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RESUMO

Grassmann, André Alex. Vacina Recombinante contra Leptospirose:
construcdo, expressao e caracterizacao de rLTBLipL32. 2008. 46f. Monografia
(Graduacdo) — Bacharelado em Ciéncias Biolbégicas. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

A leptospirose, doenca causada por espiroquetas patogénicas do género Leptospira, €
a mais difundida zoonose do mundo. Estima-se a ocorréncia de cerca de 500.000
casos de leptospirose em todo o mundo, anualmente. Em 5 a 15% das infeccoes
clinicas a doenca progride para a forma grave, com taxas de letalidade entre 5 e
40%. As vacinas comerciais disponiveis — bacterinas — estimulam imunidade restrita
a poucos sorovares. Devido ao grande numero de sorovares patogénicos € desejavel
o desenvolvimento de uma vacina de amplo espectro contra a leptospirose. A LipL32
€ a principal proteina de membrana externa, e é conservada entre as leptospiras
patogénicas e ausente nas nao-patogénicas, sendo um candidato promissor ao
desenvolvimento de wuma vacina recombinante de subunidade. Vacinas
recombinantes dependem de adjuvantes imunolégicos para potencializar sua
imunogenicidade. A subunidade B da enterotoxina termolabil de Escherichia coli (LTB)
€ um forte adjuvante imunolégico e estimula uma ampla e duradoura resposta
sisttmica com secrecdo de anticorpos contra antigenos co-administrados ou
fusionados. O objetivo deste trabalho foi construir, expressar e caracterizar uma
quimera recombinante composta pela fusdéo da LTB com LipL32, visando o
desenvolvimento de vacina contra leptospirose. O gene lipL32 foi amplificado por
PCR e inserido no vetor de expressdo em E. coli pAE-Itb, originando o vetor pAE-
ltblipL32. O vetor recombinante foi inserido na cepa de expresséo E. coli BL21 Star™
(DE3). Quando a cultura atingiu a fase log, a expressao da quimera foi induzida com
IPTG. A proteina foi lavada com PBS-Triton X-100, solubilizada com N-Lauroyl-
Sarcosine e dialisada. A quimera purificada foi avaliada em SDS-PAGE e Western
blot (WB) com soro policlonal de coelho anti-LTB, anticorpo policlonal (MAb) anti-
LipL32 e MAb anti-6xhis. A quimera rLTBLipL32 foi eficientemente construida e
expressa em E. coli, apresentando aproximadamente 41 kDa. No WB, todos os soros
reconheceram a quimera, sugerindo que a fusdo nao alterou significativamente a
conformacéo das proteinas. A imunogenicidade da quimera ser& avaliada em modelo
animal, assim como o seu potencial protetor através de desafio com uma cepa
patogénica de Leptospira.

Palavras chave: Leptospirose. Vacina recombinante de subunidade. LTB. LipL32.
LTBLipL32.



ABSTRACT

Grassmann, André Alex. Vacina Recombinante contra Leptospirose:
construcdo, expressdo e caracterizacdo de rLTBLipL32. 2008. 46f. Monografia
(Graduacédo) — Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

Leptospirosis, a disease caused by pathogenic spirochetes of the genus Leptospira,
is the most widespread zoonosis in the world. It is estimated that 500,000 cases of severe
leptospirosis occur annually. Five to fifteen percent of all clinical cases evolve to the
severe form of the disease, with death occurring in 5 to 40% of the severe cases.
Commercially available vaccines - whole cell bacterins - stimulate immunity restricted to a
few serovars. Thus, the development of large spectrum vaccines against leptospirosis is
desired. LipL32 is the major outer membrane protein in leptospiras and it is conserved
among pathogenic and absent in non-patogenic leptospiras, making it a promising
candidate for subunit vaccine development. Recombinant vaccines depend on
immunological adjuvants to increase their immunogenicity. The B subunit of Escherichia coli
heat-labile enterotoxin (LTB) is a strong immunological adjuvant and stimulates a broad
and lasting systemic immune response with antibody secretion against co-administrated
or coupled antigens. The aim of this work was to construct, express and characterize a
recombinant chimera composed by the fusion of LTB and LipL32 proteins, to be tested as
a vaccine candidate against leptospirosis. The lipL32 gene was amplified by PCR and
inserted on the E. coli expression vector pAE-ltb, resulting in pAE-ItblipL32. This
recombinant vector was introduced in the E. coli BL21 Star™ (DE3) expression strain.
When the culture reached the log phase, recombinant chimera expression was induced
with IPTG. The protein was washed with PBS-Triton X-100, solubilized with N-Lauroyl-
Sarcosine and dialyzed. The purified chimera was evaluated by SDS-PAGE and Western
blot (WB). WB analysis was carried out, with rabbit policlonal serum anti-LTB, monoclonal
antibody (MADb) anti-LipL32 and MADb anti-6xhis. The rLTBLipL32 was efficiently
constructed and expressed in E. coli, showing about 41 kDa. In WB, all the serum
recognized the chimera, suggesting that the fusion did not significantly alter the original
protein conformation. The immunogenicity of the chimera will be evaluated in animal
models revealing its protective potential, through challenge with a pathogenic strain of
Leptospira.

Key words: Leptospirosis. Subunit recombinant vaccine. LTB. LipL32. LTBLipL32.
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1 INTRODUCAO

Este Trabalho de Conclusdo de Curso de Graduacdo em Ciéncias
Biolégicas-Bacharelado esta apresentado na forma de um artigo cientifico,
proporcionando uma divulgacao objetiva e rapida dos resultados obtidos. O artigo
trata da construcdo, expressdo e caracterizagcdo antigénica de uma quimera
recombinante composta pela subunidade B da enterotoxina termolabil de Escherichia
coli (LTB) e da lipoproteina de membrana externa de leptospiras patogénicas
(LipL32). Pretende-se, futuramente, submeter este artigo a um periédico da area de
microbiologia/vacinologia. A monografia de conclusdo de curso apresenta
inicialmente uma revisdo que aborda os principais aspectos da leptospirose,

contextualizando o artigo cientifico.

1.1 Revisao

1.1.1 Microbiologia

O género Leptospira pertence a ordem Spirochaetales, e a familia
Leptospiraceae que ainda inclui o género Leptonema. Atualmente o género Leptospira
esta dividido em 18 espécies, sendo 9 patogénicas, incluindo Leptospira interrogans.
Cerca de 260 sorovares e 29 sorogrupos ja foram descritos (FAINE et al., 1999;
BARTHI et al., 2003).

As leptospiras sdo bactérias com motilidade, aerdbios obrigatorios, fnas e
com dobramento em espiral, medindo cerca de 0,25um x 6-25um em tamanho, com
diametro de 0,45pum. Possuem dois filamentos axiais (flagelos periplasméticos) com
insercdo polar, alocados no espaco periplasméatico. (HAAKE, 2000a; FAINE et al.,
1999). O genoma das leptospiras € composto por dois cromossomos circulares, um
com 4279kb e outro, menor, com 350kb e ndo ha registros de plasmideos (REN et
al., 2003; NASCIMENTO et al., 2004a; NASCIMENTO et al., 2004b; PICARDEAU et
al., 2008).

A leptospira apresenta uma estrutura de dupla membrana, na qual a
membrana citoplasmatica e a parede celular de peptidoglicano estdo muito
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associadas, revestidas por uma membrana externa contendo lipopolissacarideo
(LPS) e vérias lipoproteinas (proteinas de membrana externa). A diversidade de
sorovares de leptospiras resulta da heterogeneidade estrutural dos carboidratos
componentes do LPS (ZUERNER et al., 2000; LEVETT, 2001; McBRIDE et al.,
2005).

Através de técnicas especificas, foram identificadas diversas proteinas
expostas na superficie, como a porina OMPL1, LipL45, LipL41, LipL32, LipL21 e
LipL48. As proteinas LipL32 e LipL21 sdo expressas em todas as leptospiras
patogénicas (HAAKE, 2000a, 2000b, HAAKE; MATSUNAGA, 2002; CULLEN et al,
2002, 2005). As proteinas Lig (Leptospiral imunoglobulin-like proteins), que possuem
repetidos dominios semelhantes aos encontrados em outros microrganismos, sao
considerados fatores de viruléncia e estdo presentes na superficie de leptospiras
patogénicas e ausentes em saprofitas (KOIZUMI; WATANABE, 2004; McBRIDE et
al., 2005). Ristow et al. (2007) identificou o primeiro fator de viruléncia em leptospira
patogénica, a proteina de superficie de membrana chamada Loa22 é expressa na
superficie de leptospira, e provavelmente esta envolvida na patogénese da

leptospirose.

