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1. INTRODUÇÃO 
 
 A leptospirose é uma zoonose causada por bactérias patogênicas do gênero 
Leptospira. Atualmente, estão descritas 13 espécies patogênicas de leptospiras e 
mais de 260 sorovares. Os sorovares antigenicamente relacionados são 
classificados em sorogrupos, compreendendo 29 sorogrupos distintos (ADLER; DE 
LA PENA MOCTEZUMA, 2010). A variedade sorológica é consequência da 
diversidade antigênica causada, principalmente, pelo lipopolissacarídeo (LPS), o 
qual é estruturalmente distinto do encontrado em bactérias Gram-negativas. As 
leptospiras possuem estrutura de dupla membrana, com grande quantidade de 
proteínas expostas na superfície da bactéria (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 
2010). O seqüenciamento de genomas de leptospiras proporcionou o conhecimento 
de centenas de genes, que apesar de as proteínas correspondentes não possuírem 
função conhecida ou comprovada, estão anotadas como prováveis proteínas de 
membrana externa ou lipoproteínas (NASCIMENTO et al., 2004).  
 A leptospirose animal é caracterizada por altos índices de abortos, natimortos, 
infertilidade e redução na produção de leite. Desta forma, a indústria agropecuária 
sofre grande impacto econômico, com prejuízos para os produtores e, 
consequentemente, para a economia dos países acometidos (ADLER; DE LA PENA 
MOCTEZUMA, 2010). Ainda são escassos os dados oficiais referentes à ocorrência 
da enfermidade em animais no Brasil. A prevalência sorológica em animais é 
estimada em torno de 35%, com mais de 80% das propriedades rurais apresentando 
casos da doença (LILENBAUM; DOS SANTOS, 1995; MARTINS et al., 2011). Além 
do importante impacto econômico, a doença nos bovinos é considerada como um 
fator de risco ocupacional para veterinários, magarefes e produtores rurais (FAINE et 
al., 1999; LEVETT, 2001). 
 A vacinação contra leptospirose bovina é realizada com bacterinas dos sorovares 
endêmicos na região (DELLAGOSTIN et al., 2011). Esta vacinação apresenta uma 
série de limitações, onde destacam-se: (i) reações adversas à vacina; (ii) proteção 
apenas contra os sorovares incluídos na vacinação; (iii) necessidade de estudos 
epidemiológicos continuados para conhecer todos os sorovares endêmicos e incluí-
los na vacinação; (iv) resposta imune de curta duração, necessitando de múltiplas 
doses para manutenção da imunidade (DELLAGOSTIN et al., 2011). Além disso, a 
resposta imune protetora é pouco compreendida. Na maioria das espécies a 
vacinação parece induzir resposta humoral com predomínio de anticorpos protetores 
anti-LPS. Em bovinos, bacterinas que induzem altos títulos de anticorpos anti-LPS 
não são protetoras, enquanto bacterinas que induzem potentes respostas celulares 
apresentam maior proteção (ZUERNER et al., 2011).  
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 Frente a esses problemas, torna-se de extrema importância o desenvolvimento 
de uma vacina protetora contra a leptospirose bovina, de amplo espectro e com 
imunidade de longa duração. Nas últimas décadas, o rápido progresso das 
pesquisas, em particular nas áreas de Imunologia e Biologia Molecular, lançou 
bases para avanços na tecnologia de produção de vacinas. Isto permitiu a 
introdução de novas estratégias para a obtenção e produção de antígenos, assim 
como foram desenvolvidos novos protocolos de administração e apresentação 
desses antígenos para as células do sistema imune. Nesse contexto, este estudo 
tem por objetivo realizar a clonagem, expressão, purificação e caracterização de três 
lipoproteínas de membrana de Leptospira borgpetersenii sorovar Ballum 4E: 
lic10260, lic10365 e lic11360, as quais serão utilizadas no desenvolvimento de 
vacinas recombinantes para o controle da leptospirose. 
  

