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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de vacinas foi um dos grandes marcos da historia,
promovendo controle e erradicagcdo de diversas doencas infecciosas (DINIZ &
FERREIRA, 2010). A leptospirose, infeccdo causada por bactérias do género
Leptospira, é transmitida por meio do contato com a urina de animais, principalmente
roedores, e trata-se de uma das zoonoses de maior distribuicdo mundial, causando,
guando sintomatica, febre, enjoo e dores no corpo e, em manifestacdo severa, danos
sistémicos aos rins, figado e pulmao (RAMOS et al, 2021). No Brasil, ha um namero
crescente de casos da doenca, tendo sido registrados um total de 3.338 no ano de
2023, e 1.358 até maio de 2024, concentrados nas regides Sul e Sudeste do pais
(BRASIL, 2024). A leptospirose € uma patologia passivel de ser controlada por meio
da vacinacdao de animais que possam servir de reservatorio para a doenga, como
bovinos, porém as vacinas disponiveis apresentam diversas limitages. Atualmente
nao existe um imunizante eficiente para humanos, o que torna a busca por um meio
de controle desta patologia de suma importancia, levando em conta os impactos
econdmicos e sociais que ela acaba por ter (OLIVEIRA, 2014). A techologia do DNA
recombinante € considerada uma ferramenta promissora para a producdo de
antigenos para o desenvolvimento de vacinas. Isto se da pela seguranca e pureza
oferecidas, uma vez que nao se obtém o antigeno vacinal diretamente do organismo
patogénico que serd o alvo a ser controlado pela vacinacdo (DELLAGOSTIN et al.,
2017).

As proteinas do tipo TBDR (TonB Dependent Receptor) sdo encontradas na
membrana de bactérias gram-negativas, como a prépria Leptospira, e atuam na
captacéo de ions ferrosos por meio de transporte ativo. Sua localizacéo na célula, o
alto grau de similaridade compartilhado entre elas, assim como seu elevado grau de
conservacao dentro de espécies patogénicas de Leptospira spp., torna as proteinas
do tipo TBDR potenciais candidatas para a producao de vacinas contra a leptospirose
(MAIA et al, 2022). O processo de sintese de uma proteina recombinante para a
fabricacdo de uma vacina de subunidade € dividido em diversas etapas, sendo destas,
a padronizagao da expressao e a purificacdo pontos essenciais para obtencédo de um
produto com alto rendimento e pureza (WINGFIELD, 2015). Assim, com base nos
topicos apresentados, o presente trabalho tem por objetivo abordar o processo de
expressao e purificacao da proteina recombinante OMPL81, adotando a mesma como
possivel alvo vacinal contra a leptospirose.
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2. METODOLOGIA

2.1 Expressdao heterdloga da proteina rOMLP81.:

O gene codificante para a proteina OMLP81 foi previamente clonado no vetor
pPAE por nosso grupo de pesquisa, sendo utilizada a bactéria Escherichia coli
BL21(DE3) Star para expressar o antigeno alvo. O plasmideo pAE/ompl81 foi inserido
via choque térmico na bactéria e a mesma, apos a transformacao, foi cultivada em um
erlenmeyer contendo 25 mL de meio Luria Bertani (LB) acrescido de glicose 1 mM e
ampicilina a 100 pg.mLt, o qual foi incubado nestas condi¢cdes por 16-18 horas na
temperatura de 37 °C sob agitacdo de 180 RPM (rotagBes por minuto). Apos este
periodo, o pré-indculo foi inoculado em um erlenmeyer de 2 litros, contendo 500 mL
de meio LB e submetido as condi¢des descritas anteriormente, até que as células
atingissem a fase log de crescimento, aferida pela densidade Optica (DO) a 600 nm,
guando a iinducao da expresséao da proteina foi feita utilizando IPTG 0,5 mM. A cultura
induzida foi mantida sob agitacédo a 37 °C durante 3 horas. Aliquotas foram coletadas
nos periodos pré e pos inducdo para posterior analise por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Os resultados da eletroforese foram confirmados
posteriormente por meio da técnica de Western blot usando anticorpo monoclonal
anti-histidina.

2.2 Purificacdo da proteina rOMLP81.:

O processo de purificacdo da proteina foi realizado utilizando cromatografia
liquida de afinidade em uma coluna de niquel (Cytiva), conforme descrito por Brenzolin
et al. (2009). Apos, foram realizadas as eluicbes em diferentes porcentagens de
imidazol, as aliquotas contendo as elui¢cbes da proteina foram analisadas através de
SDS-PAGE 12%. As fracBes que continham maior grau de pureza da proteina foram
submetidas ao processo de dialise em tampdo fosfato-salina (PBS) contendo
concentragbes decrescentes de ureia, posteriormente foram aliquotadas e
conservadas a -20 °C. A proteina foi quantificada utilizando o kit BCA™ Protein Assay
(Pierce).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressao da proteina rOMLP81 ocorreu de maneira satisfatéria na cepa de
expressdo E. coli Star, sendo confirmada pelo Western blot, através do qual foi
possivel identificar uma banda de 61,9 kDa, que corresponde ao tamanho esperado
da proteina na porcédo insoluvel do extrato (Figura 1). Nota-se que a proteina, no
entanto, comecou a ser expressa antes do processo de inducdo. Alguns métodos
podem auxiliar na diminuicdo deste problema, como o uso de temperaturas menores
durante a fase de cultivo, conforme mostrado por Francis & Page, 2010.
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Figura 1. Caracterizacdo da expressado da proteina rOMPL81 por Western blot. 1, amostra
ndo induzida; 2, amostra induzida; 3, fracdo solivel; 4, fragdo insoltvel; M, marcador de
peso molecular.

O processo de solubilizagdo em ureia para recuperacédo da proteina dos corpos
de incluséo, assim como a purificacdo, ocorreu de maneira igualmente eficiente. A
proteina recombinante foi recuperada com boa pureza (Figura 2) e rendimento de
21,756 mgl/L.
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Figura 2. Gradiente de eluicdo da proteina rOMPL81 purificada por cromatografia de
afinidade. Concentragdes de elution 10% (1), 15% (2), 20% (3) , 30% (4), 40% (5), 40% (6),
100%(7), 100% (8)

4. CONCLUSOES

Os processos de expressao e purificacdo da proteina rOMLP81, utilizando-se
do sistema heterdlogo de E. coli Star se mostraram eficazes, sendo obtida a proteina
com boa pureza e rendimento. Futuramente esta proteina podera ser utilizada em
formulacdes vacinais que visam combater a leptospirose em modelos experimentais.
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