1.1.2 Patogénese

A infeccdo em humanos resulta do contato direto ou indireto com a urina de
animais infectados, através de agua, solo ou alimentos contaminados. A leptospira
pode penetrar no organismo através da pele integra (quando imersa em agua) ou
lesada, e através das mucosas (LEVETT, 2001; BARTHI et al., 2003; BHARADWAJ
et al., 2004).

Apbs superar mecanismos de defesa ndo-especificos, as leptospiras se
multiplicam no sangue, na linfa, no fluido cérebro espinhal e em todos os tecidos,
constituindo a fase aguda da doenca que cursa com leptospiremia (FAINE et al.,
1999). Na lesdo primaria as leptospiras danificam pequenos vasos sanguineos,
ocorrendo o rompimento dos capilares e migracdo das bactérias para 0os espacos
extravasculares. As lesdes preliminares sdo atribuidas a acdo mecéanica dos
microrganismos dentro da parede dos vasos sanguineos e sdo seguidas por
hemorragias (BAROCCHI et al., 2002).
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Quanto aos mecanismos especificos de patogénese, a motilidade, a
habilidade de se locomover em meio viscoso, parece ter um papel importante, pois
esta envolvida no processo de infeccgéo inicial e disseminagdo do organismo a partir
de seu sitio de entrada até os 6rgéaos finais, como figado, rins, pulméo e cérebro
(BHARTI et al., 2003).

A leptospirose é mantida pela persistente colonizacao de tubulos renais
proximais, portanto os animais infectados podem permanecer assintomaticos e
albergar a Leptospira por tempo indefinido. Os humanos ndo sao importantes
transmissores, embora raramente possam excretar leptospiras na urina (LEVETT,
2001).

Em relagdo a imunidade do hospedeiro, estdo envolvidas a humoral com
producdo de anticorpos, principalmente anti-lipopolissacarideos, e a participacédo da
imunidade mediada por células (DORIGATTI et al., 2005). Apesar de a imunidade
celular ser direcionada principalmente contra patdégenos intracelulares, muitos
estudos demonstraram este tipo de resposta contra Leptospira, um organismo
extracelular. Acredita-se no envolvimento de respostas Thl, caracterizadas por
producdo de IFN-? por células CD4+ e ?2dT (NAIMAN et al., 2001; BALDWIN et al.,
2002; KLIMPEL et al., 2003). A producéo de interleucinas (principalmente IL-6) e
fator de necrose tumoral ja tiveram sua participacao relacionada na resposta imune
celular contra leptospiras (DORIGATTI et al., 2005).

Elevados graus de leptospiremia na fase aguda, podem acarretar titulos de
aglutinacdo moderados, sugerindo o envolvido da resposta celular na patogénese.
(TRUCCOLO et al., 2001).

1.1.3 Manifestacdes clinicas

A infeccdo produz um grande espectro de manifestacdes clinicas. A fase
inicial da doenca, forma anictérica, € caracterizada por febre, calafrios, dor de
cabeca e severas mialgias. Em 5 a 15 % das infecc¢des clinicas a doenga progride
para severas complicacbes multissistémicas, tais como ictericia, falha renal e
manifestacdes hemorragicas, com taxas de mortalidade entre 5 e 40 % (FAINE et al.,
1999; MAROTTO et al.,, 1999; LEVETT, 2001; BARTHI et al.,, 2003; RICALDI,
VINETZ, 2006).
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A apresentacgdo clinica da forma anictérica é bifasica, com fase aguda ou
séptica permanecendo em média 7 dias e ap0s este periodo é acompanhada da fase
imune, caracterizada pela producédo de anticorpos e o aparecimento de leptospiras
na urina. A maioria das complicacdes ocorre na fase imune da doenca, associada a
localizacdo das leptospiras nos tecidos (FAINE et al., 1999; RICALDI; VINETZ,
2006).

Originalmente descrita pelo alemdo Adolf Weil, em 1886, a triade febre,
ictericia e esplenomegalia causada por leptospira € chamada de Doenca de Welil.
Porém, o termo doenca de Weil descrito usualmente se refere a ictericia,
insuficiéncia renal e hemorragia (mais comum pulmonar). Além destes sintomas, a
doenca de Weil pode estar acompanhada de miocardite e choque (BARTHI et al.,
2003; SEGURA et al., 2005; SPICHLER et al., 2005). De uma forma geral, os sinais
e sintomas mais comuns da leptospirose incluem febre, calafrios, mialgia
(principalmente em regido lombar e panturrilhas) sufusdo conjuntival, anorexia,
vomitos e prostracao (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001).

1.1.4 Epidemiologia

A epidemiologia da doenca esta associada ao contato humano com roedores
infectados, geralmente em instalacdes rurais ou em centros urbanos pobres e
superpovoados. Em paises desenvolvidos, a leptospirose esta associada com
atividades recreativas, enquanto que em paises em desenvolvimento as estacdes
chuvosas e enchentes, associadas ao precario saneamento, provocam epidemias
com mortalidade em grandes centros urbanos (LEVETT, 2001; BARTHI et al., 2003;
RICALDI; VINETZ, 2006). A leptospirose é mais incidente em locais de clima tropical
ou subtropical, devido ao aumento da sobrevida das leptospiras em ambientes de
clima quente e umido (VINETZ, 2001; BARTHI et al., 2003).

Grandes surtos de leptospirose ocorreram durante a Ultima década na
Nicaragua, India e Brasil, sendo reconhecida como uma importante doenca
infecciosa emergente ou reemergente (TREVEJO et al.,, 1995; KO et al.,, 1999;
BHARADWAJ et al., 2002, 2004). Devido ao grande espectro de espécies animais
gue servem como reservatério, a leptospirose € considerada a doenca zoonética
mais generalizada (HARTSKEERL, 2006).
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Estima-se a ocorréncia de cerca de 500.000 casos de leptospirose severa
por ano, em todo o mundo (HARTSKEERL, 2006). Porém acredita-se que estes
nameros estejam fortemente subestimados, uma vez que a vigilancia sanitaria e a
notificacdo de leptospirose ndo sado satisfatorias nos paises onde as condi¢cdes
climaticas, ecolégicas e sécio-culturais sao favoraveis as altas incidéncias da
doenca. Assim, leptospirose é uma doenca grosseiramente negligenciada (HOTEZ et
al., 2008). A dificuldade de diagnéstico contribui para este quadro, uma vez que a
leptospirose possui uma grande variedade de manifestacfes clinicas e é facilmente
confundida com outras doencas infecciosas que apresentam sindromes febris
indiferenciadas, tais como a maléria, dengue, influenza, febres virais hemorragicas
(VINETZ, 2001; HARTSKEERL, 2006).

1.1.5 Controle e tratamento

Poucas sédo as medidas profilaticas tomadas para evitar a disseminacao da
leptospirose. O controle depende principalmente de medidas higiénico-sanitarias
basicas, como a reducdo das populacdes de animais carreadores de leptospiras
(principalmente roedores domiciliares), limpeza e desinfeccdo de residéncias, além
de quintais e locais de trabalho, e a drenagem de colecdes de agua (McBRIDE et al.,
2005; HOUPIKIAN et al., 2002).

Durante a infeccdo, o tratamento contra a leptospirose se da pela
administracdo de antibidticos e, em seres humanos, estd restrito a penicilina,
ampicilina, amoxicilina, oxitetraciclina e doxiciclina. O efeito dos antibi6ticos é mais
evidente na supressao da leptospirdria e a antibioticoterapia com penicilina e
doxiciclina, reduz a duracdo e a gravidade dos sintomas, mas a sua influéncia na
mortalidade é controversa (LEVETT, 2001).

1.1.6 Vacinas contra a leptospirose
Os prejuizos econdbmicos e a saude publica causados pela leptospirose

justificam o uso de vacinas contra leptospira em populagbes animais e humanas.

