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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose bacteriana causada por espiroquetas do géne-
ro Leptospira (GUPTA; MAHMOOD; ADEOLU, 2013). Possui uma grande distribui-
cdo geografica, apresentando uma prevaléncia particular em paises tropicais e sub-
tropicais (CASTRO et al., 2008). Para a prevencédo da leptospirose, redu¢ao do risco
de infeccdo e consequentemente das perdas sociais e econdmicas, € de suma im-
portancia o controle e a prevencao da enfermidade (CASTRO et al., 2008) e, na pra-
tica veterinaria, isto fundamenta-se na vacinacao sistematica do rebanho (CASTRO
et al., 2008).

As vacinas configuram a estratégia de intervencdo para prevencdo de doen-
cas infecciosas com a melhor relacdo custo-beneficio até hoje utilizada em saude
publica e a medida preventiva mais indicada contra a leptospirose (McBRIDE et al.,
2005). As vacinas disponiveis no mercado contra a leptospirose, bacterinas, sao
suspensdes celulares mono ou polivalentes (VERMA; KHANNA; CHAWLA, 2013) de
células inteiras inativadas quimicamente ou por calor, que induzem uma resposta
imune predominantemente contra o lipopolissacarideo (LPS) da membrana celular
bacteriana (ADLER, 2014). O desenvolvimento de bacterinas utilizando Escherichia
coli expressando antigenos recombinantes apresenta menor tempo € menores cus-
tos de producdo quando comparado a vacinas de subunidade recombinantes (PI-
NHO et al., 2021).

As proteinas LIC12287, LIC11711 e LIC13259 sdao lipoproteinas e estdo loca-
lizadas na superficie da membrana da célula bacteriana de Leptospira interrogans,
sugerindo seu potencial para contribuir para os processos de invasao e evasao imu-
ne dentro dos hospedeiros, manifestando assim um possivel papel na viruléncia
(CAVENAGUE et al., 2019; FIGUEREDO et al., 2017; KOCHI et al., 2019).

Portanto, € necessario buscar estratégias para o desenvolvimento de formu-
lagGes vacinais contra a leptospirose e que induzam uma prote¢cdo mais eficiente e a
longo prazo (CONRAD et al., 2017; DELLAGOSTIN et al., 2017; TEIXEIRA et al.,
2020). Desta forma, o objetivo deste estudo foi o de avaliar duas metodologias de
inativacdo de células bacterianas para a formulacdo de vacinas contendo uma qui-
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mera composta pelas proteinas LIC12287, LIC11711 e LIC13259 (QLIC) expressa
em E. coli, assim como caracterizar a quimera recombinante por Western blot.

2. METODOLOGIA

Células de E. coli BL21 (DE3) STAR transformadas por choque térmico com
cloreto de célcio (CaClz) com os vetores pET28a/quimera e pET28a (controle nega-
tivo) foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) caldo suplementado com canami-
cina (50 pg/ml) e glicose 1 M e foram induzidas com 0.5 mM de Isopropyl B-
Dthiogalactopyranoside (IPTG).

As culturas foram centrifugadas (pellet sobre pellet) e suspensas em solugéo
salina estéril (pH 7,4) (PBS) e uma aliquota de 100 pL de cada suspensao celular foi
utilizada para realizar diluicdes seriadas que foram semeadas em LB agar contendo
canamicina e incubadas. O numero de col6nias obtidas em cada placa foi utilizado
para determinar a quantidade de células viaveis/Unidades Formadoras de Colbnia
(UFCs).

O protocolo de inativacdo por calor seguiu o que fora descrito anteriormente
por SHARMA; DEAN-NYSTROM; CASEY (2011) com modificacBes. Todo o conteu-
do que foi anteriormente suspenso em PBS foi transferido para tubos tipo Eppendorf,
com 1 mL de suspenséo em cada. Os tubos foram incubados em banho-seco aque-
cido a 80° C por 30 min para a inativacdo das células bacterianas. Para a inativacao
quimica foi adicionado formaldeido (H2CO), o protocolo foi realizado conforme previ-
amente descrito por DONASSOLO et al. (2020) com modificacées. Foram adiciona-
das concentragfes entre 0,3%-0,05% de H2CO as suspensdes celulares que foram
anteriormente suspensas em PBS. As mesmas foram incubadas por 72 h a 37° C,
com agitacdo a 180 rpm e a cada 24 h foram coletadas aliqguotas em cada suspen-
sdo para realizacdo dos testes de seguranca das bacterinas. Uma aliquota de 100
UL de cada suspenséo foi semeada em LB agar e LB caldo com e sem canamicina,
e foram incubadas a 37° C por 168 h. As culturas foram usadas para determinar o
crescimento ou nenhum crescimento — inativagdo ou nao inativagédo. Foi realizada a
guantificacdo da concentracdo da quimera recombinante expressa na bacterina, que
foi determinada por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sé-
dio (SDS-PAGE) corado com Azul de Coomassie, Western blot, densitometria e pelo
Kit Pierce™ BCA Protein Assay.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir de diluigbes seriadas, 0 numero de colbnias obtidas foi utilizado para
determinar a quantidade de UFCs por mL, sendo este ajustado para 1 x 10°
UFC/mL. ApGs a inativagdo por calor e incubacdo por 168 h, junto de seus respecti-
vos controles negativos, nenhum dos testes de seguranca das bacterinas apresenta-
ram crescimento, sendo confirmada assim a inativacédo das células bacterianas.

