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1 INTRODUCAO

A leptospirose, doenca causada por espiroquetas patogénicas do género
Leptospira, € uma zoonose mundialmente distribuida. Esta doenca representa um
grande problema do ponto de vista veterinario e de saude publica, causando perdas
produtivas e reprodutivas nos animais e complicacdes multissisttmicas em
humanos, tais como: ictericia, faléncia renal e hemorragia pulmonar (Adler e de la
Pena Moctezuma, 2010). A infec¢@o € contraida por contato direto ou indireto com a
urina de animais portadores, em geral roedores, via solo, gua ou alimentos
contaminados. A vacinacdo € a medida profilatica recomendada contra leptospirose,
porém, as bacterinas atualmente disponiveis induzem imunidade de curta duragéo e
sorovar-especffica, justificando os esforcos para o desenvolvimento de uma vacina
mutivalente, composta por antigenos conservados entre os mais de 250 sorovares
de Leptospira (Adler e de la Pena Moctezuma, 2010; Ko, 2009).

A proteina LigAni, que corresponde a seis dominios repetidos na regido
carboxi-terminal da proteina LigA, e a lipoproteina LipL32 sdo potenciais antigenos
vacinais. Ambas estdo presentes na membrana externa de leptospiras patogénicas e
ausentes nas espécies saprofitas, sdo reconhecidas pelo soro de pacientes
convalescentes diagnosticados com a doenca e capazes de ligar componentes da
matriz extracelular, como fibronectina, coladgeno e Ilaminina (Haake, 2000;
Paaniappan 2002; Adler e de la Pena Moctezuma, 2010).

A levedura Pichia pastoris oferece vantagens para expressdo de proteinas
heter6logas quando comparada a sistemas de expressdo em procariotos: alto
crescimento em meios de cultivo simples, capacidade de realizar modificacdes pos-
traducionais e de secretar as proteinas de forma solGvel no meio e presenca de um
forte promotor induzivel por metanol (Daly, 2005; Hartwig, 2010). O objetivo deste
trabalho foi avaliar o rendimento de trés diferentes métodos de purificacdo e
concentracdo das proteinas rLigAni e rLipL32 bem como determinar a antigenicidade
das mesmas.

2 METODOLOGIA

As proteinas LigAni e LipL32 de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni
foram expressas em P. pastoris cepa KM71H. A expresséo foi induzida a cada 24 h
com metanol 0,5%, durante 196 h. Amostras do pellet e do sobrenadante foram
coletadas para verificar o nivel de expressao através da técnica de Western blot
(WB), utilizando anticorpo policlonal anti-LigAni e monoclonal anti-LipL32. As
proteinas recombinantes foram submetidas a trés diferentes métodos de
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concentracdo e purificacdo. O primeiro método consistiu na precipitacdo das
proteinas com sulfato de aménio. Brevemente, uma solucéo de sulfato de aménio a
85% foi adicionada ao sobrenadante do cultivo a 4 °C, ajustando a concentracdo do
sal para 25, 35, 45, 60, 70 e 80%, a fim de determinar a melhor condicdo de
saturacao para precipitar as proteinas recombinantes. A amostra precipitada foi
centrifugada a 10000 x g por 15 mina 4 °C, e as proteinas precipitadas, eluidas em
10 mL de PBS, seguido de dialise contra 0 mesmo tampao por 48 h. O sobrenadante
resultante de cada centrifugacao foi submetido a proxima etapa de precipitacdo, com
uma concentracao mais elevada de sal. No segundo método, colunas Microcon YM-
30 Amicon Bioseparations (Millipore) com cutoff de 30 kDa foram utilizadas para
purificar e concentrar as proteinas recombinantes, segundo recomendagfes do
fabricante. O processo de liofilizacdo foi a terceira estratégia adotada para
concentrar as proteinas, no qual aliquotas do sobrenadante foram liofilizadas no
equipamento Micro Modulyo Edwards®, por 28 h e depois solubilizadas em PBS,
concentrando 10 vezes as proteinas. Os resultados obtidos foram analisados
através de SDS-PAGE 12% e WB, e o rendimento desses trés métodos foi
determinado através da quantificacdo das proteinas pelo kit BCA® Protein Assay
(PIERCE), conforme recomendacdes do fabricante.

A fim de confirmar a glicosilagdo das proteinas expressas em P. pastoris, 20
ug de rLigAni e rLipL32 purificadas foram submetidas as reagcdes de deglicosilacéo
utilizando as enzimas EndoH e PNGase F (New England BiolLabs). As proteinas
foram incubadas com 1 x Glycoprotein Reaction Buffer & 100 °C por 10 min, para
desnaturacado e, posteriormente, a 37 °C por 1 h, com 1 pl de Endo H ou PNGaseF.
O produto das reac0es foi visualizado através de SDS-PAGE 12% e WB.

A caracterizacdo antigénica das proteinas nas formas glicosilada e de-
glicosilada foi realizada por WB utilizando soro humano convalescente, obtido de
pacientes com leptospirose confirmada. O soro humano foi utilizado em uma diluicéo
1:300 em PBS e o anticorpo anti-lgG humano conjugado com peroxidase, em uma
diluicdo de 1:2000. Além disso, as proteinas também foram confrontadas com soro
hiperimune produzido em coelho contra L. interrogans sorovar Canicola cepa Tande.
O soro foi utilizado numa diluicdo em PBS de 1:500 e o anticorpo anti-lgG de coelho
conjugado com peroxidase foi utilizado na diluicdo de 1:3000.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ambas as proteinas foram expressas com sucesso nha levedura P. pastoris
na forma secretada, o que facilita as etapas de purificacdo e reduz os custos de
producéo destes antigenos em escala industrial.

