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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenca grave que, apesar de ser infecciosa e atingir
tanto areas urbanas quanto rurais, € constantemente negligenciada. A principal
forma de contagio € através do contato com a urina de roedores infectados. A
melhor forma de prevencdo contra essa zoonose, € 0 investimento em
infraestrutura e saneamento basico de qualidade, porém em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, esse tipo de medida acaba sendo de dificil
implementacéo (DELLAGOSTIN, 2011; WHO, 2011; KARPAGAM, 2020).

E sabido que as vacinas contra leptospirose previnem a doenca. As vacinas
de bacterina, atualmente presentes no mercado, consistem em leptospiras inteiras
inativadas (ADLER, 2015). Entretanto, existem limitacdes referentes a essas
formulacdes, como o fato das mesmas nao conferirem protecédo cruzada contra 0s
diferentes sorovares da bactéria (KOIZUMI, 2005). Até o presente momento, as
solucdes para superar essas limitacbes tem focado no desenvolvimento de
vacinas recombinantes baseadas em antigenos conservados em diferentes
sorovares da bactéria (DELLAGOSTIN, 2011).

Proteinas imunogénicas de Leptospira, preferencialmente expostas nha
superficie da membrana externa, sdo ditos bons alvos vacinais (DELLAGOSTIN,
2011; GRASSMANN, 2017). Os receptores dependentes de TonB (TBDR) séo
uma classe de proteinas de membrana bem conservadas, que desempenham
papéis vitais no metabolismo bacteriano. A partir de epitopos selecionados
nesses receptores, foi confeccionada uma quimera denominada rTBDR, a qual ja
foi descrita como um bom alvo vacinal contra Leptospira spp. (BETTIN, 2022).

Vacinas recombinantes baseadas em bacterinas de Escherichia coli
apresentam vantagens como baixo custo de producéo, seguranca e expressao de
proteinas heterdlogas em altos niveis (MOREIRA et al, 2020). Sendo assim, o
presente trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar uma bacterina de E.
coli recombinante expressando a quimera rTBDR, para posterior avaliacado de seu
potencial imunoprotetor contra leptospirose.

2. METODOLOGIA
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A bactéria Escherichia coli cepa BL21 Star foi transformada por choque
térmico com o plasmideo recombinante pAE/fTBDR, previamente construido pelo
nosso grupo (BETTIN, 2022) e apenas com o plasmideo pAE sem inserto, usado
como controle negativo. Posteriormente, ambas as cepas foram cultivadas em 10
mL de caldo Luria-Bertani (LB) com acréscimo de ampicilina (100 pg.mlt) por 16-
18h a 37 °C sob agitacdo. Apds esse periodo, os cultivos foram inoculados em
frascos contendo 100 mL de meio LB com ampicilina e incubados nas mesmas
condicdes citadas anteriormente. Ao atingir a fase logaritmica de crescimento
(DOsoonm 0,6), a expressdo da proteina foi induzida com 0,5 mM de IPTG
(Isopropil B-D-1-tiogalatopiranosideo) por 3h sob as mesmas condi¢fes. Aliquotas
do cultivo de E. coli foram coletadas antes e depois da inducdo para avaliacao da
expressdo das proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
12%.

Posteriormente, o cultivo foi centrifugado a 5000 x g por 10 min, o
sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em 10 mL de tampé&o fosfato-
salino (PBS) com ajuste para a concentracdo de 10’ UFC/mL para entdo ser
aliqguotado em microtubos de 1,5 mL contendo 1 mL em cada. As aliquotas foram
submetidas ao tratamento por calor a 80 °C por 30 min, com o objetivo de
inativacao celular, conforme descrito em Sharma et al. (2011). Para confirmar a
inativagdo e inibicdo do crescimento celular, foi realizado um inéculo de 50 pL em
caldo LB. Uma aliquota da amostra poés inativacao foi coletada para a extracao de
plasmideo utilizando kit comercial e, posteriormente, o DNA extraido foi avaliado
por corrida eletroforética em gel de agarose 0,8%.

Além disso, aliquotas pré e pos-inativacao foram utilizadas para avaliacédo
da integridade da proteina rTBDR apds o tratamento com calor. Para isso, as
aliquotas foram submetidas a SDS-PAGE 12% seguido de eletrotransferéncia
para uma membrana de nitrocelulose. A membrana foi incubada em solucéo de
bloqueio (leite em p6 5% diluido em PBS-T), submetida a lavagens com PBS-T e,
apos, incubada por 1 h sob agitagcdo constante em PBS-T contendo anticorpo
monoclonal de camundongo anti-cauda de histidina conjugado com peroxidase
(1:10000). A reacédo na membrana foi revelada em solucéo cromdgena composta
por 6 mg de tetrahidrocloreto de diaminobenzedina (DAB), 15 puL de H202 30%, 9
mL de Tris-HCI 50 mM pH 7,6 e 1 mL de sulfato de niquel 0,3% (NiSO,).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressdo da proteina ocorreu de forma eficiente apos inducdo com
IPTG, e foi detectada através de SDS-PAGE no tamanho esperado de
aproximadamente 40 kDa (Figura 1). Por outro lado, nenhuma diferenca no
padrdo de expresséao foi detectada nas amostras pré e pds-inducdo da cepa de E.
coli transformada com o plasmideo pAE sem inserto, usado como controle
negativo.
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Figura 1. Confirmacdo da expressdo da proteina rTBDR através de SDS-PAGE.
1. Marcador de peso molecular; 2. rTBDR purificada; 3. E. coli transformada com
vetor pAE/fTBDR néo induzida; 4. E. coli transformada com vetor pAE/ITBDR
induzida; 5. E. coli transformada com vetor pAE nao induzida; 6. E. coli
transformada com vetor pAE induzida.

A inativagdo da bactéria ocorreu de forma efetiva e foi confirmada pela
auséncia de crescimento nas amostras semeadas em caldo LB. Além disso, a
eletroforese em gel de agarose permitiu visualizar que o tratamento com calor
também promoveu a degradacao do DNA plasmidial, validando a inativacao por
temperatura (Figura 2).

Figura 2. Avaliacdo da degradacdo do DNA plasmidial pos-inativacéo através de
eletroforese em gel de agarose. 1. Plasmideo extraido da bacterina pAE/'TBDR;
2. Plasmideo extraido da bacterina pAE; 3. Vetor pAE utilizado como controle.

Através das técnicas de SDS-PAGE e Western Blot, foi possivel detectar
gue a proteina em questdo se mantém integra mesmo apoés a inativacao celular,
além de continuar sendo reconhecida por anticorpo especifico (Figura 3).
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Figura 3. Avaliacdo da integridade da proteina rTBDR ap0s o processo de
inativacdo. (A) SDS-PAGE e (B) Western Blot. 1. Marcador de peso molecular; 2.
rTBDR purificada; 3. E. coli transformada com pAE/'TBDR pré inativacdo; 4. E.
coli transformada com pAE/rTBDR inativada por calor; 5. E. coli transformada com
pAE pré inativacao; 6. E. coli transformada com pAE inativada.

4. CONCLUSOES
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A inativagao celular ocorre de forma eficiente apds tratamento com calor nas
condi¢des aqui apresentadas. Esse processo também promove a degradacéo do
material genético plasmidial, conferindo maior seguranca a formulacdo. A
integridade da proteina rTBDR é mantida mesmo apds a inativacdo da cepa
recombinante de E. coli, corroborando com o seu uso na formulagdo de um
protétipo vacinal.
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