2. METODOLOGIA 
 

- Cepas, cultivo e extração de DNA: A cepa de leptospiras virulentas que utilizadas 
neste estudo foi Leptospira borgpetersenii sorovar Ballum 4E. As leptospiras foram 
cultivadas em meio EMJH (Difco) enriquecido com 10% de suplemento comercial 
(Difco) e mantidas a 29°C. Foram realizados repiques semanais da cultura, 
acompanhados de contagem de células bacterianas em câmara de Petroff-Hausser. 
10^8 células foram centrifugadas e utilizadas para extração de DNA genômico 
utilizando o kit comercial illustraTM bacteria genomicPrep Mini Spin Kit (GE 
Healthcare).  
- Escolha de LICs e desenho dos primers: A partir da sequência genômica, 
disponível no banco de dados GenBank (NCBI) foram selecionadas 3 sequências 
codificadoras. As sequências foram escolhidas a partir de informações sobre as 
proteínas correspondentes, obtidas em análises no banco de dados UniProt 
Knowledgebase (UniProtKB). Os requisitos desejáveis para inclusão de uma 
sequência codificadora no trabalho foram: proteínas de membrana externa expostas 
na superfície, prováveis lipoproteínas, cuja função esteja relacionada a algum 
processo patogênico e que ainda não foram avaliadas quanto à imunoproteção. Uma 
vez escolhida a sequência, foram desenhados primers com o auxílio do software 
Vector NTI 11 (Invitrogen). Cada primer adicionou a uma extremidade da sequência 
alvo um sítio para enzima de restrição que permitiu a clonagem no vetor pAE de 
expressão em Escherichia coli. Quando presente a sequência para o peptídeo sinal 
não será incluída na porção do gene amplificada.  
- Clonagem e caracterização de recombinantes: A amplificação das sequencias 

alvo foi realizada por reação em cadeia da polimerase (PCR), utilizando como DNA 
molde o DNA de Leptospira borgpetersenii sorovar Ballum 4E, conforme as 
características da sequência em questão. O produto da reação foi purificado com kit 
comercial (illustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification kit - GE) e 
visualizado por eletroforese em gel de agarose. Em seguida vetor e inserto foram 
digeridos com as mesmas enzimas de digestão BamHI e HindIII e ligados. O produto 
da reação foi utilizado para transformar células competentes de E. coli TOP10 por 
eletroporação. Após a transformação as células foram cultivadas em meio LB sólido 
suplementado com ampicilina. As colônias transformantes foram submetidas à 
extração rápida de DNA por fenol-clorofórmio, e o DNA foi submetido à eletroforese 
em gel de agarose para análise do tamanho aparente do plasmídeo presente. As 
colônias que apresentaram prováveis vetores recombinantes foram selecionadas e 
expandidas em LB líquido suplementado com ampicilina. O plasmídeo foi purificado 



 

pelo kit comercial illustraTM plasmidPrep Mini Spin kit  e em seguida submetido a 
confirmação de presença de inserto por PCR com os mesmos primers utilizados na 
primeira amplificação e digestão com enzimas de restrição. 
- Expressão, purificação e antigenicidade das proteínas recombinantes: Os 
vetores recombinantes foram utilizados para transformar E. coli BL21 Star™ por 
choque térmico. Após transformadas, as células foram cultivadas em 25 mL de LB 
líquido com ampicilina overnight e utilizadas como inoculo em 500 mL do mesmo 
meio. Quando a densidade óptica a 600 nm atingiu 0,6-0,8 a expressão da proteína 
recombinante foi induzida por 1 mM de IPTG. Após 3 horas de expressão as células 
foram centrifugadas e lisadas para purificação da proteína recombinante por 
cromatografia de afinidade ao níquel. As alíquotas de proteína foram analisadas 
quanto à pureza por eletroforese em gel de acrilamida (SDS-PAGE). As proteínas 
foram quantificadas utilizando o kit comercial BCA Protein Assay (Thermo Scientific 
Pierce). Em seguida as proteínas purificadas foram submetidas a western blot com 
anticorpo monoclonal anti-6xHis para caracterização da antigenicidade das proteínas 
obtidas.  
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Três genes foram identificados e selecionados para expressão de proteínas 
recombinantes, as lic10260, lic10365 e lic11360. O processo de clonagem resultou 
nos vetores recombinantes pAE/lic10260, pAE/lic10365 e pAE/lic11360. A 
caracterização dos vetores pela digestão com enzimas de restrição BamHI e HindIII 
resultou em um padrão de fragmentação condizente ao esperado: 2080pb e 350pb 
para pAE/lic10260, 2080pb e 1080pb para pAE/lic10365 e 1080pb e 596pb para 
pAE/lic11360. As proteínas foram eficientemente expressas em E. coli cepa Star e 
purificadas. O WB realizado com anticorpo anti-6xHis identificou as proteínas 
recombinantes purificadas no tamanho esperado, 12,3 kDa para rLIC10260, 37,5 
kDa para rLIC10365 e 23,9 kDa para rLIC11360 (Figura1). 

 
Figura 1: Western blot anti-6xHis 

 
 

 



 

4. CONCLUSÕES 

 
As proteínas rLIC10260, rLIC10365 e rLIC11360 são antígenos potenciais para a 

produção de uma vacina multi-sorovar contra leptospirose. A expressão em sistema 
E. coli de expressão heteróloga e a purificação por cromatografia de afinidade são 
eficientes para a obtenção destas proteínas. Futuros experimentos envolvem a 
avaliação do caráter imunoprotetor dessas proteínas no modelo animal Mesocricetus 
auratus, através de desafios homólogo e heterólogo. 
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