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1. INTRODUÇÃO

A leptospirose é causada por bactérias do gênero Leptospira, pertencente à ordem spirochaetales. Entre as espécies de leptospira patogênicas destaca-se a L. interrogans. Esta bactéria é responsável por dores musculares, icterícia em mucosas como a conjuntiva dos olhos, desordem mental, falha renal grave podendo levar à morte [3]. Seu impacto social é enorme, principalmente em países de clima chuvoso, semelhante àquele encontrado no norte do Brasil. Mais ao sul a L. interrogans também é prevalente, porém em menor grau [1]. Em função do impacto deste patógeno para a saúde humana, este microorganismo teve seu genoma seqüenciado por um consórcio nacional de laboratórios, o qual publicou importantes trabalhos como resultado de tal estudo [4, 5]. O microorganismo cujo genoma foi totalmente seqüenciado é a Leptospira interrogans sorovar copenhageni, cepa L1 130 [5].

 A análise do genoma através de ferramentas de bioinformática permite, por comparação com genes homólogos encontrados em outros patógenos, a identificação de genes que codificam para proteínas envolvidas no mecanismo de patogenicidade e virulência, bem como proteínas expostas na superfície da bactéria. Estas proteínas são potencialmente antígenos que podem vir a desencadear uma resposta imune protetora, quando utilizados como vacina de subunidade. Esta abordagem para desenvolvimento de vacina poderá resultar em uma vacina recombinante que seja capaz de proteger contra múltiplos sorovares, diferentemente das vacinas atualmente disponíveis comercialmente para uso em animais que são sorovar específicas, o que constitui-se em uma grande desvantagem. Não há vacina contra leptospirose licenciada para uso em humanos no Brasil.

O objetivo deste estudo foi identificar no genoma da L. interrogans genes que codificam para proteínas potencialmente imunogênicas, clonar e expressar este genes para posterior purificação da proteína recombinante e avaliação da sua capacidade de induzir imunidade protetora quando utilizada como vacina de subunidade.

2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Extração de DNA genômico

Pellets bacterianos oriundos do crescimento de L. interrogans em meio EMJH líquido, foram gentilmente cedidos pelo Centro de pesquisas Gonçalo Moniz – Fiocruz/BA. Estes pelletes foram utilizados para obtenção de DNA genômico através do uso do kit Genomic TIP 100 (QIAGEN), seguindo as recomendações do fabricante. 

2.2 Desenho de primers e PCR

Os genes selecionados para este estudo foram ligB, rlpA, ORF 27170.1, ORF 27820.1 e ORF 32270.1. Os primers usados para amplificação por PCR destes alvos foram desenhados utilizando-se o software Vector NTi 8.0. Para cada gene, 3 ou 4 pares de primers foram desenhados, específicos para as regiões hidrofílicas das proteínas. As reações de PCR foram realizadas em termociclador Eppendorf utilizando-se a enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen), obedecendo-se as condições sugeridas pelo fabricante, sob o programa 94ºC por 5 minutos (para desnaturação) seguido por 35 ciclos (94ºC por 1 minuto, 48º por 1 minuto e 72ºC por 1 minuto) com uma etapa de extensão final de 7 minutos a 72ºC. Os produtos gerados foram analisados por eletroforese em gel de agarose.

2.3 Clonagem e expressão

Os fragmentos amplificados foram tratados com enzimas de restrição, ligados a vetores de expressão em Escherichia coli previamente preparados, e o produto da ligação foi utilizado para transformar E. coli competente. Clones recombinantes foram crescidos em meio líquido em placas de 96 poços e induzidos com 1,3 mM de IPTG. Depois de determinado tempo, a placa induzida com IPTG foi centrifugada e armazenada a –20ºC até ser utilizada para avaliação através de SDS-PAGE.

2.4 SDS-PAGE 

A fim de confirmar a expressão das proteínas recombinantes, foi realizado eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE). O gel foi corado com Comassie Blue e o perfil de bandas da amostra coletada antes da indução com IPTG foi comparado ao obtido após indução. A presença de uma banda extra, de tamanho correspondente ao fragmento clonado, na amostra induzida, comprova o sucesso na expressão da proteína recombinante.

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

A amplificação por PCR foi obtida de todos os fragmentos dos genes que codificam para as lipoproteínas RLP-A e 32270.1 e a maioria daqueles que codificam para os fragmentos das lipoproteínas  27190.1 e 27820.1 (figura 1). Dentre estes produtos de PCR, obteve-se sucesso na clonagem no vetor de expresão pQE30 aqueles que codificam para os fragmentos maiores das lipoproteínas RLP-A e 32370.1 (Figura 1 colunas 9 e 12). Para os demais fragmentos ainda não se obteve clones recombinantes. 

A expressão da lipoproteína RLP-A (Rare lipoprotein-A) foi bem sucedida, o mesmo acontecendo com a 32.270.1 (figura 3 B), ambas na sua forma inteira. Também o mesmo pode ser visto com relação aos fragmentos do gene que codifica para a proteína LigB (leptospiral immunoglobulin-like). O produto da PCR que foi clonado no plasmídeo de expressão corresponde a um fragmento truncado de 312 pb (figura 2) constituindo um clone de expressão de um peptídeo de 14 kDa da região C-terminal da LigB (figura 3 A). Estas proteínas apresentam uma cauda de 6 resíduos de histidina, e serão agora purificadas por cromatografia de afinidade das histidinas em coluna de níquel. O procedimento será executado com a utilização do sistema de cromatografia líquida AKTA prime (Amersham).

      O processo de clonagem dos demais fragmentos será repetido, visando obter-se clones recombinantes que serão então submetidos ao mesmo processo de avaliação da expressão e purificação da proteína recombinante. Após a purificação das proteínas, estas serão quantificadas, avaliadas quanto a sua pureza, e utilizadas para a imunização de hamsters, seguido de teste de desafio com leptospiras  patogênicas. Espera-se com esta abordagem identificar um antígeno protetor que possa vir a ser usado como vacina de subunidade tanto em humanos quanto para animais.
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4. CONCLUSÕES

Obteve-se a amplificação por PCR de fragmentos de DNA correspondente à vários genes que codificam para proteínas com potencial imunogênico. Dos fragmentos amplificados três foram clonados e em todos a expressão da proteína recombinante foi observada através de eletroforese em gel de poliacrilamida. Resta agora clonar e expressar outras lipoproteínas de interesse para o projeto, assim como outros fragmentos das proteínas da família Lig, seja na sua forma truncada ou íntegra, para serem usadas na avaliação da resposta protetora que poderá levar a produção de uma nova vacina.
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Figura 1. Eletroforese dos produtos amplificados por PCR. M, marcador de peso molecular ladder 1kb (Invitrogen); Colunas 1 a 3, fragmentos da ORF 27190.1; Colunas 4 a 5, fragmentos da ORF 27820.1; Colunas 1 a 9, fragmentos da ORF 32270.1; Colunas 10 a 12, fragmentos do gene rlp-A. Os produtos de PCR das colunas 9 e 12 foram eficientemente clonados em vetor de expressão e expressos em E.coli.
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Figura 2. Eletroforese dos produtos dos fragmentos do gene que codifica para a proteína LigB. O produto de PCR da coluna 6 foi clonado em vetor de expressão e expresso em E. coli.
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Figura 3. Eletroforese em gel de poliacrilamida demonstrando a expressão dos fragmentos truncados do gene que codifica para a proteína LigB (Painel A) e para a lipoproteína hipotética 32270.1 (Painel B). I indica a coluna contendo a amostra induzida e U indica o controle não induzido
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