e BepiPred 2.0, respectivamente. As estruturas foram
visualizadas através do software UCSF Chimera 1.12.

2.2 Clonagem e expressao heterdloga

O gene adicionado de forma sintética foi clonado no vetor pAE de expressao
em E. coli, que fusiona o gene de interesse a uma sequéncia que codifica uma
cauda de seis histidinas. Este vetor recombinante foi utilizado para transformar a
cepa E. coli BL21(DES3) por choque térmico, que em seguida a cepa foi cultivada
em 25 mL de LB liquido com ampicilina (LB/AMP) por 16 h, a 37°C sob agitacao. O
cultivo foi utilizado para inocular 500 mL de LB/AMP e incubado nas mesmas
condi¢cdes e monitorado até atingir a fase exponencial, quando a expressao da
proteina recombinante foi induzida com Isopropil 3-D-1-tiogalatopiranosideo (IPTG)
por 3 h. As células foram centrifugadas, solubilizadas em tampao e lisadas por
sonicacado. Posteriormente foi feito nova centrifugacéo e o pellet foi solubilizado em
tampao contendo ureia como agente desnaturante. A quimera foi purificada por
cromatografia de afinidade ao niquel e posteriormente dialisada contra tampéao
fosfato-salino (PBS).

2.3 Caracterizacao

A proteina recombinante foi caracterizada pelas técnicas de SDS-PAGE e
Western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-6xHis para confirmagao da sua
correta expressao e identidade. Para avaliar sua antigenicidade, foi realizado
Western blot utilizando soro humano convalescente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo 3D das 5 proteinas mostrou a conformacédo de mondémero de Bb-
OMP tipo TolC, além de demonstrar interacdes para constituicdo do trimero
caracteristico (Figura 1A). A construcdo quimérica foi bem-sucedida, utilizando os
epitopos lineares para MHCII e para reconhecimento de células B dispostos de
forma sequencial, levando em conta a equimolaridade dentre os fragmentos das
proteinas (Figura 1B).
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Figura 1. Construcdo da QuimeraTolC A: Modelo 3D das proteinas preditas como TolC
presentes na membrana externa de Leptospira spp. Regido marcada em vermelho demonstra a
porcdo externa a membrana de cada proteina. Epitopos selecionados para a construgédo quimérica
destacados em azul. B: Esquematizacéo da sequéncia quimérica, em que cada cor representa uma
proteina diferente.

A expresséao heterologa e purificacdo da quimera recombinante foi eficiente,
como demostrado através das técnicas SDS-PAGE 12% (Figura 2A) e Western blot
utilizando anticorpo monoclonal anti-6xHis apresentando tamanho esperado de
aproximadamente 44 kDa (Figura 2B). Além disso, demonstrou sua antigenicidade
sendo reconhecida por soros humanos positivos para leptospirose (Figura 2C).
Desta forma, significando que a Leptospira expressa pelo menos uma das
proteinas presentes na quimera TolC durante a infeccdo. Assim, 0s anticorpos
gerados contra a proteina nativa durante a infeccao séo capazes de reconhecer a
quimeraTolC.
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Figura 2. Caracterizacdo da quimera, M. Marcador de peso molecular; Q. QuimeraTolC com
aproximadamente 44 kDa. A: SDS-PAGE da expresséo da proteina recombinante; B: Western blot

confirmagdo a identidade recombinante da proteina; C: Reconhecimento da proteina por soros
positivos para leptospirose.
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4. CONCLUSOES

A eficiente construcdo quimerica, através da selecdo de epitopos, e sua
expressao heteréloga, mostra que essa abordagem nos proporciona a obtengéo da
quimera constituida de proteinas TolC, possibilitando sua avaliagdo como um
potencial alvo vacinal em uma promissora vacina contra leptospirose.
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