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Obtencao e caracterizagcao de um protoétipo vacinal inativado contra
leptospirose utilizando Escherichia coli como vetor de expressao para um
antigeno quimérico
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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenca infecciosa ocasionada por espiroquetas
patogénicas do género Leptospira, responsavel por altas taxas de morbidade e
mortalidade em humanos (COSTA et al., 2015), bem como perdas econdmicas na
produgdo animal. A prevengao da leptospirose depende, em grande parte, de
medidas de saneamento basico, o que apresenta dificuldade de implementagdo em
paises em desenvolvimento, como o Brasil (DELLAGOSTIN et al., 2011).

Frente a esta situacédo, € necessario o desenvolvimento de uma vacina com
ampla protecdo contra a leptospirose, a fim de superar as limitagdes das
formulagbes inativadas (bacterinas) comercialmente disponiveis para uso animal.
Nesse sentido, a utilizacdo de proteinas conservadas e localizadas na superficie da
bactéria, buscando facilitar o reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro,
representa uma abordagem promissora (GRASSMAN et al., 2017). Dentre essas
proteinas, destacam-se os alvos LipL32, LemA e LigANI (CULLEN et al. 2002;
DELLAGOSTIN et al., 2017).

Em um recente estudo, realizado por Oliveira et al. (2019), foi avaliada a
imunoprotecdo conferida por uma quimera recombinante codificada pelos genes
lipL32, lemA e ligAni, como vacina vetorizada por Mycobacterium bovis BCG em
hamsters. Ao final do experimento, obteve-se protegdo significativa de 100% dos
animais, e as analises de cultura e PCR em tempo real permitiram constatar
auséncia de leptospiras nos rins dos animais sobreviventes, indicando uma
imunidade esterilizante (OLIVEIRA et al., 2019).

No entanto, o custo para producdo de vacinas vivas atenuadas baseadas em
BCG recombinante sdo superiores quando comparado a outros sistemas de
expressao. A bactéria Escherichia coli € atualmente a plataforma de expresséo de
antigenos heterdlogos mais amplamente utilizada (ROSANO; CECCARELLI, 2014).
Nesse sentido, a utilizacdo deste sistema de expressao apresenta vantagens, visto
os altos niveis de proteinas expressas em corpos de inclusdo, a seguranga dessa
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formulacdo e o crescimento rapido da bactéria em meios de cultivo simples, o que
reduz o custo do produto final (GENTSCHEYV et al., 2001).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi produzir e caracterizar uma
bacterina de E. coli recombinante expressando uma quimera composta pelas
proteinas LipL32, LemA e LigANI, com a finalidade de desenvolver posteriormente
uma vacina eficaz contra a leptospirose.

2. METODOLOGIA

2.1 Transformagcao em Escherichia coli: A cepa de expressao E. coli BL21 STAR
foi transformada por choque térmico com o plasmideo recombinante pAE/Q1
previamente construido, o qual contém o gene que codifica para o antigeno
quimérico composto pelas proteinas LipL32, LemA e LigANl de Leptospira
interrogans. As células também foram transformadas apenas com o vetor pAE sem
inserto para posterior utilizagdo como controle negativo. As células transformadas
foram cultivadas a 37 °C em 100 mL de caldo LB, com agitacdo a 180 RPM até a
fase logaritmica de crescimento (DOgy .m entre 0,6 e 0,8). Apos a indugdo da
expressao pela adicdo de 0,5 mM de IPTG (Isopropil B-D-1-tiogalatopiranosideo) por
3 h o cultivo foi centrifugado a 7.000 x g por 15 min a 4 °C. O pellet foi
ressuspendido em 10 mL de tampédo fosfato salino (PBS) com ajuste para a
concentragdo de 10" UFC/mL para entéo ser aliquotado em 10 microtubos de 1,5 mL
contendo 1 mL em cada. Aliquotas do cultivo de E. coli foram coletadas antes e
depois da indugao para avaliagdo da expressao da proteina por eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%.

