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1. INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose negligenciada de distribuicdo mundial e um
importante problema de saude publica, com grande impacto na producéo animal,
causada por espiroquetas patogénicas do género Leptospira (ADLER, 2015).
Roedores sédo os principais reservatorios desta espiroqueta, carregando-as nos
rns e as liberando no ambiente através da urina. Estima-se atualmente a
ocorréncia de mais de um milhdo de casos da doenca no mundo por ano e
aproximadamente 60.000 mortes (COSTA et al., 2015).

As vacinas disponiveis contra a leptospirose sdo compostas por bacterinas,
apresentando diversas limitagcbes como a inducdo de imunidade restrita aos
sorovares presentes na formulacao e efeitos indesejaveis que restringem seu uso
em humanos. (ADLER, 2015). Uma vacina constituida de antigenos proteicos que
contenham epitopos expostos na superficie da bactéria, conservados em todas as
espécies patogénicas, podera ser capaz de gerar uma resposta imune protetora
mais ampla e que neutralize a infec¢cdo (RAPPUOLI e BAGNOLI, 2011).

Nosso grupo identificou recentemente, através de uma abordagem de
vacinologia reversa e estrutural, potenciais novos alvos vacinais contra
leptospirose. Foram preditas 18 proteinas barril-B transmembrana (Bb-OMP)
conservadas entre as leptospiras patogénicas. A geracdo de modelos para as
estruturas tridimensionais dessas proteinas permitiu a predicdo da funcéo destas,
entretanto, a caracterizacdo in vitro ainda se faz necesséaria. Dentre estas
proteinas, destaca-se uma possivel proteina TolC de Leptospira spp. (LIC12575).
As proteinas desta classe estdo envolvidas na exportacdo de pequenas
moléculas e toxinas através da membrana externa de bactérias Gram-negativas.
A importancia destas proteinas para espiroquetas ja foi observada para Borrelia
burgdorferi, onde o silenciamento do gene para uma proteina TolC tornou a
espiroqueta incapaz de infectar camundongos. (BUNIKIS et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi utilizar uma abordagem estrutural para a
identificagdo de porcdes periplasméticas e integrais transmembrana da proteina
LIC12575 de Leptospira spp., realizando a clonagem e expressao heterdloga
destes segmentos, visando sua futura caracterizagéo.
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2. METODOLOGIA

2.1 Predicéo in silico das porg¢fes periplasmaticas e externas a membrana

Para este trabalho foi selecionada uma proteina descrita por GRASSMANN
et al. (2016), através de abordagens in silico, como sendo uma possivel proteina
TolC de Leptospira spp. codificadas pelo gene lic12575.

A proteina foi submetida a predicao in silico da sua estrutura tridimensional
na ferramenta |-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSERY/).
Para a visualizagdo do modelo estrutural foi utilizado o software UCSF Chimera
1.12. A determinacdo das porcdes periplasmatica e integral de membrana foi
realizada através de alinhamento estrutural com estruturas ortélogas cristalizadas
inseridas na membrana disponiveis no banco de dados RCSB PDB
(https://www.rcsb.org/).

2.2 Clonagem e expressao das porcdes proteicas selecionadas

As sequéncias codificadoras para cada um dos segmentos selecionados da
proteina de L. interrogans foram amplificadas através da técnica de PCR e
clonados no vetor pAE, utilizando o kit In-Fusion Cloning (Clontech), seguindo as
instrugdes do fabricante.

Os vetores recombinantes construidos foram caracterizados por
sequenciamento de DNA e utilizados para a transformacao da cepa de expresséo
E. coli C43(DE3). As células foram cultivadas a 37 °C em meio Luria-Bertani (LB),
com agitacdo a 180 rpm até a fase logaritmica de crescimento (absorbancia a
DOesoo entre 0,6 e 0,8), quando a expressdo das proteinas recombinantes foi
induzida pela adicdo de 1 mM de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) por
3h.

