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1. INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose de distribuicAo mundial, causada por
espiroquetas patogénicas do género Leptospira. O ciclo de vida da Leptospira
envolve a transmissao pela 4gua contaminada e a colonizacéo dos tubulos renais
de seus hospedeiros. A infeccdo de hospedeiros casuais, incluindo humanos,
pode causar sequelas fatais (PINNE et al., 2013). Em humanos os sintomas
clinicos da fase inicial da doenca séo inespecificos, podendo ser confundidos com
outras patologias como a dengue, a malaria, a febre tiféide, entre outros
(BOONYOD et al., 2005). Por este motivo, o diagndstico precoce e especifico é
fundamental para o tratamento da doenca.

Dentre os antigenos conservados e especificos de leptospiras patogénicas,
destaca-se a proteina LipL32, sendo a mais abundante na membrana externa da
bactéria (CULLEN et al., 2005). A LipL32 em sua forma recombinante (rLipL32)
apresenta-se como uma potencial ferramenta de imunodiagndstico, visto que mais
de 95% dos pacientes com leptospirose produzem anticorpos contra LipL32
durante a infeccdo (GUERREIRO et al., 2001). Ainda, anticorpos monoclonais e
policlonais gerados contra rLipL32 mostraram-se sensiveis e especificos
(FERNANDES et al., 2007) e estudos de protecdo vacinal foram considerados
promissores (SEIXAS et al., 2007).

A obtencao de lotes puros de rLipL32 € essencial, pois os resultados dos
ensaios de diagnostico ou imunizacdo sdo dependentes da qualidade do insumo
produzido. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi a otimizacdo dos
processos de expresséao e purificacdo da rLipL32, buscando maior rentabilidade e
qualidade nas produc¢fes da proteina, visando sua posterior aplicacdo em ensaios
imunologicos.

2. METODOLOGIA

Para a producdo de rLipL32 foi utilizado o plasmideo pAE/LipL32,
previamente construido por SEIXAS et al. (2007). O pAE/LipL32 foi utilizado para
a transformacgédo, por choque térmico, de bactérias Escherichia coli cepa BL21
Star™(DE3). O produto da transformacgao foi semeado em meio Luria-Bertani (LB)
sélido contendo antibiético ampicilina, como agente de selecdo de clones
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recombinantes. As colonias recombinantes obtidas foram entdo inoculadas em 25
mL de meio LB liquido (pré-indculo) e este, apds incubacdo overnight a 37 °C sob
agitacdo a 180 rpm, foi transferido para 500 mL de meio LB liquido (in6culo).
Ambos, pré-inoculo e inéculo, continham 1% de ampicilina. O indculo foi incubado
a 37° C sob agitacdo (180 rpm) por 4 h. Decorrido este periodo, ao cultivo foi
adicionado 2% de Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) e novamente
incubado, sob mesmas condi¢des, para inducdo da expressdo das proteinas
plasmidiais. A avaliacdo da inducdo da expresséo de rLipL32 foi realizada por
SDS-PAGE. Para tal, foram coletadas aliquotas do in6culo de transformantes
antes e apos a adicdo de IPTG. Ao final do periodo de expressao, o cultivo foi
centrifugado (7.000 rpm 15 min) e os residuos sélidos acumulados (pellet)
estocados a — 20 °C por 18 h. Apds descongelamento, o pellet foi ressuspendido,
agitado por 72 h a 4 °C e entédo sonicado (3 x 15 s a 60 Hz). A amostra contendo
a proteina de interesse foi entdo centrifugada a 10.000 rpm por 1h, filtrada (0,8
um) e purificada por cromatografia de afinidade em coluna de niquel (GE
Healthcare). Para otimizacdo do processo de purificacdo, as colunas de niquel
utilizadas foram submetidas a um protocolo de regeneracdo. Resumidamente, a
regeneracao da coluna consiste na retirada de residuos e carregamento utilizando
sulfato de niquel (NiSOg4). Para a purificacdo da rLipL32 foram utilizadas diferentes
concentracbes de Imidazol, sendo coletadas aliquotas para analise por SDS-
PAGE. A rLipL32 purificada foi entdo dializada em PBS (0,01 M pH 7,2),
concentrada utilizando-se polietilenoglicol (PEG), analisada por SDS-PAGE e
Western blot, utilizando anticorpo anti-histidina, e entdo quantificada pelo método
de Bradford (1976). Para avaliar a funcionalidade da proteina, esta foi utilizada em
Western blot e ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) indireto utilizando
um anticorpo  monoclonal (mAb anti-LipL32) previamente produzido
(FERNANDES et al., 2007) como anticorpo primario.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O sistema procarioto de expressao E. coli tem sido amplamente utilizado
para producdo recombinante de diversas proteinas, visto que se trata de um
sistema de facil manipulacdo e caracteristicas bem elucidadas. Varias cepas
diferentes dessa bactéria apresentam boa aplicabilidade para a producdo de
proteinas recombinantes (UKKONEN et al., 2013). Neste estudo a rLipL32 foi
expressa com eficiéncia (Figura 1, painel A) e a regeneracao da coluna de niquel
aumentou a quantidade de proteina recuperada. Assim, foi possivel obter
amostras com concentracdes de mais de 1 mg/mL. O protocolo de regeneragao €
um método simples e rentavel, otimizando o processo de purificagdo com Imidazol
(Figura 1, painel B).

