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1.   
 

 por 
Leptospira spp., cuja transmiss

do contato direto ou indireto com a urina de animais infectados (LEVETT, 2001). 
que dia 500 mil 

pessoas anualmente, dos quais mais de 10% na sua forma grave ( ndrome de 
 que 

(McBRIDE et al., 2005) causan
hemorragia pulmonar (Ko et al., 2009).  

As vacinas atualmente utilizadas   
(McBRIDE et al., 2005) e induzem uma -especifica, ou 
seja, conferindo contra sorovares . Devido 

 recombinantes de subunidade, 
compostas por   externa de membrana  
(OMPs), vem sendo estudada como alternativa as atuais vacinas (BRANGER et al., 
2005; SEIXAS et al., 2007). Dentre , pode-se destacar as adesinas 
LigA e LigB, perten Leptospiral Immunoglobulin-Like (Lig), que 
se caracterizam por apresentarem a nios de afinidade por 
imunoglobulina. Essas alta identidade n
conservadas, localizadas na -terminal (LigBrep) e com dis s 

-  (LigAni e LigBni)  a 
LigB, presente -terminal (LigBct) (MATSUNAGA et al., 2003).  

Devido a esses aspectos, o o das  
recombinantes LigAni, LigBni, LigBct1 e LigBct2 a partir de Leptospira interrogans 
sorovar Canicola, l (ANDRE-FONTAINE, 
2006), para  como alvos vacinais e no desenvolvimento de testes 

eptospitose. 

 
2.   METODOLOGIA 
 
2.1.    : 

 
   As sequ s dos genes foram obtidas a partir do DNA   
Leptospira interrogans sorovar Canicola cepa Honda Utrecht (HU). Os primers 

 do gene 



 
 

 

Vector NTI 10 (Invitrogen) (Tab. 1). As s foram amplific
r cadeia da polimerase (PCR) e 

purificados com o kit GFXTM
 PCR and Gel Band Purification (GE Healthcare). 

Os fragmentos obtidos  (RAMOS 
et al., 2004) e os p s recombinantes utilizados para transformar Escherichia 
coli TOP10. As  recombinantes originadas foram submetidas a uma triagem 

-  por com endonucleases . 
Os clones considerados recombinantes foram cultivados em meio Luria 
Bertani (LB) para expans os quais foram extra  com o kit 
GFXTM

 Micro Plasmid Prep (GE Healthcare).  
 
 

Tabela 1 - Primers  ncias. 

 
 Fragmento      Primer             

 

LigAni    F   CTCGAG               XhoI   

   R    CGGGAATTC                        EcoRI 

LigBni   F    CCGCTCGAG XhoI 

   R  CGGGAATTC EcoRI 

LigBct1          F    CCGCTCGAG XhoI 

   R   GGGAAGCTT HindIII 

LigBct2  F   CCGCTCGAG XhoI 

   R   GGGAAGCTT HindIII 
 
  
2.2.    e p as p : 

 
Os vetores plasmidiais produzidos foram utilizados para transformar E. coli 

BL21 (DE3) Star  . 
transformadas foram cultivadas  em 500 mL de Yeast 
Tryptone Medium (2YT), contendo ampicilina  atingirem a fase log de 
crescimento (DO600 = 0.6  0.8)  induzido com 1 mM de isopropil-

-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) ultivo 
durante mais 4 horas. com  
foram purificadas por cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose 

 dos quatro fragmentos foi avaliada em gel de 
poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% e por Western Blot utilizando-se anticorpo anti-
histidina. utilizando o kit Pierce  BCA 
Protein Assay kit (Thermo Scientific).  

 
 
3.  O 
 
 Os fragmentos foram amplificados (Fig. 1) e ligados de forma eficiente ao 
vetor de clonagem, resultando nos  denominados 
pAE/ligAni, pAE/ligBni, pAE/ligBct1 e pAE/ligBct2 (Fig. 2). 



 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Gel de agarose 1% com os fragmentos . P
molecular de 100 pb (1); ligAni, 1776 pb (2); ligBni, 1452 pb (3); ligBct1, 1167 pb (4); e ligBct2,       
1170 pb (5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
 
Figura 2: Gel de agarose 1% com os vetores recombinantes obtidos. 1 Kb 
plus (1), pAE (2), pAE/ligAni (3), pAE/ligBni (4), pAE/ligBct1 (5) e pAE/ligBct2 (6). 
 
 

expressas foram purificadas por cromatografia de afinidade e 
visualizadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% e Western Blot com anti-
histidina (Fig.3). 

 
demonstrou rendimento de 1,88 mg.L-1, 2,58 mg.L-1, 5,42 mg.L-1 e 1,52  mg.L-1 
respectivamente para LigAni, LigBni, LigBct1 e LigBct2. 

 

 
Figura 3: Gel de poliacrilamida 12% (a) e Western Blot (b), 
recombinantes. Marcador Amersham Full-Range Rainbow Molecular Weight Maker (1);                    
LigAni, 64 KDa (2); LigBni, 52 KDa (3); LigBct1, 45 KDa (4); LigBct2, 45 KDa (5).  



 
 

 

 

4.   
 

Com base nos resultados obtidos, conclui-  
s vetores  foi eficaz. Todos os genes alvos foram 

amplificados e clonados com sucesso em E. coli, possibilitando a  

LigBct2 foram obtidas em quantidades suficientes para os estudos posteriores de 
resposta imune e potencial imunoprotetor, esperando-se dessa forma 

contribuir  para a 
leptospirose.   
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