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1. INTRODUCAO

A leptospirose é uma doenca infecciosa negligenciada, causada por
espiroquetas patogénicas do género Leptospira spp., que afeta tanto humanos
quanto animais (HAAKE; LEVETT, 2015). A transmissdo para humanos ocorre
principalmente pelo contato direto com a urina de animais infectados, especialmente
roedores, ou de forma indireta, por meio de agua ou solo contaminados (ADLER,;
MOCTEZUMA, 2010). Diferentes fatores, como regides de clima tropical, ocorréncia
de enchentes e instalagcfes sanitarias precéarias, aumentam os indices de ocorréncia
da doenca.

Devido a sua relacdo com a disponibilidade de saneamento basico, a doenca
gera grandes impactos na saude publica em paises em desenvolvimento (MCBRIDE
et al., 2005). Além da necessidade de combater essa problematica social, a
prevencdo através da vacinacdo se apresenta como uma importante alternativa
profilatica para controlar a leptospirose. Atualmente, as vacinas comerciais sao
compostas por células inteiras inativadas (bacterinas) e, devido a limitacdes
associadas a sua administracdo, sdo utilizadas prioritariamente para imunizacao
veterinaria (TEIXEIRA et al., 2019).

A vacinacdo em humanos com essas formulagdes ocorre apenas em alguns
paises, muitas vezes restrita a populacdes de alto risco, e apresenta limitacdes por
induzir protecdo apenas contra sorovares especificos, além de estimular uma
imunidade de curto prazo (MCBRIDE et al., 2005; DELLAGOSTIN et al., 2011). Com
0 objetivo de superar essas limitagdes, surge a necessidade de desenvolver novas
estratégias para uma melhor imunoprevencédo dessa doenca.

Nesse contexto, o estudo e desenvolvimento de vacinas recombinantes
tornou-se um foco importante de pesquisa, devido a falta de outras medidas de
controle eficazes (GRASSMANN et al.,, 2017). Recentemente, proteinas de
membrana externa (OMPs) foram identificadas como antigenos vacinais
promissores em Leptospira, pois sdo mais acessiveis ao sistema imunologico e
representam alvos potenciais para a ativacdo de uma resposta imune protetora
(HAAKE; ZUCKERT, 2015; GRASSMANN et al., 2017).

Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar a expressao da proteina
recombinante OMPL76 em um sistema de expressao heterélogo de Escherichia coli,
utilizando trés diferentes cepas: BL21 Star (DE3), C41 (DE3) e C43 (DE3). Essa
proteina pertence a familia de TBDRs (receptores dependentes de TonB), proteinas
de membrana externa que promovem a absor¢éo de nutrientes importantes. O ferro,
por exemplo, € um nutriente essencial para o crescimento de Leptospira spp. in vitro,
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e € internalizado através de sistemas de transporte que envolvem as TBDRs
(NOINAJ et al., 2010). Dessa forma, a caracterizacdo do melhor sistema de
expressdo dessa proteina permitira sua producdo em boa qualidade e rendimento,
para posterior uso como antigeno vacinal contra a leptospirose.

2. METODOLOGIA

2.1 Expressdo heterdloga: O gene codificante para a proteina OMPL76 foi
previamente clonado no vetor pAE pelo nosso grupo de pesquisa. O plasmideo
pAE/ompL76 foi utilizado para a transformacéo de trés diferentes cepas de E. coli
através do protocolo de choque térmico. Posteriormente, as cepas foram cultivadas
em pré-inéculo contendo 10 mL de caldo Luria-Bertani (LB) com acréscimo de
ampicilina (100 pg.mL™) e glicose 1 mM, mantidas a 37 °C, 180 RPM, overnight.
ApoOs esse periodo, os pré-inodculos foram transferidos para erlenmeyers contendo
25 mL de meio LB com ampicilina e glicose, sendo incubados nas mesmas condicdes
anteriormente citadas. Ao atingir a fase logaritmica de crescimento (DOeoonm: 0,6-
0,8), a expressao da proteina foi induzida com a adigdo de 0,5 mM de isopropil B-D-
1-tiogalactopiranosideo (IPTG). As culturas foram mantidas em incubacéo a 28 °C,
180 RPM, overnight. Aliquotas das culturas foram coletadas antes e depois da
inducdo. Apds o periodo de inducéo, as aliquotas foram centrifugadas a 14.000 x g
por 2 min, os sobrenadantes foram descartados, e os pellets reconstituidos em 200
ML de tampéo fosfato-salino (PBS) 1x.