A rLipL32 produzida neste estudo foi aplicada em ELISA indireto sendo
reconhecida pelo mAb anti-LipL32 confirmando a funcionalidade da proteina
obtida (dados ndo mostrados). Ainda, a rLipL32 aqui descrita foi reconhecida por
anticorpos anti-histidina e anti-LipL32 no Western blot (Figura 2), confirmando a
natureza recombinante da proteina e a estrutura esperada da molécula,
concordando com os resultados anteriormente obtidos por SEIXAS et al. (2007). A
presenca de uma regido poliadenilada no gene da LipL32 inserido no plasmideo
pPAE leva a expressdo de uma cauda de aminoacidos histidina na proteina
recombinante, o que permitiu tanto o processo de purificacdo por cromatografia
de afinidade, como também a identificacdo da proteina através de Western blot
utilizando um anticorpo anti-histidina como anticorpo primario.



18A22/11

NOPREDIOCAMPUSPORTO
RUAGOMESCARNEIRON®1

C 02013
XXICONGRESSODEINICIAGAOCIENTIFICA
DAUNIVERSIDADEFEDERALDEPELOTAS

1 2 3 4 5

32 kDa

Figura 1: Avaliacédo da expresséo e purificagéo de rLipL32 por eletrofopese em gel

de poliacrilamida (SDS/PAGE 12%). Painel A: expresséao de rLipL32. Coluna 1: E.
coli cepa BL21 Star induzida com IPTG; Coluna 2: E. coli BL21 Star n&o induzida
com IPTG; Coluna 3: rLipL32 purificada em coluna de niquel; Coluna 4: rLipL32
previamente purificada. Painel B: amostras proteicas recuperadas com diferentes
concentracdes de Imidazol. Coluna 1: 10mM; Coluna 2: 20mM; Coluna 3: 50mM;
Coluna 4: 100mM; Coluna 5: 250mM (onde ha presenca da proteina desejada);

Coluna 6: 500mM; Coluna 7: 1M.
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Figura 2: Western blot para a deteccéo de rLipL32. Coluna 1: deteccao de rLipL32
utilizando anticorpos anti-histidina; Coluna 2: deteccéo de rLipL32 utilizando
anticorpo monoclonal anti-LipL32.

4. CONCLUSOES

A producdo de rLipL32 no sistema procariético E. coli se mostrou
satisfatoria bem como a funcionalidade da proteina. O protocolo de regeneracdo

das colunas de niquel utilizadas mostrou-se diferencial quantitativamente na
recuperacéao de proteina a cada processo de purificacao.
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