Apesar dos esfor¢cos de muitos grupos de pesquisa em todo o mundo, atualmente
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ndo ha vacinas para uma eficiente prevencdo de leptospirose em humanos
(McBRIDE et al., 2005; KOIZUMI; WATANABE, 2005; THONGBOONKERD, 2008).

As vacinas atualmente disponiveis sdo bacterinas (célula inteira morta) e
direcionam a resposta imune principalmente contra o LPS. Estas bacterinas nao
fornecem protecdo cruzada contra os diferentes sorovares de leptospiras
patogénicas (McBRIDE et al., 2005; KOIZUMI; WATANABE, 2005; PETERSEN et
al.,, 2001; BHARTI et al., 2003; GAMBERINI et al., 2005). Desta forma, o
desenvolvimento de uma vacina eficiente contra leptospirose, com imunoprotecao
cruzada contra diferentes sorovares, permanece um desafio, e por isso, 0os esforcos
para o desenvolvimento de vacinas recombinantes contra leptospirose estédo focadas
em proteinas de membrana externa (BRANGER et al., 2001; CULLEN et al., 2005;
HAAKE et al., 1999; HAAKE et al., 2000b; MATSUNAGA et al., 2002
PALANIAPPAN et al., 2002).

A imunizagdo com OMPL1 e LipL41 recombinantes forneceram protegéo
sinergética contra o desafio letal em hamsters. Porém, nenhuma protecdo foi
observada quando estas foram administradas individualmente (HAAKE et al., 1999).
Mais recentemente, formas recombinantes de outras provaveis proteinas de
membrana externa de leptospiras, tais como Lp1454, Lp1118 e Mcell, mostraram-se
imunoprotetoras, individualmente e sinergeticamente, contra a infeccdo em hamsters
(CHANG et al., 2007) .

Nos ultimos anos, surgiram fortes evidencias de que as proteinas LigA e
LigB seriam fortes candidatos a vacina contra a leptospirose, pois em estudos
realizados em modelos de hamsters, estas proteinas forneceram imunoprotecdo
(KOIZUMI; WATANABE, 2004; PALANIAPPAN et al.,, 2006; SILVA et al., 2007).
Porém, a importancia de LigB para a patogenicidade de leptospira foi questionada
em um estudo recente (CRODA et al., 2008), onde o gene ligB foi deletado do
genoma de uma cepa patogénica de leptospira, e esta conservou suas
caracteristicas letais.

1.1.7 LipL32
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A lipoproteina de membrana externa LipL32 (também chamada de
hemolysis-associated protein 1, Hapl), que possui um papel importante na infeccéo
leptospiral, € o mais promissor candidato para uma vacina recombinante de
subunidade contra leptospirose. O interesse em LipL32 como uma vacina deriva do
achado que proteinas do extrato bruto de leptospiras, com tamanho em torno de 31-
34kDa, proporcionam protegao cruzada em gerbils (SONRIER et al., 2000). Segundo
analises do perfil protéico, LipL32 € a proteina mais abundante da membrana
externa de Leptospira (ZUERNER et al., 1991; HAAKE et al., 2000a). Além disso, a
sequéncia de nucleotideos que codifica LipL32, assim como sua expressdo €
altamente conservada entre leptospiras patogénicas e ausente na membrana
externa de nado-patogénicas (HAAKE et al., 2000b). A LipL32 demonstrou-se com
expressdo aumentada quando comparado tecido hepético de cobaia com infeccdo
aguda e leptospira cultivada “in vitro”, indicando que pode haver influéncia na
patogénese da doenca (NALLY et al., 2007).

A chave para a antigenicidade de LipL32 esta no seu alto nivel de expressao
em leptospiras patogénicas e nas modificacbes lipidicas no aminoacido terminal
cisteina (HAAKE et al., 2000a). Como outras lipoproteinas bacterianas, LipL32 é um
estimulador potente da imunidade inata por CD14 e TLR2 (WERTS et al.,, 2001).
LipL32 é expressa durante a infeccdo no hospedeiro sendo altamente antigénica
(HAAKE et al., 2000b). Mais de 95 % dos pacientes com leptospirose produzem
anticorpos contra LipL32 durante a infeccdo (GUERREIRO et al., 2001). Andlises
imunohistoquimicas de rins de hamsters infectados com Leptospira kirschneri
demonstraram intensa reatividade com anticorpos anti-LipL32 (BARNETT et al.,
1999). Por estes motivos, LipL32 foi alvo de diversos estudos para o
desenvolvimento de testes diagnésticos rapidos e eficientes (FERNANDES et al.,
2006; FLANNERY et al., 2001; DEY et al., 2004; TAHILIANI et al., 2005; BOONYOD
et al., 2005).

A vacinacdo com LipL32 mediada por adenovirus ou vacina de DNA induziu
producdo de anticorpos, com imunidade e protecdo-cruzada parcial, porém néo
houve protecdo quando apresentada como proteina recombinante (BRANGER et al.,
2001, 2005). Camundongos vacinados com LipL32 recombinante, BCG
recombinante (rBCG) expressando LipL32 e vacina de DNA (codificando o gene
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lipl32) induziram resposta imune especifica, através da producdo de anticorpos anti-
LipL32, que por sua vez reconheceram a proteina nativa, na parede de leptospira, e
inibiram seu crescimento in vitro (SEIXAS et al., 2007a). Em um experimento
realizado em hamsters, rBCG expressando LipL32 conferiu imunidade protetora
frente ao desafio com cepa patogénica de leptospira. Além disso, os animais
sobreviventes ndo apresentaram nenhum sinal clinico ou histopatolégico da doenca

e a tentativa de isolamento de leptospira de rins foi negativa (SEIXAS et al., 2007b).

1.1.8LTB

As vacinas de subunidade sdo construidas de forma a incluir apenas os
antigenos requeridos para a imunizagao protetora, sendo considerados mais seguros
gue vacinas vivas atenuadas ou bacterinas (BURNETTE, 1991). Porém, a pureza
destes antigenos de subunidade e a auséncia de componentes imunomodulatorios e
auto-adjuvantes, associados com as vacinas atenuadas e bacterinas, normalmente
resultam numa imunogenicidade mais fraca. Formulacdo de antigenos vacinais com
potentes adjuvantes imunoldgicos é uma estratégia para aumentar a performance de
vacinas de subunidade (GUPTA et al., 1993).

Produtos microbianos foram avaliados como moduladores para ativar a
imunidade adaptativa, dentre eles, uma nova classe de imunoadjuvantes vem
ganhando destaque na produgdo de vacinas recombinantes de subunidade. Esta
classe é representada pelas enterotoxinas termolabeis de Vibrio cholerae (CT) e
Escherichia coli (LT), que exibem mais de 80 % de identidade (SIMMONS et al.,
2001a). A toxina LT é formada por uma Unica molécula de subunidade A (LTA), de
27kDa, com atividade ADP ribosiltransferase, ligada a um pentamero de subunidade
B (LTB), com 11,6 kDa cada, altamente estavel, com funcdo de ligacdo ao receptor
gangliosideo GM1, de células de mamiferos. A ligacdo de LTB com o gangliosideo
GM1 permite que a subunidade A (toxica) entre na célula (SIXMA; et al., 1991;
SPANGLER, 1992).

O uso de LT como adjuvante ndo é recomendado, em funcéo da toxicidade
da subunidade A, ja a subunidade B, por ndo apresentar esta toxicidade, pode ser
utilizada como adjuvante (DE HAAN et al.,, 1998). Um estudo com CTB e LTB
recombinante demonstrou o potencial imunomodulador destas proteinas, e LTB
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apresentou efeito adjuvante de mucosa mais potente que CTB (MILLAR et al., 2001).
A ligacdo de LTB ao gangliosideo GM1 é necesséria, porém nao suficiente, para a
funcdo adjuvante da LTB (DE HAAN et al., 1998; NASHAR et al., 1996a).

As subunidades at6xicas CTB e LTB sao potentes adjuvantes de mucosa e
estimulam uma forte resposta sistémica e secretdria de anticorpos (IgAs) contra
antigenos coadministrados ou acoplados (VERWEIJ et al., 1998). Diversos antigenos
podem ser conjugados a LTB através de fusdo genética (produzindo quimeras
protéicas) ou por conjugac¢do quimica. LTB recombinante (rLTB), fusionada com
antigenos recombinantes, representa uma nova alternativa no desenvolvimento de
vacinas contra patégenos que invadem o hospedeiro através das mucosas
(SCHODER; WILL, 1989; GREEN et al., 1996; DE HAAN et al., 1998; WELTZIN et
al., 2000; RICHARDS et al., 2001; FINGERUT et al., 2006; PITCOVSKI et al., 2006).

