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1.INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenga infecciosa causada por espécies patogénicas
de bactérias do género Leptospira. A doenca é classificada como uma
antropozoonose direta com ampla distribuicdo no mundo. Dentro das diferentes
espécies gendmicas, encontram-se sorovares antigenicamente relacionados, que
constituem o0s sorogrupos. Até o momento, ja foram descritos mais de 260
sorovares, distribuidos em 29 sorogrupos (CERQUEIRA, 2009).

O diagnéstico da leptospirose em sua fase inicial é dificultado pelo fato de
que as manifestacdes clinicas da enfermidade sao similares aos encontrados em
muitas doencas infecciosas. Além disso, a inexisténcia de um teste laboratorial
rapido, com boa sensibilidade e especificidade, impede o emprego de um
tratamento precoce principalmente para os grupos de risco (McBRIDE, 2005).

Nos dltimos anos, esforcos para a identificacdo de componentes
imunogénicos nas leptospiras, com potencial para o desenvolvimento de vacinas
e testes diagnosticos resultaram na caracterizacdo de varias lipoproteinas que
séo expressas na membrana externa durante a infec¢ao, sendo a LipL32 a mais
abundante no seu proteoma (CULLEN, 2004). Além disso, algumas adesinas tém
despertado esse mesmo interesse para utilizagdo em vacinais e em testes de
diagndstico. As proteinas LigANI e LigBNI, por exemplo, que possuem dominios
semelhantes as imunoglobulinas (MATSUNAGA, 2003), e a funcdo de adesado
aos componentes da matriz extracelular e ao fibrinogénio (CHOY, 2007), o que
sugere o seu envolvimento nos estagios iniciais de colonizacdo e disseminacao
da bactéria no momento da infeccéo.

Baseado nas informacdes disponiveis sobre o genoma da cepa Fiocruz L1-
130, nosso grupo de pesquisas em colaboracdo com os centros de pesquisas da
Fiocruz em Salvador e no Rio de Janeiro, produziu e testou em ensaios
laboratoriais anticorpos monoclonais (MAbs) contra rLipL32, rLigANI e rLigBNI,
desenvolveu vacinas com rLipL32 que estimularam uma significativa resposta
humoral em camundongos e vacinas para hamsters, onde a proteina rLigANI
conferiu protecéo que variou de 67 a 100% (SILVA, 2007).

Recentemente, Vasconcellos et al (2010) produziram anticorpos policlonais
(lgY) contra célula inteira de L. interrogans cepa Fiocruz L1-130, a maior
causadora de doenca urbana no Brasil. Estes anticorpos foram testados em
diferentes formatos de ELISA de captura de antigeno, obtendo resultados
promissores na deteccdo de leptospiras em soros experimentalmente
contaminados.

Utilizando uma estratégia semelhante a que foi descrita por Vasconcellos
(2010), propomos a producdo de anticorpos policlonais IgY contra as proteinas
rLipL32, rLigANI e rLigBNI, importantes fatores de patogenicidade das leptospiras.
Sendo assim, em uma etapa inicial do projeto, esse trabalho teve por objetivo
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avaliar a antigenicidade de proteinas recombinantes de L. interrogans, atraves de
Western Blot com soros humanos e caninos convalescentes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amplificacdo das sequéncias dos genes e obtencdo das proteinas
recombinantes:

Todos os procedimentos para a obtencdo das proteinas recombinantes
foram realizados no laboratério de Biologia Molecular no CDTec/UFPel. As
sequéncias codificadoras de LipL32, LigANI e LigBNI foram amplificadas através
de PCR, utilizando a enzima Platinum Pfx DNA Polymerase (Invitrogen). Os
produtos de PCR foram clonados nos vetores pAE para obtencdo das proteinas
recombinantes. Os primers foram desenhados a partir da sequéncia depositada
no GenBank sob o numero de acesso NC005823, derivada do sequenciamento
de L. interrogans cepa Fiocruz L1-130, com o auxilio do software Vector NTI 10.0
(Invitrogen). Os vetores recombinantes pAE/LipL32, pAE/LigANI e pAE/LigBNI
foram utilizados para transformar E. coli BL21 (DE3) Star™. A expressdo das
proteinas recombinantes foi induzida com 1 mM de IPTG e a purificacao realizada
por cromatografia de afinidade em coluna de Ni-Sepharose, utilizando o sistema
AKTAprime (GE Healthcare). As proteinas purificadas foram quantificadas pelo kit
comercial BCA Protein Assay (Thermo Scientific Pierce).

