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1 INTRODUCAO

A leptospirose é uma doenca emergente negligenciada especialmente
nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. E uma zoonose cosmopolita
causada por espiroquetas patogénicas do género Leptospira ssp. e encontrada mais
comumente em areas tropicais e sub-tropicais, onde as condigcbes ambientais e
sécio-econdmicas favorecem a sua transmissao (Adler e de la Pena Moctezuma,
2010). Tem sido identificada nos ultimos anos como um problema global de saude
publica, pois aumenta as taxas de mortalidade e de morbidade (Ganoza et al. 2010).

A transmissdo da leptospirose em humanos e animais domeésticos ocorre
incidentalmente pela exposicdo a agua ou solo contaminados pela urina de animais
infectados ou por contato direto com esses animais. Quando disseminada dentro do
hospedeiro a Leptospira patogénica pode causar desde sintomas como febre até
manifestacbes mais severas, podendo levar a morte (Ellis, 1994; Faine et al., 1999).

Devido as perdas econdmicas causadas pela doenca e 0s prejuizos em
termos de saulde publica se faz necessario 0 uso de vacinas em humanos e animais.
Deste modo, o desenvolvimento de novas estratégias para a prevencdo da
leptospirose é indispensavel. Atualmente, as vacinas disponiveis sdo constituidas de
células inteiras inativadas, chamadas bacterinas, ou preparados da membrana de
Leptospiras patogénicas, as quais induzem imunidade sorovar especifica e pouco
duradoura, além de reacdes adversas. Dessa forma ndo proporcionam protecao
cruzada contra os diferentes sorovares que podem causar a leptospirose (Faine et
al. 1999). Diante dessa limitagdo, o desenvolvimento de uma vacina multi-sorovar,
que gere protecdo cruzada contra os diferentes sorovares de Leptospira, ainda
representa um grande desafio (McBride et al., 2005). Entretanto, proteinas de
membrana externa sdo apontadas como potenciais alvos vacinais, devido a sua
localizacdo na superficie da célula e a sua participacdo na interacdo com o
hospedeiro (DELLAGOSTIN, et al., 2011).

O objetivo desse estudo foi realizar a clonagem dos genes, expressao e
purificacdo de duas novas proteinas de superficie de Leptospira patogénica,
LIC20087 e LIC11207. Estas proteinas serdo utilizadas no desenvolvimento de
vacinas recombinantes para o controle da leptospirose.

2 MATERIAL E METODOS

Andlise in silico do genoma de L. interrogans sorogrupo
Icterohaemorrhagie sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 foi realizada para
identificar genes alvos potenciais para desenvolvimento de vacinas de subunidade.
Primers foram desenhados utilizando o software Vector NTI 11 (Invitrogen). As
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sequéncias codificadoras selecionadas foram amplificadas por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) a partir do genoma de L. borgpetersenii virulenta do sorogrupo
Ballum cepa 4E (Diniz 2011) e ligados no vetor pAE de expressao em Escherichia
coli. O produto da ligacao foi utilizado para transformar E. coli TOP10 através de
eletroporacéo. Os clones recombinantes foram selecionados através de uma triagem
por extracdo rapida de DNA plasmideal com fenol-cloroférmio e confirmados por
digestdo com enzimas de restricao.

Os vetores recombinantes purificados foram utilizados para transformar a
cepa de expressdo E. coli (DE3) Star. Ap6s a transformacgdo, as células foram
cultivadas em meio LB com 100 pg/mL de ampicilina a 37 °C. Logo que crescida até
a fase exponencial a expressao foi induzida por IPTG. A solubilizacdo das proteinas
foi realizada com tampdo de purificagdo contendo 8M de ureia e as proteinas
recombinantes foram purificadas por cromatografia de afinidade ao Ni* no sistema
automatizado AKTAprime. As proteinas purificadas foram visualizadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) e por
western blot (WB) com anticorpo anti-6xHis.

Finalmente, a presenca destes genes em diferentes sorovares de
leptospiras patogénicas foi avalidada por PCR com os mesmos primers utilizados
para a clonagem. Foram utilizados como DNA molde para PCR o DNA gendmico
das seguintes espécies e sorovares: L. interrogans sorovares Pomona, Canicola,
Icterohaemorrhagiae, Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Djasiman, Hebdomadis e
Muenchen; L. borgpetersenii sorovares Ballum, Castellonis, Mini, Poi, Sejroe e
Javanica; L. kirshneri sorovares Grippotyphosa and Cynopteri e L. santarosai
sorogrupo Pomona.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dois genes foram identificados e selecionados para expressdao de
proteinas recombinantes em sistema de expressao heteréloga em E. coli os lic11207
e 1ic20087. O primeiro codifica para uma lipoproteina e o segundo codifica para uma
proteina de membrana externa. O processo de clonagem resultou nos vetores
recombinantes pAE/lic2008 e pAE/lic11207 (Fig. 1A). A caracterizacdo dos vetores
pela digestdo pela enzima de restricdo Xbal resultou em um padrédo de
fragmentacdo condizente ao esperado: 2814pb e 1005pb para pAE/lic11207 e
3219pb e 432pb para pAE/lic2008 (Fig. 1B).
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Figura 1. Obtencéo dos vetores recombinantes pAE/lic20087 e pAE/lic11207. A) Mapa esquematico
dos vetores recombinantes obtidos no software Vector NTI 11. B) Caracterizagdo dos vetores
recombinantes pela digestdo com a enzima de restricdo Xbal. Legenda: 1, marcador de peso
molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); 2 e 3, clones de pAE/lic11207; 4 e 6, clones de
pAE/lic20087.

As proteinas foram eficientemente expressas em E. coli Star e purificadas.
O WB realizado com anticorpo anti-6xHis identificou as proteinas recombinantes
purificadas no tamanho esperado, 33.75 kDa para rLIC20087 e 37.35 kDa para
rLIC11207 (Fig. 2). A purificacdo resultou em aliquotas de proteinas em alto grau de
pureza, com um rendimento de aproximadamente 10 mg.mL™ de cultura para cada
proteina.

Figura 2. Western blot mostrando as proteinas recombinantes rLIC20087 e rLIC11207. Legenda: 1,
rLIC11207; 2- rLIC20087; 3, marcador de peso molecular pré-corado Full Range Rainbow Marker (GE
Healthcare); 4, extrato total de E. coli Star (controle negativo); 5, rLipL32 (controle positivo).

Ambos os genes foram amplificados a partir de todos os genomas de
leptospiras patogénicas testados (dados ndo mostrados). Este resultado fornece
evidéncias de que LIC11207 e LIC20087 sao proteinas conservadas em um grande
namero de sorovares patogénicos e uma vacina constituida por estas proteinas tém
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potencial para o desenvolvimento de uma vacina de amplo espectro contra a
leptospirose.

4 CONCLUSAO

As proteinas rLIC20087 e rLIC11207 sdo antigenos potenciais para a
producdo de uma vacina com protecao cruzada contra leptospirose. A expressao em
sistema E. coli de expressdo heter6loga e a purificacdo por cromatografia de
afinidade foram eficientes para a obtencdo destas proteinas. Futuros experimentos
envolvem a avaliacdo do carater imunoprotetor dessas proteinas no modelo animal
hamster, através de desafios homologo e heterélogo.
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