Apoés a expressao, os cultivos foram centrifugados a 7.000 x g por 15 min a
4°C. Os pellets foram ressuspendidos em 30 mL de tampédo (100 mM de Tris-
base; 300 mM de NaCl - pH 8,0) e as células rompidas por sonicacdo. As células
lisadas foram centrifugadas a 13.000 x g por 40 min a 4°C. ApoOs a coleta da
fracdo soluvel, o pellet foi ressupendido em 30 mL de tampao desnaturante (100
mM de Tris-base; 300 mM de NaCl; 8 M de Ureia - pH 8,0). A solubilidade das
proteinas recombinantes foi verificada através da técnica de SDS-PAGE 12%. As
fracbes que demonstraram conter as proteinas recombinantes foram filtradas e
purificadas através de cromatografia de afinidade em coluna de Niquel-Sepharose
(GE HealthCare) utilizando o sistema automatizado AKTA-Start (GE). As aliquotas
gue demonstraram a presenca da proteina foram dialisadas contra tamp&o
fosfato-salino (PBS) e armazenadas a 4°C para analises subsequentes

2.3 Caracterizacado das proteinas recombinantes purificadas

A caracterizacao das proteinas recombinantes foi realizada através de SDS
PAGE 12% seguido de Western blot (WB) com anticorpo monoclonal anti-6xHIS
(Sigma). Membranas de nitrocelulose Hybond ECL (GE HealthCare) foram
utilizadas para a eletrotransferéncia. Para o bloqueio utilizou-se leite em pé 5%
por 1 h. Em seguida, a membrana foi incubada por 1 h a temperatura ambiente
com o anticorpo anti-6xHIS conjugado a peroxidase em uma diluicdo de 1:5000.
Para a visualizacdo das reagbOes antigeno-anticorpo, foi utilizado solucédo
contendo os substratos diaminobenzidina (DAB) e H20.. Lavagens com PBS-T
foram realizadas entre cada etapa.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A proteina selecionada foi caracterizada estruturalmente como sendo uma
proteina barril-B transmembrana, confirmando a analise in silico anterior realizada
por GRASSMANN et al. (2016). Em outras bactérias, TolC foi descrita como uma
proteina trimérica com 12 folhas B transmembrana constituindo um barril- 3, onde
cada mondmero corresponde a 4 folhas B transmembrana. A sequéncia da
proteina LIC12575 demonstrou codificar para um destes mondémeros com 4 folhas
B transmembrana. A formacdo da estrutura em barril- f transmembrana foi
observada através do alinhamento com a estrutura ortéloga de Escherichia coli
(PDB:1TQQ). O alinhamento estrutural com sua proteina ortéloga permitiu
identificar as porc¢des integral de membrana, formada por doze folhas-beta, e
periplasmatica, formada por segmentos com estrutura alfa-hélices, caracteristicas
tipicas proteinas da classe TolC (Figura 1).

Figura 1. Predicéo estrutural da proteina LIC12575 de Leptospira spp. Em
amarelo sua porcéao integral de membrana e em azul o segmento periplasmatico.

A metodologia utilizada permitiu que as sequéncias referentes as porcoes
periplasmatica e integral de membrana da proteina fossem corretamente
amplificadas e clonadas no vetor pAE de expressdo em E. coli. Quanto a
solubilidade das proteinas, foi observado que a porcao integral foi expressa na
fracdo insoluvel, enquanto a porcdo periplasmatica demonstrou ser sollvel,
fortalecendo os indicios da localizacdo destes segmentos. As proteinas
recombinantes foram reconhecidas, através da técnica de Western blot, pelo
anticorpo monoclonal (mAB) anti-6xHis, nos tamanhos esperados de 20 e 18 kDa
para os segmentos periplasmatico e integral de membrana, respectivamente,
confirmando assim a obtencdo dos segmentos recombinantes da proteina
LIC12575 (Figura 2).

~25 kDa

~15 kDa

Figura 2. Western blot dos segmentos preteicos de LIC12575, utilizando anticorpo
monoclonal anti-6xHIS. M) Marcador de peso molecular. 1) Porcao
periplasmatica. 2) Porcéo integral de membrana.
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4. CONCLUSOES

Foram identificadas porc¢des transmembrana e periplasméaticas da proteina
LIC12575, uma possivel TolC, a partir de modelos estruturais preditos in silico.
Estas proteinas recombinantes serdo utilizadas para obtenc&o de anticorpos
especificos contra cada segmento, possibilitando a caracterizacdo deste potencial
antigeno vacinal, através da deteccdo da proteina nativa na superficie bacteriana.
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