2.2 Western blot:

As proteinas de membrana externa de leptospiras patogénicas produzidas
na forma recombinante, rLipL32, rLigBNI e rLigANI foram aquecidas a 100 °C por
10 minutos em tamp&do de amostra (0,25M Tris-HCI, 10%SDS, 0,5% azul de
bromofenol, 50% glicerol). As proteinas na concentracdo de 7,5 pL por cavidade
foram aplicadas em um gel de acrilamida 12% na presenca de SDS e separadas
eletroforeticamente. Ao término da eletroforese, as proteinas foram transferidas
para uma membrana de PVDF (GE) em tampao de transferéncia por 1,5 horas
com a fonte ajustada para DDP (diferenca de potencial elétrico) = 100 V e C
(corrente) = 400mA. Apos, as membranas foram bloqueadas com Blotto (5% de
leite em pd desnatado em PBS) por 2 h. Os soros de humano convalescente e
sadio, cedidos pelo centro de pesquisa da Fiocruz em Salvador, e o de canino
foram diluidos (1:50) em PBS e incubados com a membrana. Conjugado anti-IgG
de humano e canino e peroxidase foi utilizado diluido (1:6000) em PBS. A
revelacdo foi desenvolvida com solugdo cromégena (1% de cloronaftol e perdxido
de hidrogénio pH 7,6). Cada periodo de incubacdo foi realizado por 1h a
temperatura ambiente sob agitacdo. Ao término das incubacbes as membranas
foram lavadas com PBS 3 vezes por 5 minutos cada vez.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Producéao das proteinas recombinantes:
As proteinas LipL32, LigBNI e LigANI recombinantes foram produzidas e

guantificadas pelo método de BCA, tendo como resultado a concentracdo de 0,5
pg/pL, 0,6 pg/uL e 0,5 pg/uL, respectivamente.
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3.2 Western Blot:

A antigenicidade das proteinas recombinantes rLipL32, rLigBNI e rLigANI,
pode ser evidenciada através da técnica de Western Blot, tanto em soro humano
guanto em soro canino convalescente. Porém, ndo foi possivel visualizar bandas
guando reagidas com o soro humano sadio.

Na Figura 1 é possivel observar ao lado do marcador de peso molecular as
proteinas recombinantes LigBNI e a LipL32 em eletroforese em gel de acrilamida.
Ja na Figura 2, é possivel visualizar bandas reativas de LipL32, LigBNI e LigANI
guando reagidas com soros positivos. A proteina LipL32 ndo foi reconhecida pelo
soro canino utilizado, contrariando os resultados observados em outros testes
(dados nao apresentados). Em todas as reacfes as quais utilizamos soros de
humano e canino sadios, ndo houve o reconhecimento de nenhuma das
proteinas.

Figura 1 - Eletroforese em gel de acrilamida 12%, mostrando a presenca das
proteinas recombinantes rLigBNI e rLipL32, onde M= marcador 1 Kb; 1=
| rLigBNI; 2=rLipL32.
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Figura 2 - Western blot representativo, demonstrando reacdo das proteinas
recombinantes. 1=LipL32(soro humano); 2=LigBNI (soro humano); 3=LigBNI
(soro canino); 4= marcador; 5=LigANI (soro humano); 6=LigANI (soro canino).

4. CONCLUSOES

As proteinas recombinantes LigANI e LigBNI produzidas neste estudo sao
antigénicas quando testadas com soros humano e canino convalescentes de
leptospirose.

A proteina recombinante LipL32 produzida neste estudo é antigénica quando
testada apenas com soro humano convalescente de leptospirose.
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Assim, as proteinas recombinantes LigANI e LigBNI devem ser utilizadas na
imunizacdo de galinhas para a obtencdo de anticorpos policlonais (IgY). A
proteina LipL32 deve ser testada com um outro painel de soros convalescentes
caninos.
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