Em um experimento realizado com camundongos a LTB apresentou
atividade adjuvante para as glicoproteinas de herpes virus do tipo 1, induzindo um
alto grau de protecdo contra infeccao ocular com o virus vivo (RICHARDS et al.,
2001). Em outro estudo, LTB foi coadministrada, como adjuvante de mucosa, com o
antigeno urease de Helicobacter pylori, para induzir imunidade protetora contra infeccao
in vitro de camundongos com Helicobacter felis € Helicobacter pylori (WELTZIN et al.,
2000).

Estudos tém apontado a LTB como um adjuvante completo, capaz de induzir
resposta imune celular, incluindo células T citotoxicas (SIMMONS et al., 2001b) e
humoral, estimulando resposta sistémica e secretodria de anticorpos contra antigenos
co-administrados ou fusionados (GREEN et al, 1996; VERWEIJ et al.,, 1998;
WELTZIN et al, 2000; FINGERUT et al, 2006; CONCEICAO et al., 2006;
PITCOVSKI et al., 2006; da SILVA RAMOS ROCHA et al., 2008).

Em geral, o processamento de antigenos exdgenos induz a apresentacao
dos peptideos por MHC classe Il (HARDING et al., 1996), porém, a LTB mostra-se
capaz de dirigir a apresentacdo destes antigenos para a rota de antigenos
enddgenos, ou seja, através da via de apresentacdo MHC classe |, podendo ser
reconhecidas por células T citotéxicas (DE HAAN et al., 2002). A LTB também ativa
a diferenciacdo seletiva de linfécitos (WILLIAMS et al.,, 2000), influencia na
maturacao e ativacao de células dendriticas (PETROVSKA et al., 2003; PITCOVSKI
et al.,, 2006) e aumenta a apresentacao de antigenos via MHC Il (NASHAR et al.,



20

2001; BONE et al., 2002). Acredita-se que estas sejam as bases de seu efeito
imunoestimulatorio (FINGERUT et al., 2006).

A imunogenicidade de uma vacina recombinante de subunidade contendo
LTB fusionada a R1 (rLTBR1), um antigeno de Mycoplasma hyopneumoniae, foi avaliada
em camundongos. LTB potencializou a resposta imune tanto humoral quanto celular,
com grande producdo sistémica de anticorpos anti-R1 (CONCEICAO et al., 2006).
Em um estudo mais recente, LTBR1 administrada através de vacinacdo com rBCG
expressando esta quimera, estimulou altos indices de IgA contra o antigeno
micoplasmal e induziu resposta imune do tipo celular, comprovando o efeito
imunomodulador de LTB (da SILVA RAMOS ROCHA et al., 2008).

Testes realizados em voluntarios humanos comprovaram a seguranca do
uso de LTB utilizando as vias transcutanea, nasal e oral (HASHIGUCCI et al., 1996;
KOTLOFF et al., 2001; HAGIWAR et al., 2001; GUERENA-BURGUENO et al., 2002).

1.2 Objetivo

1.2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi a obtencdo de um antigeno vacinal eficaz
contra a leptospirose, utilizando a LTB como adjuvante imunolégico.

1.2.2 Objetivos especificos

- Realizar a fusdo dos genes lipL32 e Itb e a clonagem no vetor pAE de
expressao em E. coli;

- Obter de clones recombinantes da cepa E. coli TOP10 transformada com
PAE-ItblipL32;

- Realizar a expressdo heteréloga de rLTBLipL32 em E. coli BL21 Star™
(DE3) e purificar a quimera recombinante;

- Caracterizar, mediante Western blot com anticorpos especificos, as
subunidades LTB e LipL32;
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2.1 Resumo

A leptospirose € uma zoonose de importancia global causada por
espiroquetas patogénicas do género Leptospira. Devido ao grande numero de
sorovares patogénicos € desejavel o desenvolvimento de uma vacina de amplo
espectro contra a leptospirose. A LipL32 é a principal proteina de membrana externa,
sendo conservada entre as leptospiras patogénicas e ausente nas nao-patogénicas.
Neste trabalho construimos uma quimera recombinante composta pela LipL32
fusionada a subunidade B da enterotoxina termolabil de Escherichia coli (LTB), um
potente adjuvante molecular que estimula uma forte resposta imune contra antigenos
coadministrados ou fusionados. O gene lipL32 foi amplificado por PCR e inserido no
vetor de expressdo pAE-ltb, originando o vetor pAE-ItblipL32. A proteina
recombinante rLTBLipL32 foi expressa em E. coli BL21 Star™ (DE3), purificada e
analisada em Western blot (WB) com soro policlonal de coelho anti-LTB, anticorpo
monoclonal (MAb) anti-LipL32 e MAb anti-6xhis. A quimera rLTBLipL32 foi
eficientemente construida e expressa em E. coli, apresentando aproximadamente 41
kDa. No WB, todos os soros reconheceram a quimera, sugerindo que a fusdo néo

alterou significativamente a conformacao das proteinas.
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Palavras chave: leptospirose; vacina recombinante de subunidade; LTB; LipL32;
LTBLipL32;

2.2 Abstract

Leptospirosis is a globally important zoonosis caused by pathogenic
spirochetes of the Leptospira genus. As a result of the great amount of pathogenic
Leptospira serovars, large spectrum vaccine development is desired. LipL32 is the
main leptospira outer membrane protein, it's conserved in pathogenic and absent in
non pathogenic leptospiras, making it a good vaccine candidate. We have built a
recombinant chimera, composed by LipL32 fused with the subunit B of Escherichia coli
heat-labile enterotoxin (LTB), a potent immunological adjuvant that stimulates broad
and lasting systemic immune response with antibody secretion against
coadministrated or coupled antigens. The lipL32 gene was amplified by PCR and
inserted on the E. coli expression vector pAE-Itb, resulting in pAE-ItblipL32. This
recombinant vector was introduced in the E. coli BL21 Star™ (DE3) expression strain,
the recombinant rLTBLipL32 protein was purified and analyzed by Western Blot (WB)
with rabbit policlonal serum anti-LTB, monoclonal antibody (MAb) anti-LipL32 and
MADb anti-6xhis. The chimera rLTBLipL32 was efficiently built and expressed in E.
coli, presenting approximately 41kD. The WB analysis showed that all serums
recognized the chimera, suggesting tat the fusion did not alter the original folding of

the proteins.

2.3 Introducéo

A leptospirose € uma zoonose de importancia global causada por
espiroquetas patogénicas do género Leptospira. E considerada uma doenca
emergente que afeta humanos e diversas espécies de animais domésticos e
silvestres (McBRIDE et al., 2005; BARTHI et al., 2003). Esta associada ao contato
humano com roedores infectados, geralmente em instalagcées rurais ou em centros
urbanos pobres e superpovoados, especialmente nos tropicos (LEVETT, 2001;
BARTHI et al., 2003; RICALDI; VINETZ, 2006). Estima-se a ocorréncia de cerca de
500.000 casos de leptospirose severa por ano, em todo o mundo (HARTSKEERL,
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2006). Em 5 a 15 % das infeccbes clinicas a doenca progride para severas
complicacdes multissistémicas, tais como ictericia, falha renal e manifestacbes
hemorragicas, com taxas de fatalidade entre 5 e 40 % (FAINE et al., 1999;
MAROTTO et al.,, 1999; LEVETT, 2001; BARTHI et al., 2003; RICALDI; VINETZ,
2006). As vacinas atualmente disponiveis sdo bacterinas (célula inteira e morta) e
direcionam a resposta imune contra o LPS (McBRIDE et al., 2005). Existem cerca de
260 sorovares identificados de leptospiras patogénicas, e esta diferenca antigénica é
atribuida principalmente ao LPS. Desta forma, as bacterinas ndo fornecem prote¢éo
cruzada contra os diferentes sorovares que podem causar a leptospirose (McBRIDE
et al., 2005; KOIZUMI; WATANABE, 2005; PETERSEN et al., 2001; BHARTI et al.,
2003; GAMBERINI et al., 2005).