2.2 Analise da expressao por SDS-PAGE e Dot-blot: Para a analise da expressao
da proteina nas diferentes cepas de E. coli, foi realizada uma eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12%, utilizando amostras dos periodos pré e poés-inducdo. Em
paralelo, foi realizado também um ensaio de Dot-Blot utilizando um anticorpo
monoclonal anti-histidina conjugado com peroxidase, com o objetivo de caracterizar
a proteina recombinante OMPL76 nas amostras analisadas. A revelacéo foi realizada
com 6 mg de DAB e 0,5% de peroxido de hidrogénio diluidos em tampéo Tris-HCI 50 mM.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A eletroforese em gel de poliacrilamida mostrou que a expressao da proteina
rOMPL76 foi obtida nas amostras pds-inducdo apenas nas cepas de E. coli C43 e
C41, apresentando o tamanho esperado de 63,5 kDa. Na cepa de E. coli Star, ndo
foi identificada nenhuma banda correspondente a proteina de interesse (Fig. 1).

Ja a caracterizacdo da expressdo por Dot-Blot utilizando o anticorpo anti-
histidina, corroborou parcialmente com os resultados obtidos na técnica de SDS-
PAGE. A revelacdo mostra que a proteina rOMPL76 foi expressa de forma mais
marcante na cepa de E. coli C43 (Fig. 2).
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Figura 1. Confirmagédo da expressédo da proteina rOMPL76 através de SDS-PAGE 12%. 1. Marcador
de peso molecular; 2. E. coli Star transformada com vetor pAE/ompL76 pré-inducéo; 3. E. coli Star
transformada com vetor pAE/ompL76 pOs-indugdo; 4. E. coli C43 transformada com vetor
PAE/ompL76 pré-inducdo; 5. E. coli C43 transformada com vetor pAE/ompL76 pés-inducéo; 6. E. coli
C41 transformada com vetor pAE/ompL76 pré-inducéo; 7. E. coli C41 transformada com vetor
pAE/ompL76 po6s-indugéo.
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Figura 2. Confirmacao da expressédo da proteina rOMPL76 através de Dot-Blot. 1 rLigBrep (controle
positivo); 2. E. coli Star (controle negativo) 3. E. coli Star transformada com vetor pAE/ompL76 pré-
inducéo; 4. E. coli Star transformada com vetor pAE/ompL76 pos-inducéo; 5. E. coli C43 (controle
negativo); 6. E. coli C43 transformada com vetor pAE/ompL76 pré-inducdo; 7. E. coli C43
transformada com vetor pAE/ompL76 pés-inducéo; 8. E. coli C41 (controle negativo); 9. E. coli C41
transformada com vetor pAE/ompL76 pré-inducdo; 10. E. coli C41 transformada com vetor
pAE/ompL76 pés-indugéo.

Com base nos testes de expressao realizados, foi possivel observar uma
diferenca na sensibilidade dos resultados obtidos. A analise por SDS-PAGE 12%
permite identificar a expresséo de diversas proteinas, destacando as recombinantes
de forma mais visivel quando expressas em alta quantidade. Por outro lado, o teste
de Dot-Blot demonstra maior sensibilidade, pois utiliza um anticorpo conjugado
especifico para detectar a presenca da proteina recombinante, que reage mesmo
em baixos niveis de expressao.

Além disso, foi possivel observar diferentes niveis de expressao da proteina
recombinante entre as cepas de E. coli utilizadas. Isso se deve as diferencas em
suas caracteristicas, sendo que as cepas C41 (DE3) e C43 (DE3) sdo mais eficazes
para expressar proteinas toxicas e de membrana. Tais resultados estdo em
concordancia com estudos anteriores, que demonstram que essas cepas Sao
superiores para transformacao e expressado de algumas proteinas em comparacao
a BL21 Star (DE3) (DUMON-SEIGNOVERT et al., 2004; INDA, 2015).
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4. CONCLUSOES

Tendo em vista os resultados obtidos, conclui-se que a expressdo da proteina
recombinante OMPL76 foi mais satisfatéria na cepa de E. coli C43. Esse sistema de
expressdo serd utilizado posteriormente para a obtencdo da proteina em maior
escala e sua purificacéo por cromatografia de afinidade. A proteina obtida sera entéo
utiizada como antigeno em formulagBes vacinais recombinantes contra a
leptospirose, com 0 objetivo de avaliar seu potencial imunoprotetor em modelo
experimental.
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