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1 INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose emergente de ocorréncia global causada por
espiroquetas patogénicas do género Leptospira. Em humanos, 5 a 15% dos casos
progridem para quadros graves, com letalidade acima de 50%. No Brasil, mais de
trés mil casos sdo registrados a cada ano e a taxa de letalidade é de
aproximadamente 11%. As vacinas disponiveis para prevencdo da leptospirose sédo
bacterinas, que possuem varias limitagdes. A principal € imunidade restrita apenas
aos sorovares que compdem a vacina. Diante disso, busca-se o desenvolvimento de
uma vacina que gere imunidade de longa duragdo, contra diferentes sorovares
patogénicos (Adler e de la Pena Moctezuma, 2010).

Os principais alvos para producéo de vacinas recombinantes sao proteinas de
membrana externa, expostas na superficie da célula, e que interagem com o
hospedeiro (Haake e Matsunaga, 2010). A lipoproteina leptospiral de 32 kDa,
LipL32, representa 75% do proteoma de membrana externa (Cullen, Cordwell et al.,
2002), sendo a proteina mais abundante de leptospiras (Malmstrom, Beck et al.,
2009). Esta proteina tem afinidade a diversos componentes da matriz extracelular do
hospedeiro (Hoke, Egan et al., 2008), é altamente conservada e ndo esta presente
em espécies saprofitas (Adler e de la Pena Moctezuma, 2010). LipL32 € expressa
durante a infeccdo em todas as espécies patogénicas de Leptospira (Adler e de la
Pena Moctezuma, 2010) e mais de 95% dos pacientes produzem anticorpos contra
esta proteina (Guerreiro, Croda et al., 2001).

Entre as possiveis abordagens para o desenvolvimento de uma vacina contra
leptospirose, a vacina de DNA apresenta algumas vantagens. E capaz de induzir
resposta imune especifica, predominantemente celular, sem o risco de causar a
doenca; sua obtencdo € rapida e de custo relativamente baixo; além da facil
administracdo no modelo animal (Wang, Jin et al., 2007). As vacinas recombinantes,
apesar de mais seguras do que as convencionais, s80 menos imunogénicas.
Adjuvantes sdo componentes capazes de aperfeicoar a eficiéncia destas vacinas. A
subunidade B da enterotoxina termolabil de Escherichia coli (LTB) € um potente
adjuvante imunolégico (da Hora, Conceicao et al., 2011). LTB estimula ampla e
duradoura resposta imune humoral e celular contra antigenos co-administrados ou
fusionados. O presente trabalho visou a obtencdo e caracterizacdo de uma vacina
contra a leptospirose utilizando uma estratégia inovadora, que combina a fusdo do
antigeno LipL32 ao adjuvante LTB, apresentados ao sistema imune na forma de
vacina de DNA.

2 MATERIAL E METODOS

A técnica de PCR foi utilizada para amplificacdo do gene Itb::lipL32 a partir do
vetor pAE-Itb::lipL32, previamente construido (Grassmann et al., 2008). O produto da
reacao foi visualizado através de eletroforese em gel de agarose 1%. O gene
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Itb::lipL32 purificado foi ligado ao vetor de expressdo em eucariotos pTargeT
(Promega) conforme recomendacgdes do fabricante. O vetor recombinante pTargeT-
Itb::lipL32 foi utilizado para transformar por choque térmico E. coli TOP10F. Apés a
transformacédo, as células foram cultivadas em meio LB so6lido com 100 mg/mL de
ampicilina a 37 °C overnight. Algumas coldénias foram selecionadas para triagem de
clones recombinantes por extracdo rapida de DNA com fenol-cloroférmico. O DNA
plasmideal foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1% e 0s possiveis
clones recombinantes foram selecionados e cultivados em LB liquido com ampicilina
a 37 °C overnight. Estas culturas foram submetidas a extracdo do DNA plasmideal
utilizando o kit comercial Plasmid Prep Mini Spin (GE Healthcare).

Os plasmideos purificados foram caracterizados por PCR, digestdo por
enzimas de restricdo e sequenciamento de DNA. A presenga do inserto foi avaliada
por PCR com os mesmos primers utilizados na amplificacao inicial. A orientacdo do
inserto no vetor foi analizada por reacdes de digestdo com as enzimas BamHI e
Kpnl. As reacBes de PCR e digestdo foram analisadas em eletroforese em gel de
agarose 1%. O padrdo de digestdo observado no gel foi comparado ao esperado
para plasmideos com inserto em sentido horario ou anti-horario. Os vetores
identificados na orientacdo correta (horario) foram submetidos ao sequenciamento
de DNA para confirmacdo da sequéncia. O sequenciamento foi realizado pelo
método automatizado de Sanger, no equipamento MegaBACE™ 500 (GE
Healthcare).