Frente a esta situacéo, o desenvolvimento de uma vacina de amplo espectro,
com imunoprotecdo cruzada contra diferentes sorovares de leptospira, permanece
um desafio. A proteina de membrana externa LipL32 (também chamada de
hemolysis-associated protein 1 - Hapl), que possui um papel importante na infeccao
leptospiral, € o mais promissor candidato para uma vacina com estas caracteristicas.
LipL32 é expressa durante a infeccdo no hospedeiro sendo altamente antigénica
(HAAKE et al., 2000b), e mais de 95 % dos pacientes com leptospirose produzem
anticorpos contra LipL32 durante a infeccdo (GUERREIRO et al., 2001). A seqUéncia
de nucleotideos que codifica LipL32, assim como sua expressdo € altamente
conservada entre leptospiras patogénicas e ausente nas nao-patogénicas. Estudos
recentes demonstraram o potencial protetor parcial de LipL32, quando apresentada
ao sistema imune mediada por adenovirus e vacina de DNA em modelos de gerbils
para leptospirose (BRANGER et al., 2001, 2005) ou por vacinagdo com rBCG em
modelos de hamster (SEIXAS et al., 2007b). Porém, LipL32 ndo teve efeito protetor
guando avaliada como vacina recombinante de subunidade (BRANGER et al., 2005).

As vacinas recombinantes, apesar de serem mais seguras do que as vacinas
convencionais sao menos imunogénicas. Assim, adjuvantes sdo componentes
essenciais para aperfeicoar a eficiéncia destas vacinas (DZIERZBICKA;
KOLODZIEJCZYK, 2006). A subunidade B da enterotoxina termolébil de E. coli (LTB)
foi avaliada como adjuvante molecular, sendo esta subunidade nao-téxica
caracterizada como um potente adjuvante parenteral e de mucosa, que estimula uma

potente resposta imune contra antigenos coadministrados ou fusionados (DE HAAN
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et al., 1998; CONCEICAO et al., 2006; WELTZIN et al., 2000; da SILVA RAMOS
ROCHA et al., 2008). LTB possui a capacidade de entrar nas células de mamiferos e
ativar eventos de sinalizacao celular que modulam as fun¢des de células do sistema
imune (WILLIAMS et al,, 2000). Assim, permite a diferenciagdo seletiva de
populacdes de linfécitos (WILLIAMS et al., 2000), conduz a ativacdo de marcadores
em células B (MHC II, B7, CD40, CD25 e ICAM-1) (NASHAR et al., 1997), ativa
células apresentadoras de antigenos, tém acdo de co-estimulacdo de células T
CD4+ (YAMAMOTO et al.,, 1997), induz a ativacdo e maturacdo de células
dendridicas derivadas de macréfagos (PITCOVSKI et al., 2006). A ligacdo de LTB ao
gangliosideo GM1 é necessaria, porém nao suficiente, para a funcdo adjuvante da
LTB. (DE HAAN et al.,, 1998; NASHAR et al.,, 1996a). Em camundongos, a LTB
apresentou atividade adjuvante para antigenos de subunidade que induziram
resposta imune protetora contra Streptococcus do grupo A (DALE et al.,, 1995). A
atividade adjuvante de LTB também foi demonstrada quando em combinag¢do com
antigenos de herpes virus tipo 1 (RICHARDS et al., 2001), e em outro trabalho, com
um antigeno de Helicobacter pylori (WELTZIN et al., 2001), e em ambos houve protecdo
frente a desafios com o patégeno respectivo.

Neste trabalho, nés construimos um vetor de expressdo contendo a fusao
das sequéncias codificadoras Itb e lipL32. Este vetor recombinante, chamado
pAE/Itb-lipL32, foi utilizado para transformar a cepa de expressao E. coli BL21 (DE3)
Star, que se mostrou habil a expressar a quimera protéica recombinante rLTB-
LipL32. Western blot realizados sugere que rLTB-LipL32 manteve epitopos das
proteinas originais (LTB e LipL32), representando uma nova alternativa para vacina
contra a leptospirose.

2.4 Materiais e Métodos
2.4.1 Cepas bacterianas e condigdes de cultivo

As cepas utilizadas foram Escherichia coli BL21 Star™ (DE3) (Invitrogen) e E.
coli TOP10 (Invitrogen). Estas cepas foram cultivadas a 37 °C em meio Luria-Bertani

(LB) sob agitacdo de 200rpm ou acrescido de 1,5 % de &gar-agar, e quando
necessario, suplementado com 100?g/mL de ampicilina.
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2.4.2 Desenho dos primers e amplificacdo do gene lipL32 por PCR

Os primers para a amplificacdo de lipL32 e fusdo dos genes lipL32 e ltb
foram desenhados a partir de seqiiéncias depositadas no GenBank, com o auxilio do
software VectorNTI 9.1 (Invitrogen). Para clonar o gene lipL32 no vetor pAE-Itb foram
construidos dois primers, “Lip32LTB_pAE_for” (5-
GGGGTACCGGCGGCGGTGGTCTGCCAAGCCT-3) e “LippAER” (5-
GGAATTCTTACTTAGTCGCGTCAGAAGC-3). O  primer  Lip32LTB_pAE_for
apresenta sitio para a enzima de restricdo Kpnl e o primer LippAER para a enzima
EcoRI (nucleotideos destacados com o sublinhado). O primer Lip32LTB_pAE_for
possui trés cédons que codificam para o aminoacido glicina e um para o aminoacido
triptofano, que fazem um linker entre as proteinas fusionadas, visando facilitar o
dobramento molecular correto das subunidades protéicas da quimera. O gene lipL32
foi amplificado pela técnica de Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando o
plasmideo pAE-lipL32 (cole¢&o de vetores do Centro de Biotecnologia - Universidade
Federal de Pelotas) e os primers Lip32LTB_pAE_for e LippAER. As reacdes foram
realizadas em um volume final de 25?L, contendo 2,5?L de tampao 10x, 0,5?7L de
dNTP 10mM, 150?g de cada primer, 0,5?L (1 unidade) de Taq™ DNA polimerase
(Invitrogen), 1?7L de MgSO4 a 50mM, 18?L de agua Milli-Q e 20?g de DNA molde. As
reacOes de PCR foram realizadas em um termociclador Perkin-Elmer 2400 usando
35 ciclos de desnaturacgédo (95 °C), anelamento (50 °C) e extencdo (72 °C), com 1min
cada em cada temperatura. O produto da reacdo de PCR foi analizado por
eletroforese em gel de agarose 0,8 % contendo brometo de etideo e purificado da
solucdo usando GFX™ PCR and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare).

2.4.3 Clonagem de lipL32 no vetor pAE-Itb

Todos os procedimentos de clonagem foram conduzidos de acordo com
Sambrook & Russell (2001), com algumas modificagdes. O produto de PCR e o vetor
de expressdo em E. coli contendo o gene Itb (pAE-ltb) foram digeridos com as
enzimas de restricdo Kpnl e EcoRI. A reacédo foi realizada a 37 °C durante 3h. A
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eficiéncia de cada digestéo foi checada em eletroforese em gel de agarose 0,8 %. O
produto de cada digest&o foi purificado com GFX™ PCR and Gel Band Purification
Kit (GE Healthcare). ApGs digestdao de pAE-Itb com Kpnl e EcoRI foi realizada a
remocgao do fosfato 5' pela enzima fosfatase alcalina (CIP) (Boehringer Mannheim).
Concentracdes equimolares de DNA plasmideal (pAE-ltb) e do inserto (lipL32) foram
utilizadas para a reagdo de ligagdo, com a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen),
realizada a 16 °C por 2h.

2.4.5 Transformacéo de E. coli por choque térmico

Uma col6nia isolada de E. coli TOP10, crescida em agar-LB, foi adicionada a
100?L de solucao de CaCl, 100mM estéril e 1?L do produto da reacao de ligacao.
Apbs homogeneizacao houve incubacdo em gelo por 15min, com mudanca brusca
de temperatura para 42 °C por 1min, e em seguida nova mudanca rapida, com
incubacdo em gelo por mais 2min. Apés a transformacéo, as células recombinantes
foram cultivadas em placa com LB soélido suplementado com 100?g/mL de

ampicilina.