2.2 Inativagao: As amostras foram incubadas em banho-seco a 80 °C por 30 min
(SHARMA VK, 2011). Apds inativagao, uma aliquota do cultivo de E. coli foi utilizada
para extracdo de plasmideo. Os plasmideos extraidos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1%. Outra aliquota de 50 pl foi semeada em 10 mL
de caldo LB e incubada a 37°C sob agitagdo de 180 rpm por 24 h para confirmar a
inativagao atraveés da auséncia de crescimento bacteriano.

2.3 Deteccgao da expressao por Western blot: Amostras do cultivo foram coletadas
antes e depois da inativagao para a caracterizacdo da integridade e identidade da
proteina recombinante. Para isso, as amostras foram submetidas a técnica de
SDS-PAGE 12% seguido de eletrotransferéncia para uma membrana de
nitrocelulose. Para o bloqueio de ligacbes inespecificas, a membrana foi incubada
em solugdo de bloqueio com leite em pd 5% overnight a 4°C. Posteriormente, a
membrana foi lavada com PBS-T e incubada por 1 h sob agitagdo constante em
PBS-T contendo anticorpo monoclonal de camundongo anti-cauda de histidina
conjugado a peroxidase, na diluigado de 1:10.000 (Sigma). A reagdo na membrana foi
revelada em solugdo cromogena composta por 6 mg de tetrahidrocloreto de
diaminobenzidina, 15 yl de H,0, 30%, 9 mL de Tris-HCI 50 mM pH 7,6 e 1 mL de
sulfato de niquel 0,3% (NiSO,) até o desenvolvimento de cor.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A determinagdo da presenca da proteina recombinante foi bem sucedida,

como demonstrado através da técnica de SDS-PAGE (Figura 1). Apds a indugéo, foi
possivel confirmar a expressdo da proteina quimérica no tamanho esperado de
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aproximadamente 75 kDa, conforme comparagdo com o antigeno purificado usado
como controle positivo, enquanto que no cultivo de E. coli transformada apenas com
o vetor pAE sem inserto, usado como controle negativo, ndo houve a detecgéo da
expressao da proteina recombinante, conforme esperado.
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Figura 1: Deteccao da expressao da proteina recombinante através de SDS-PAGE 12%.
1. Marcador de peso molecular; 2. Controle positivo (Q1 purificada); 3. E. coli transformada com vetor
pAE/Q1 ndo induzida; 4. E. coli transformada com vetor pAE/Q1 induzida; 5. E. coli transformada com
vetor pAE nao induzida; 6. E. coli transformada com vetor pAE induzida.

A inativagcdo das células ocorreu de forma efetiva, confirmada pela auséncia
de crescimento na amostra semeada em caldo LB, bem como pela degradagao do
DNA plasmidial, conforme observado através da eletroforese em gel de agarose 1%
dos plasmideos extraidos (Figura 2). Através da técnica de Western blot, foi
possivel confirmar que mesmo apdés o tratamento com calor, a identidade da quimera
recombinante bem como sua integridade sao mantidas, o que é necessario para sua
utilizacdo como antigeno vacinal (Figura 3).

Figura 2: Confirmagao da inativagcdao do DNA plasmidial através de eletroforese em gel
de agarose 1%: 1. E. coli transformada com vetor pAE/Q1 inativada; 2. Controle plasmideo pAE; 3.
E. coli transformada com vetor pAE inativado.
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Figura 3. Confirmagao da integridade do antigeno recombinante apéds inativag¢ao celular
através de Western blot. 1. Marcador de peso molecular; 2. Controle positivo (Q1 purificada); 3. E.
coli transformada com vetor pAE/Q1 pré inativagao; 4. E. coli transformada com vetor pAE/Q1 pds
inativacdo; 5. E. coli transformada com vetor pAE pré inativagéo; 6. E. coli transformada com vetor
pAE pés inativagao.

4. CONCLUSOES

O tratamento com calor permite a inativacdo da cepa de E. coli recombinante bem
como do DNA plasmidial, ao passo que mantém a integridade da proteina Q1, o que
€ necessario para sua utilizagdo como antigeno vacinal. Os proximos passos desse
trabalho envolvem a avaliagdo desta formulacdo como uma vacina recombinante
inativada contra leptospirose em modelo animal de hamster.
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