A expressdo de LTB::LipL32 foi avaliada em cultivo in vitro de células de
origem mamifera. A linhagem celular CHO-K1 foi cultivada sobre laminulas de
microscépio inseridas em placas de cultivo de seis cavidades. Apds atingir
confluéncia de 50%, as células foram transfectadas com 2 | g de pTargeT-Itb::lipL32
complexado a Nanofect (Qiagen). Apds 48 h de cultivo, a laminula com a cultura foi
submetida a imunoflorescéncia indireta para visualizacdo da expressdo de
LTB::LipL32. Para isso, as células foram tratadas com metanol por 5 min e
incubadas com anticorpos anti-LTB (1:100) ou anti-LipL32 (1:100), seguidos por
reacdes com anticorpos secundarios conjugados com isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (1:200). O DNA das células foi corado com Hoechst 33258. A leitura foi
realizada em microscopio de fluorescéncia em aumento de 400 vezes. Células
tratadas apenas com Nanofect foram utilizadas como controle negativo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

ApoOs a PCR e a eletroforese, foi observado no gel de agarose uma Unica
banda de 1080 pb, correspondente ao esperado para o gene ltb::lipL32 (dado nao
mostrado). Na PCR, ap0s a etapa de amplificacdo, a enzima Taq DNA polimerase
adiciona um nucleotideo adenina (A) ndo pareado a extremidade de cada fragmento.
O vetor pTargeT € linear e possui em cada extremidade um nucleotideo timina (T)
livre que é pareado ao A do inserto, permitindo a ligacdo de ambos. O produto da
ligacdo originou o vetor recombinante pTargeT-Itb:lipL32 (Figura 1A). Centenas de
colénias de E. coli cresceram apés transformacdo com este vetor e 41 foram
aleatoriamente selecionadas para triagem de recombinantes. Sete clones que
apresentaram migracdo de DNA plasmideal mais lenta na eletroforese foram
selecionados (resultados ndo mostrados). Estes vetores foram sujeitos aos ensaios
de caracterizacao.

Todos os sete vetores selecionados foram positivos no PCR (resultado nao
mostrado). Porém, apos digestdo, apenas dois (clones 8 e 30) apresentaram o
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padrdo de bandas de acordo com o esperado para 0s vetores recombinantes com
inserto no sentido horario (6066 pb e 684 pb quando digeridos por BamHI; 5970 pb e
780 pb quando digeridos por Kpnl). A figura 1B mostra o gel de agarose com os dois
vetores recombinantes digeridos pelas enzimas de restricdo. O sequenciamento de
DNA destes vetores confirmou a identidade da sequéncia de Itb:lipL32 presente
nestes dois vetores.
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Figura 1. Obtengc&o do vetor recombinante pTargeT-ltb::lipL32 para utilizagdo como vacina de DNA
contra leptospirose. A) Esquema da estrutura da molécula pTargeT-ltb::lipL32. B) Eletroforese em gel
de agarose 1% dos vetores oriundos dos clones recombinantes 8 e 30, digeridos com enzimas de
restricdo. M, Marcador 1kb Plus (Invitrogen); 1, vetor 8 néo digerido; 2, vetor 8 digerido por BamHlI; 3,
vetor 8 digerido por Kpnl; 4, vetor 30 né&o digerido; 5, vetor 30 digerido por BamHI; 6, vetor 30
digerido por Kpnl.

Os procedimentos para a transfeccdo da linhagem celular CHO-K1 com
pTargeT-Ithb::lipL32 oriundo dos clones 8 e 30 foram realizados com sucesso. O vetor
pTargeT possui um promotor de citomegalovirus que permite a expressao de
proteinas heterélogas em células de eucariotos. O resultado da imunofluorescéncia
indireta realizada com as células transfectadas com estes vetores (Figura 2) sugere
que a construcdo é funcional e a expressdo de LTB::LipL32 in vivo ocorreu conforme
previsto. Além disso, a reacdo com os anticorpos especificos para cada subunidade
da proteina (anti-LTB e anti-LipL32) sugere que, tanto o antigeno LipL32, quanto o
adjuvante LTB mantiveram epitopos antigénicos. Este resultado é importante, pois
assegura que o gene fusionado é expresso em células eucaribticas, e que 0
plasmideo construido pode ser testado como vacina de DNA. Espera-se que uma
resposta imune gerada contra LTB::LipL32 seja capaz de proteger individuos contra
infecao por leptospiras patogénicas.
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Figura 2. Imunofluorescéncia indireta em células CHO-K1 transfectadas com pTargeT-ltb::lipL32
clones 8 e 30, realizada com anticorpos anti-LTB (A, B e C) e anti-LipL32 (D, E e F). As imagens
superiores representam a fluorescéncia de FITC, correspondente a reagcdo com as proteinas
expressas, enquanto as imagens inferiores representam a fluorescéncia do Hoechst 33258,
correspondente a marcacdo do DNA. A e D: clone 8; B e E: clone 30; C e F: apenas Nanofect.
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4 CONCLUSAO

O vetor pTargeT-Itb::lipL32 €é funcional e capaz de gerar as proteinas LipL32 e
LTB em conformacdo reconhecida por anticorpos especificos contra estas
subunidades. Estudos subsequentes serdo executados com o objetivo de avaliar o
potencial imunoprotetor desta molécula como vacina de DNA contra leptospirose,
através do teste de desafio em modelo animal suscetivel.
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