2.4.6 Selecao e confirmacéo de clones recombinantes

Selecionaram-se aleatoriamente colbnias bacterianas isoladas que
cresceram nas placas, submetendo-as a um processo de triagem por extracao rapida
de DNA com fenol-cloroférmio, pelo método microprep (JOUGLARD et al., 2002). Os
clones caracterizados como recombinantes nesta triagem foram cultivados em meio
LB suplementado com 100?g/uL de ampicilina. Neste cultivo, realizou-se uma
extracdo do DNA plasmideal pelo kit comercial GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (GE
Healthcare). O DNA resultante desta extracdo foi submetido a digestdo com dois
conjuntos de enzimas de restricdo (BamHI + EcoR1 e Xhol + Hindlll) para checar a

presenca do inserto.

2.4.7 Expresséao heter6loga de rLTBLipL32
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A cepa de expresséo E. coli BL21 Star™ (DE3) foi transformada por choque
térmico com o vetor de expressao pAE-ItblipL32, como descrito anteriormente. Um
clone recombinante foi utilizado para inocular 25mL de LB contendo 100?g/mL de
ampicilina e cultivado overnight. Esta cultura foi utilizada para inocular 500mL de LB
com 100?g/mL de ampicilina, que foi incubado a 37 °C até a fase log de crescimento
(absorbancia em DOgyy de 0.6 a 0,8). Neste momento, a expresséo da rLTBLipL32
foi induzida com 0,6mM de IPTG (isopropylthio-3-D-galactoside) por 3h. ApGs este
periodo, coletou-se uma aliquota de 1mL da cultura, que foi utilizada em uma
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 15 %, com o intuito de confirmar a
expressao heteréloga da proteina recombinante. O restante da cultura foi fracionada
em tubos de 250mL, centrifugada a 7000rpm por 15min, e os pellet armazenados a -
20 °C.

2.4.8 Purificagéo da proteina recombinante

Para a purificacdo da proteina recombinante, o pellet de células foi
ressuspendido em solugcéo tampéao de fosfato (PBS) contendo 0,05 % de Triton X-
100, pH 7.4, incubado por 1 hora a 4 °C com 1mg/mL de lisozima e, em seguida
sonicado. Apos centrifugacdo a 10000rpm por 30min, o pellet resultante foi
novamente ressupendido com PBS-Triton X-100 e centrifugado em seguida, nas
mesmas condi¢des. Ao total foram realizadas 4 lavagens do pellet de células com
PBS- Triton X-100. O pellet resultante destas lavagens foi ressuspendido em tampao
de solubilizagcdo (NaH,PO, 50mM; NaCl 300mM; imidazole 15mM; 0,2 % de N-
Lauroyl-Sarcosine; pH 8,0), incubado por 24h a 4 °C, e centrifugado novamente a
10000rpm por 30min. Uma aliquota do sobrenadante final foi analisado em SDS-
PAGE 15 % para avaliacdo da pureza. O sobrenadante da ultima centrifugacao,
contendo rLTB-LipL32 em satisfatério grau de pureza, foi dialisado contra tampao
NaCl-Tris (NaCl 200mM; Tris-HCI 100mM; pH 8.0) a 4 °C, durante 18h, para
remocdo do agente desnaturante (N-Lauroyl-Sarcosine). A proteina dialisada foi
entdo aliquotada e armazenada com 10 % de glicerol, a —20 °C.

2.4.9 Caracterizagcdo de rLTBLipL32 por Western blot
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A quimera purificada foi submetida a SDS-PAGE 15 %, para visualizacdo da
massa molecular aproximada. A caracterizacdo foi realizada por Western blot com
anticorpo monoclonal (MAb) anti-LipL32 (produzido no Cenbiot — UFPel), anticorpo
policlonal de coelho anti-toxina colérica (utilizado pela alta homologia entre CT e LT, e
por conveniéncia aqui chamado anti-LTB) (Sigma) e MAb anti-6XHis (Sigma). Trés
SDS-PAGE 15 % foram realizadas com as proteinas recombinantes rLTBLipL32, rLTB
e rLipL32 e controles negativos e positivos (rR1-LipL32, rLTB-P42 e extrato bruto de
E. coli BL21 Star™ (DE3)). Estas proteinas foram eletrotransferidas para 3
membranas de nitrocelulose Hybond™ ECL™ (Amersham Biosciences) (uma para
cada anticorpo). As membranas foram bloqueadas com PBS-T (0,05 % de Tween 20)
acrescido de 5 % de leite em p6é desnatado. Posteriormente, foram incubadas
separadamente, 1h a temperatura ambiente, com MAb anti-LipL32 1:1500, anticorpo
policlonal anti-LTB 1:3000 e MAb anti-6xHis 1:10000. Apés trés lavagens com PBS-T,
as membranas foram incubas com soro anti-imunoglobulina de coelho conjugado com
peroxidase (Sigma) na diluigdo de 1:3000 (para anti-LTB) ou com soro anti-
imunoglobulina de camundongo conjugado com peroxidase (Sigma) na diluicdo de
1:4000 (paras os demais anticorpos). ApOs 5 lavagens, as reacfes foram reveladas

kTM

com diaminobenzidina (DAB) e H>O». BenchMar Pre-stained (Invitrogen) foi usado

como marcador padrao de massa molecular.

2.5 RESULTADOS

2.5.1 Amplificagéo de lipL32 e clonagem no pAE-Itb

A amplificagdo por PCR da sequéncia codificadora lipL32 gerou um
fragmento com cerca de 750 pb, condizente com o esperado (Figura 1 - A). Apos a
amplificacdo de lipL32, o produto de PCR e o plasmideo pAE-ltb foram
eficientemente digeridos pelas enzima de restrigdo Kpnl e EcoRI. Quando o
plasmideo foi digerido por enzimas de restricdo ele passou da conformacéo circular
classica para uma linear, apresentando migracdo mais lenta na eletroforese do que o
mesmo plasmideo circular (Figura 1 - B). ApGs a purificacdo do vetor e inserto e da
desfosforilacdo do vetor, foi realizada a reacéo de ligacdo, a qual resultou na fuséo
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de Itb com lipL32 em um vetor recombinante denominado pAE-ItblipL32 (Figura 1 -
C).

1 2 3 1 2 3
- =~ Pt
B ks
- I.;Ii:\;“.l.ﬁll
- Zgi]iséop%b e LT-Lipli
- 4— 6567 pb .
<4— 4361pb
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:: 2322 pb
2027 pb
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750pb —»
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Figura 1. Processo de clonagem de lipL32 no vetor pAE-Itb. A- Eletroforese em gel da agarose 0,8 %
apresentando o resultado da amplificac&o e purificacdo do gene lipL32. 1) controle negativo da reacdo
de PCR (4gua); 2) amplificacdo do gene lipL32, com aproximadamente 750 pb; 3) marcador de peso
molecular ?Hindlll (Invitrogen). B- Eletroforese em gel de agarose 0,8 % com o resultado das
digestbes do vetor pAE-Itb com as enzimas de restricdo Kpnl e EcoRI. 1) marcador peso molecular
?Hindlll (Invitrogen); 2) vetor pAE-Itb ndo digerido; 3) vetor pAE-Itb digerido com ambas as enzimas
de restricdo. C- Mapa esquematico do vetor recombinante pAE-ItblipL32, obtido através do software
VectorNTI 9.1.

2.5.2 Obtencéao de clones recombinantes

O vetor pAE-ItblipL32 foi utilizado para transformar por choque térmico
células de E. coli TOP 10, que foram cultivadas em agar-LB com 100?g/mL de
ampicilina. Vérias colbnias transformantes cresceram no cultivo em meio solido.
Algumas destas foram aleatoriamente selecionadas e submetidas ao método de
triagem miniprep. A eletroforese em gel de agarose 0,8 % indicou alguns destes
clones como possiveis recombinantes, por apresentarem um tamanho maior de
banda (em nimero de pares de bases), supostamente devido a presenca do inserto
(lipL32). Alguns destes clones com plasmideos de migracdo mais lenta (Figura 2 -
A) foram selecionados para extracdo e caracterizacdo enzimatica de DNA
plasmideal. O padréo esperado de bandas de DNA na eletroforese em gel de
agarose 0,8 % gerado pela caracterizacdo enzimatica de pAE-ItblipL32 pelas
enzimas testadas foi observado em apenas dois clones. Estes clones, nominados
pPAE-ItblipL32 “2” e pAE-ltblipL32 “26”, foram considerados clones recombinantes
(Figura 2 - B).