Foi observado que a maior concentracdo de H2CO (0,3%) foi suficiente para
inativar as células bacterianas mesmo no periodo de 24 h, assim como as concen-
tracOes de 0,1% e 0,07% durante este periodo (Tabela 1). Porém, foi visto atravées
de SDS-PAGE 12% (Figura 1) que as bandas de proteina apés as inativagdes nos
tratamentos com maior concentracdo de H2CO eram muito pequenas ou mesmo
inexistentes, sugerindo que estas concentracfes de H2CO podem degradar a protei-
na. Enquanto que em uma menor concentracdo de H2CO com 0,05%, ou em um
periodo de inativacdo de 48 ou 72 h, foi mais comum nao ocorrer a inativacao (Tabe-
la 1).
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Tabela 1 — Testes de seguranca das bacterinas

% H>CO 24 h 48 h 72 h
0,3% o @ S
. 0,1% o @ S
pET28a/quimera 0.07% 5 - -
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Legenda:

m O cultivo cresceu durante 24-168 h incubado a 37° C sob agitagéo de 180 rpm;
O O cultivo ndo cresceu durante 24-168 h incubado a 37° C sob agitagéo de 180 rpm;
* N&o foi realizada a inativacdo com esta concentracdo de H.CO neste periodo.
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Figura 1. Analise em SDS-PAGE 12% para caracterizar 0s processos de expressao,
inativagcdo com 0,3% (A) e 0,1% (B) de H2CO por 24 h e de producdo da bacterina
pET28a/quimera e da bacterina pET28a. Percebe-se nos po¢os pos-inativacao (4A,

4B, 5B e 6B) a degradacao da quimera. (A) Inativagdo com 0,3% de H2CO por 24 h. 1, Con-
trole positivo QLIC; 2, QLIC pré-inducéo; 3, QLIC pés-inducéo; 4, Bacterina pET28a/quimera pés-
inativacdo; 5, pET28a transformado pré-inducéo; 6, pET28a transformado pds-indugéo; 7, Bacterina
pPET28a poés-inativagdo; 8, Controle positivo QLIC. (B) Inativacdo com 0,1% de H2CO por 24 h. 1,
QLIC pré-inéculo; 2, QLIC pré-inducdo; 3, QLIC pés-inducdo; 4, Bacterina pET28a/quimera pdés-
inativacao/pré-centrifugacéo; 5, Bacterina pET28a/quimera pés-inativacdo/pré-lavagens; 6, Bacterina
pET28a/quimera pds-inativagao aliquota final; 7, pET28a transformado pré-inéculo; 8, pET28a trans-
formado pré-inducao; 9, pET28a transformado pés-inducao; 10, Bacterina pET28a pos-inativacao/preé-
centrifugacdo; 11, Bacterina pET28a poOs-inativacdo/pré-lavagens; 12, Bacterina pET28a pOs-
inativagao aliquota final.

O resultado dos processos de producédo da bacterina recombinante através da
inativacao por calor pode ser visto abaixo em SDS-PAGE 12% (Figura 2A) e Wes-
tern blot (Figura 2B). A quantificacdo da concentracdo da quimera recombinante ex-
pressa na bacterina resultou em 1,955 mg/mL.
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Figura 2. Caracterizacdo dos processos de producao da bacterina recombinante

pET28a/quimera e da bacterina pET28a. (A) Andlise em SDS-PAGE 12%. 1, Marcador de
Peso Molecular; 2, Controle negativo (E. coli STAR); 3, Bacterina pET28a inativada por calor; 4, Bac-
terina pET28a/quimera inativada por calor; 5, QLIC purificada. (B) Anélise em Western blot. 1, Marca-
dor de Peso Molecular; 2, Controle negativo (E. coli STAR); 3, Bacterina pET28a inativada por calor;
4, Bacterina pET28a/quimera inativada por calor; 5, QLIC purificada.
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4. CONCLUSOES

As concentracdes mais altas de H2CO utilizadas para a inativagao bacteriana
sugeriram degradacdo da quimera recombinante, enquanto na concentracdo mais
baixa as células bacterianas acabaram ndo sendo inativadas. Com isso, a estratégia
de inativacao por calor apresentou melhor resultado para a formulacéo das vacinas.
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