Frente aos trés diferentes métodos de obtencdo das proteinas
recombinantes do sobrenadante do cultivo, o maior rendimento obtido foi através da
técnica de liofilizagdo, tanto para rLigAni quanto para rLipL32 (Tab. 1). Porém,
acredita-se que as amostras liofilizadas apresentem uma pureza inferior aquelas
submetidas ao método de ultrafiltragdo. O método de fracionamento com sulfato de
amoénio, com o qual se obteve o menor rendimento, mostrou que a proteina rLigAni
precipitou em concentracdes de 70% e 80% de sal, enquanto que a proteina rLipL32
precipitou igualmente em todas as concentracfes testadas (Fig. 1 A e B). Diante
disso, o método eleito como mais vantajoso foi o de ultrafiltragdo (Fig. 1C), mesmo
com o decréscimo no rendimento da proteina rLipL32, ja que a perda desta proteina
provavelmente ocorreu pelo fato do cutoff de 30 kDa das colunas utilizadas ser muito
préximo do peso molecular de LipL32 (32 kDa).
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Trabalhos anteriores reportam um rendimento de 6-10 mg.L™* para rLigAni
(Silva et al, 2007) e de 40 mg.L para LipL32 (Seixas et al, 2007), quando estas
proteinas sdo expressas em E. coli. Neste estudo, utilizando a levedura P. pastoris
como sistema de expressdo, foi obtido um rendimento que ultrapassa 250 mg.L?
para ambas as proteinas.

Tabela 1: Purificacdo e concentracdo das proteinas rLigAni e rLipL32 produzidas por Pichia pastoris
por trés diferentes métodos.

Sobrenadante Sulfato de  Ultrafiltracdo Liofilizacdo

amaonio
rLigAni Total de Proteina (mg.L ™) 276,2 67,7 183,2 289,5
Rendimento (%) 100 24,5 66,3 86,7
rLipL32  Total de Proteina (mg.L™) 285,2 70,2 106,3 224.5
Rendimento (%) 100 27,6 37,3 70,7
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Figura 1: WB das proteinas rLigAni (A) e rLipL32 (B) precipitadas com diferentes concentracdes de
sulfato de amdnio. rLigAni e rLipL32: proteinas expressas em E. coli utilizadas como controle positivo
da reagéo. (C) SDS-PAGE 12% com wlume equivalente (10 pL) de rLigAni e rLipL32 expressas em
E. coli (purificadas por cromatografia de afinidade em colunas Ni Sepharose HisTrap™) e P. pastoris
(sobrenadante concentrado por ultrafiltragcéo).
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Figura 2: Antigenicidade de rLigAni e rLipL32 em suas formas glicosiladas e néo-glicosiladas. A e C:
Soro hiperimune contra L. interrogans sorovar Canicola cepa Tande. Colunas 1-3: LigAni tratada com
PNGaseF, EndoH e néo tratada. Colunas 4-6: LipL32 tratada com PNGaseF, EndoH e nao tratada. B
e D: Pool de soros de pacientes com diagnéstico de leptospirose. Colunas 1 e 2: LipL32 e LigAni
secretadas por P. pastoris ndo tratadas com enzimas, respectivamente. Colunas 3-6: LipL32 e LigAni
tratadas com PNGaseF e EndoH, respectivamente. rLipL32 e rLigAni: proteinas recombinantes
expressas em E. coli utilizadas como controle positivo.

As reacdes de deglicosilacéo realizadas com as enzimas EndoH e PNGaseF
tiveram como resultado um decréscimo no peso molecular das proteinas quando
comparado com as proteinas ndo tratadas (Fig. 2). Dessa forma, foi confirmada a
adicdo de residuos de manose por P. pastoris, 0 que ocorreu em funcdo de LigAni
apresentar 7 sitios e LipL32, 1 sitio preferencial para N-glicosilacdo. As proteinas
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rLipL32 e rLigAni expressas em P. pastoris foram reconhecidas por ambos 0s soros
testados, tanto na forma glicosilada quanto na ndo glicosilada (Fig. 2), confirmando a
antigenicidade das mesmas.

4 CONCLUSOES

As estratégias utilizadas para a expressao de rLigAni e rLipL32 em P.
pastoris foram eficientes e o padrao de expressao observado indica a glicosilacéo
das proteinas, o que foi confirmado através de ensaios com as enzimas EndoH e
PNGaseF. Mesmo apés essas reacdes, ambas as proteinas foram reconhecidas
pelo soro humano e pelo soro animal testados, indicando a conservacao de epitopos
antigénicos e demonstrando sua potencial aplicagao vacinal.

Os meétodos de ultrafiltracdo e liofilizacdo destacaram-se em relacdo a
precipitacdo com sulfato de aménio. Além disso, o rendimento das proteinas rLigAni
e rLipL32 expressas em P. pastoris, foi superior a expressao em E. coli.

Como perspectiva futura pretende-se avaliar o potencial imunoprotetor das
proteinas produzidas em P. pastoris, através de ensaio desafio homoélogo e
heter6logo, com cepas patogénicas de Leptospira em modelo animal.
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