Figura 2. Estratégias utilizadas para obtencao e confirmacdo de clones recombinantes de E. coli
TOP10 transformadas com pAE-ItblipL32. A- Eletroforese em gel de agarose 0,8 % apresentando a
extracdo rapida de DNA de col6nia realizada para identificar clones recombinantes. 1 ao 8) extracdo
de DNA total de col6nias cultivadas ap6s transformacdo com o produto da ligacédo; 9) vetor pAE-Itb
purificado, utilizado como controle. Os plasmideos indicados com a seta sdo provaveis clones
recombinantes. B- Eletroforese em gel de agarose 0,8 % evidenciando a digestdo com enzimas de
restricdo de um dos clones selecionados no screening que apresentou o padrdo de bandas esperado.
M) Marcador DNA Ladder Plus 100pb (Invitrogen); 1) vetor pAE-ItblipL32n&o digerido; 2) vetor pAE-
ItblipL32 digerido por BamHI e EcoR1 (3 bandas - 2788, 658 e 419pb); 3) vetor pAE-ItblipL32 digerido
por Xhol e Hindlll (2 bandas - 2775 e 1090pb).

2.5.3 Expresséao e purificacdo de rLTBLipL32

E. coli BL21 Star™ (DE3) transformada com o vetor de expressao pAE-
ItblipL32 expressou uma proteina recombinante de aproximadamente 41kDa. A
massa molecular estimada para a rLTBLipL32 pelo software VectorNTI 9.1
(Invitrogen) foi de 40,7kDa (Figura 3). A producdo de rLTBLipL32 foi de
aproximadamente 0,69 por litro de meio.

41 kDa
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Figura 3. Eletroforese em gel de poliacrilamida 15 % com extrato das células apos inducdo de
expressao em larga escala (500mL) da quimera rLTBLipL32. 1 e 4 — extrato da cepa E. coli BL21 Star
3h apés a fase log de crescimento (controle negativo); 2, 3, 5 e 6 — extrato de E. coli BL21 Star™
(DE3) apds expressdo em larga escala da proteina rLTBLipL32.

As quatro sucessivas lavagens do pellet de células com PBS-Triton X-100
removeu a grande maioria das proteinas de E. coli, enquanto a quimera
recombinante permaneceu no pellet, indicando que foi expressa na forma insoluvel
(corpos de inclusdo). A solubilizacdo destes corpos de incluséo foi realizada com
tampao contendo 0,2 % de N-Lauroylsarcosine. Apés centrifugacdo, o sobrenadante
foi analisado em SDS-PAGE, onde se observou satisfatério grau de pureza da
guimera ndo havendo necessidade de purificacdo por cromatografia de afinidade.
Este sobrenadante contendo rLTBLipL32 foi entdo dialisado contra tampéao NaCl-
Tris, aliquotado e estocado a —20 °C.

2.5.4 Caracterizacao de rLTBLipL32 por Western blot

A antigenicidade da quimera foi avaliada mediante Western blot com
anticorpos especificos para as subunidades LTB e LipL32 (Figura 4). O Western blot
realizado com anticorpo policlonal anti-LTB (Figura 4 — A) teve reagao positiva
especifica com todas as proteinas que possuem LTB em sua molécula (rLTB, rLTB-
LipL32 e rLTB-P42). Da mesma forma, aquele realizado com MAb anti-LipL32
(Figura 4 — B) reagiu positivamente apenas com as proteinas que possuem LipL32
(rLipL32, rLTB-LipL32 e rR1-LipL32). O WB realizado com MAb anti-6xhis (Figura 4
— C) reconheceu todas as proteinas, uma vez que as mesmas foram produzidas
fusionadas a uma cauda de 6 histidinas. A massa molecular de todas as proteinas
observadas seguiu o esperado. Nenhum anticorpo reconheceu o extrato de E. coli

BL21 Star™ (DE3). Estes resultados sugerem que a fusdo das proteinas e da cauda
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de histidina ndo alterou significativamente a conformacdo destas proteinas,
permitindo que anticorpos gerados contra cada uma delas individualmente

reconhecessem também a quimera.

1 2 3 4 5 6 7|11 2 3 4 5 6 7
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Figura 4. Western Blot da quimera com anticorpos especificos para cada subunidade. A- anti-LTB; B-
anti-LipL32; C- anti-6xhis; D- SDS-PAGE corado com Comassie blue. Em todos: 1) Marcador de massa
molecular BenchMark™ Pre-stained (Invitrogen); 2) extrato de E. coli; 3) rLTB; 4) rLipL32; 5)
rLTBLipL32; 6) rLTBP42; 7) rR1-LipL32.

2.6 DISCUSSAO

A leptospirose é uma doenca infecciosa que afeta humanos e outros animais
(LEVETT, 2001; LANGONI et al., 1999). Esta zoonose possui uma ampla distribuicéo
geografica, ocorrendo de forma endémica em todo o mundo, sendo atualmente
reconhecida como uma doenca emergente (KO et al., 1999; LEVETT, 2001;
McBRIDE et al., 2005). E um importante problema de satde publica mundial devido
a alta incidéncia e elevada taxa de letalidade (FAINE et al., 1999). Muitos animais
domésticos e selvagens servem como reservatérios para leptospiras, que sao

eliminadas no ambiente pela urina destes animais, sobrevivendo no solo ou na agua,



através dos quais humanos podem ser infectados (LEVETT, 2001; BARTHI et al.,
2003). O controle é dificultado devido a inexisténcia de vacinas e testes laboratoriais
eficazes na prevencédo e diagndéstico da doenca (GAMBERINI et al., 2005; McBRIDE
et al., 2005). As bacterinas existentes ndo produzem imunoprotecédo cruzada contra
0S numerosos sorovares de leptospira, principalmente porque induzem resposta
contra o LPS (McBRIDE et al., 2005; KOIZUMI; WATANABE, 2005; PETERSEN et
al., 2001; BARTHI et al., 2003; GAMBERINI et al., 2005). Os prejuizos para a saude
publica e as perdas econdmicas causadas por tal zoonose justificam o uso de
vacinas contra leptospirose em humanos e animais. Desta forma, o desenvolvimento
de novas estratégias para a prevencao da leptospirose se faz necessario (LEVETT,
2001).

Proteinas imunogénicas conservadas, principalmente de membrana externa
de leptospira, sdo alvos promissores para o desenvolvimento de uma vacina com
estas caracteristicas (CULLEN et al., 2002). A LipL32 é a proteina de membrana
externa mais abundante, é altamente conservada entre as leptospiras patogénicas e
ausente nas nao-patogénicas (CULLEN et al., 2005; ZUERNER et al., 1991; HAAKE
et al., 2000a). Mais de 95% dos pacientes com leptospirose produzem anticorpos
contra LipL32 durante a infeccdo (GUERREIRO et al., 2001). Além disso, esta
proteina ja apresentou protecdo parcial contra desafio com cepas patogénicas de
leptospira (BRANGER et al., 2001, 2005; SEIXAS et al., 2007b).

No presente estudo nds produzimos a quimera recombinante rLTBLipL32,
composta pela lipoproteina de membrana externa LipL32 de Leptospira interrogans € a
subunidade B da enterotoxina termolabil de E. coli.

O sistema de expressao heterdloga testado, fazendo uso da cepa E. coli BL21
Star™ (DES3) e do vetor pAE, mostrou-se muito eficiente, em relacdo & quantidade de
proteina recombinante obtida. Este sistema de expressdo possui caracteristicas que
o tornam interessantes. A cepa em questao carrega uma cOpia mutada do gene rne
(rnel31) que codifica RNaseE truncada, uma enzima sem a habilidade de degradar
MRNA, resultando em aumento de estabilidade deste e conseqiiente acréscimo de
expressao de proteinas. Esta cepa € B/r e ndo contém a protease lon, tampouco a
protease de membrana externa (OmpT). A auséncia destas proteases reduz a
degradacao de proteinas heterélogas expressadas (GRUNBERG-MANAGO et al.,
1999; KIDO et al., 1996; LOPEZ et al., 1999). Além disso, o vetor pAE fusiona a



proteina de interesse a uma cauda de 6 amino&cidos histidina, permitindo a
purificacdo por cromatografia de afinidade, bem como a identificacdo da proteina
recombinante em Western blot com MAb anti-6xHis.

