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INTRODUCAO E OBJETIVOS

A hanseniase e endémica em varias partes do mundo, afetando milhoes de
pessoas. A doenca é transmitida no contato direto com pessoas infectadas
pela inalacdo do bacilo Micobacterium leprae, causa lesbes na pele e
alteracoes neurologias, alem de outros sintomas sistémicos. O diagnostico
da hanseniase e baseado na baciloscopia e histopatologia e a confirmacao €
feita atraves dos sinais e sintomas apresentados pelos pacientes. Nao existe
um metodo com sensibilidade e especificidade requeridos para deteccao de
todos 0s casos 0 que é essencial para um melhor controle e diminuicao dos
indices epidemiologicos da doenca. O objetivo dessa pesquisa é expressar,
purificar e quantificar duas guimeras recombinantes de M. leprae utilizando
para 1SS0 0 sistema de expressao heterdloga em E. coli em quantidades
suficientes para realizacao de testes imunologicos para o desenvolvimento
de testes diagnosticos sorologicos para hanseniase.

METODOLOGIA

Transformacéao em celulas
competentes de E. coli e
selecao dos clones
recombinantes.

Juncao do inserto (MLP15)
com o vetor (pAE) através

das enzimas de restricao
Hindlll e BamHI.

Purificacao da proteina
recombinante (Figura 1) por
cromatografia de afinidade

em colunas de NI-NTI.

Expressao da proteina MLP15
em varias cepas E. coli.

Figura 1. Representacdo da predicao, In silico, da estrutura terciaria da
proteina MLP15 em RaptorX,
Software Protein.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

A clonagem do polipeptideo no vetor de expressao pAE fol bem sucedida e
confirmada por digestao com enzimas de restricao, PCR e sequenciamento. A
expressao do MLP15 em varias cepas foi confirmada por Western Blot. (Figura
2 a) A proteina fol purificada com sucesso em um rendimento de 2,2 mg/L,
confirmado por Western Blot de anti-histidina (Figura 2 b).
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Figura 2. (a) Analise de Western Blot da expressao em pequena escala,
mostrando a presenca de bandas de aproximadamente 17 e 36 kDa. M:
Marcador; 1: E. coli Star; 2: E. coli C41; 3: E. coli C43; 4: E. coli Roseta; 5: E.
coli pLysS; 6: E. coli pLysE; 7: E. coli RP and 8: E. coli Salt Induction. (b)
Western Blot do polipeptideo reconhecido pelo anticorpo monoclonal anti-
histidina apresentando reacao nas bandas de aproximadamente 17 e 35 kDa. M:
Marcador; 1: His-MLP15 purificado.

CONCLUSOES

A clonagem e expressao de uma das quimeras recombinantes, o MLP15, em
sistema de expressao heterologo em E. coli BL21(DE3) foi realizada com
exito. Através de métodos como Western Blot foi possivel quantificar e concluir
que as quantidades expressas de proteina sao significativas e podem ser
utilizada em testes sorologicos. Os resultados das analises in silico indicaram
que o polipeptideo tem potencial para reconhecimento sorologico, varios
epitopos foram capazes de ser reconhecidos por moleculas de MHC-I e MHC-
I1. No futuro o proximo passo € realizar testes sorologicos In vitro para a
deteccdo de M. leprae. .
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