Considerando que ja dispunhamos do vetor pAE contendo o gene Itb, o gene
fusionado ItblipL32 foi obtido usando apenas uma PCR, uma reacédo de restricao
enzimatica e outra de ligacdo. Além disso, a sequéncia nucleotidica aparenta ser a
mesma dos genes correspondentes, baseando-se nos resultados encontrados na
digestdo com enzimas de restricdo para confirmacdo dos clones recombinantes.
Estas informacdes indicam que o método usado para a construcdo dos genes
fusionados foi eficiente. Yan et al. (2004) usou trés PCRs para obter o gene Itb-ureB
e também obteve sucesso, porém o método usado para a fusdo (primer linking) foi
mais trabalhoso.

A proteina rLTBLipL32 foi expressa na forma insolUvel, necessitando de um
agente desnaturante para a solubilizacdo dos corpos de inclusdo do interior da
célula. A estratégia mais comumente adotada para este tipo de problema é o uso de
solucdo com 6M ou 8M de uréia, que desnatura completamente a proteina,
interrompendo as interagbes moleculares que proporcionam a estrutura
tridimensional. Entretanto, durante a dialise, a uréia é praticamente toda retirada,
porém isso necessita um longo periodo de tempo, para que a proteina possa retornar
a conformacado estrutural inicial. Assim, mesmo com a retirada da uréia, nas
condicdes extracelulares a proteina pode estar alterada a tal ponto, que néo
consegue retornar a conformacdo original, podendo perder determinantes
antigénicos fundamentais para a atividade desejada (Sambrook; Russell, 2001).

A quimera recombinante rLTBLipL32, apbs 4 lavagens com PBS-Triton X-
100, foi solubilizada com 0,2 % de N-Lauroyl-Sarcosine. Este agente desnaturante é
muito menos agressivo a estrutura tridimensional das proteinas, reduzindo muito as
chances de uma reconformacao incorreta da proteina durante a dialise, que inclusive
pode ser mais rapida, como a do presente estudo, realizada em apenas 18 horas.
Além disso, o ultimo sobrenadante obtido apresentou a rLTBLipL32 em elevado grau
de pureza, dispensando a utilizacdo de métodos de rotina para a purificacdo de
proteinas recombinantes, como a cromatografia por afinidade ou cromatografia

liguida de alta performance, que consomem tempo, uma grande quantidade de



reagentes, necessitam de equipamentos especificos, sdo caros e praticamente
inviaveis para uma producdo em escala industria (Sambrook; Russell, 2001).

Os soros testados no Western blot reagiram especificadamente com a
guimera, ndo havendo reacdo com controles negativos. Desta forma, a
caracterizacdo antigénica evidenciou a identidade de cada subunidade da quimera,
mostrando que a fusdo conservou alguns epitopos antigénicos de LTB e de LipL32 e
gue apesar de expressa em corpos de inclusdo, sua conformacdo pareceu
satisfatorio.

Produtos microbianos foram avaliados como moduladores para ativar a
imunidade adaptativa. Entre eles, a subunidade B da enterotoxina termolabil de
Escherichia coli € a mais promissora (SIMMONS et al., 2001a). A LTB é uma molécula
com propriedade biolégicas potenciais, sendo que ja foi avaliada como adjuvante de
mucosa, transcutaneo ou parenteral (DE HAAN et al., 1998; CONCEICAO et al.,
2006; WELTZIN et al., 2000; PITCOVSKI et al.,, 2006), como imundgeno contra
diarréia induzida por E. coli enterotoxigénica (LEBENS et al., 1996; RANALLO et al.,
2005), imunomodulador para prevencdo de doencas autoimunes e alergias
(WILLIAMS et al., 2000; TRUITT et al., 1998; CARTER et al., 2006; TAMURA et al.,
1997) e imunossupressor em transplantes (TRUITT et al., 1998).

O efeito imunomodulador de LTB foi comprovado em trabalhos recentes,
onde induziu ampla resposta imune tanto celular quanto humoral (CONCEICAO et
al., 2006; da SILVA RAMOS ROCHA et al., 2008). Em um experimento realizado
com camundongos a LTB apresentou atividade adjuvante para as glicoproteinas de
herpes virus do tipo 1, induzindo um alto grau de protecdo contra infeccdo ocular
com o virus vivo (RICHARDS et al., 2001). Em outro estudo, LTB foi coadministrada,
como adjuvante de mucosa, com 0 antigeno urease de Helicobacter pylori, para induzir
imunidade protetora contra infec¢do in vitro de camundongos com Helicobacter felis €
Helicobacter pylori (WELTZIN et al., 2000). Testes realizados em voluntarios humanos
comprovaram a seguranca do uso de LTB utilizando as vias transcutanea, nasal e
oral (HASHIGUCCI et al., 1996; KOTLOFF et al.,, 2001; HAGIWAR et al., 2001;
GUERENA-BURGUENO et al., 2002).

Estudos anteriores demonstraram que LipL32 é capaz de induzir resposta
imune parcialmente protetora contra desafio letal, quando apresentada ao sistema
imune mediada por adenovirus e vacina de DNA (BRANGER et al., 2001, 2005).
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Porém, LipL32 ndo teve efeito protetor quando avaliada como vacina recombinante
de subunidade (BRANGER et al. 2005). Talvez isto se deva ao fato de que vetores
plasmideais (vacinas de DNA) e adenovirus induzam uma resposta ndo apenas com
ampla producdo de anticorpos, mas também uma resposta envolvendo células T
citotoxicas (DREW et al., 2000; JUILLARD et al., 1995; MIYAJI et al., 2003).

A LTB é um adjuvante completo, capaz de induzir resposta imune celular,
incluindo células T citotoxicas (SIMMONS et al., 2001b) e humoral, estimulando
resposta sistémica e secretdria de anticorpos contra antigenos co-administrados ou
fusionados (GREEN et al, 1996; VERWEIJ et al., 1998; WELTZIN et al., 2000;
FINGERUT et al., 2006; PITCOVSKI et al., 2006; CONCEICAO et al., 2006; da
SILVA RAMOS ROCHA et al., 2008). Desta forma, a rLTBLipL32 € uma molécula de
interesse para um estudo de imunoprotecao contra leptospirose.

Em alguns estudos, LTB foi capaz de induzir resposta contra antigenos
coadministrados (DE HAAN et al., 1998; WELTZIN et al., 2000; RICHARDS et al.,
2001), mas em outros, uma ligacdo entre o antigeno e LTB foi necesséria para
promover imunidade contra o antigeno alvo PITCOVSKI et al., 2006; SCHODER,;
WILL, 1989; GREEN et al., 1996; FINGERUT et al., 2006). Por esta razdo, a quimera
rLTBLipL32 possui uma ligacdo entre a subunidade LTB e a subunidade LipL32,
formado por quatro amino&cidos.

Neste estudo nds construimos e expressamos uma molécula recombinante
composta pela lipoproteina de leptospiras patogénicas, LipL32, presente em todos
0S sorovares patogénicos, e LTB, um adjuvante com propriedade ndao apenas de
aumentar a resposta imune, mas de modula-la, direcionando para ampla imunidade
humoral e celular. Desta forma, rLTBLipL32 € uma forte candidata a uma vacina
recombinante de subunidade contra leptospirose e sera brevemente testada, em
modelos de hamsters, sob administragdes por diferentes vias (oral, nasal, muscular,
subcutanea e intraperitoneal) e doses, seguido por desafio homdlogo e heterdlogo
com cepas patogénicas de Leptospira spp.
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3 CONCLUSOES

- As estratégias de clonagem adotadas para a obtencdo do plasmideo
recombinane pAE-ItblipL32 s&o eficazes;

- A cepa E. coli BL21 Star™ (DE3), nas condi¢des utilizadas, expressa a
quimera recombinante rLTBLipL32 em quantidade significante;

- A quimera solubilizada com 0,2% de N-Lauroyl-Sarcosine, apés lavagens
com PBS-Triton X-100, apresenta elevado grau de pureza;

- A caracterizagao antigénica por Western blot evidencia a identidade das
subunidades LTB e LipL32, mostrando que a fusdo realizada conserva epitopos

antigénicos;
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