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RESUMO 
  
Grassmann, André Alex. Vacina Recombinante contra Leptospirose: 

construção, expressão e caracterização de rLTBLipL32. 2008. 46f. Monografia 
(Graduação) – Bacharelado em Ciências Biológicas. Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas. 

 
A leptospirose, doença causada por espiroquetas patogênicas do gênero Leptospira, é 
a mais difundida zoonose do mundo. Estima-se a ocorrência de cerca de 500.000 
casos de leptospirose em todo o mundo, anualmente. Em 5 a 15% das infecções 
clínicas a doença progride para a forma grave, com taxas de letalidade entre 5 e 
40%. As vacinas comerciais disponíveis – bacterinas – estimulam imunidade restrita 
a poucos sorovares. Devido ao grande número de sorovares patogênicos é desejável 
o desenvolvimento de uma vacina de amplo espectro contra a leptospirose. A LipL32 
é a principal proteína de membrana externa, e é conservada entre as leptospiras 
patogênicas e ausente nas não-patogênicas, sendo um candidato promissor ao 
desenvolvimento de uma vacina recombinante de subunidade. Vacinas 
recombinantes dependem de adjuvantes imunológicos para potencializar sua 
imunogenicidade. A subunidade B da enterotoxina termolábil de Escherichia coli (LTB) 
é um forte adjuvante imunológico e estimula uma ampla e duradoura resposta 
sistêmica com secreção de anticorpos contra antígenos co-administrados ou 
fusionados. O objetivo deste trabalho foi construir, expressar e caracterizar uma 
quimera recombinante composta pela fusão da LTB com LipL32, visando o 
desenvolvimento de vacina contra leptospirose. O gene lipL32 foi amplificado por 
PCR e inserido no vetor de expressão em E. coli pAE-ltb, originando o vetor pAE-
ltblipL32. O vetor recombinante foi inserido na cepa de expressão E. coli BL21 Star™ 
(DE3). Quando a cultura atingiu a fase log, a expressão da quimera foi induzida com 
IPTG. A proteína foi lavada com PBS-Triton X-100, solubilizada com N-Lauroyl-
Sarcosine e dialisada. A quimera purificada foi avaliada em SDS-PAGE e Western 
blot (WB) com soro policlonal de coelho anti-LTB, anticorpo policlonal (MAb) anti-
LipL32 e MAb anti-6×his. A quimera rLTBLipL32 foi eficientemente construída e 
expressa em E. coli, apresentando aproximadamente 41 kDa. No WB, todos os soros 
reconheceram a quimera, sugerindo que a fusão não alterou significativamente a 
conformação das proteínas. A imunogenicidade da quimera será avaliada em modelo 
animal, assim como o seu potencial protetor através de desafio com uma cepa 
patogênica de Leptospira. 

 
Palavras chave: Leptospirose. Vacina recombinante de subunidade. LTB. LipL32. 
LTBLipL32. 
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ABSTRACT 
  
Grassmann, André Alex. Vacina Recombinante contra Leptospirose: 

construção, expressão e caracterização de rLTBLipL32. 2008. 46f. Monografia 
(Graduação) – Bacharelado em Ciências Biológicas. Universidade Federal de Pelotas, 
Pelotas. 

 
Leptospirosis, a disease caused by pathogenic spirochetes of the genus Leptospira, 

is the most widespread zoonosis in the world. It is estimated that 500,000 cases of severe 
leptospirosis occur annually. Five to fifteen percent of all clinical cases evolve to the 
severe form of the disease, with death occurring in 5 to 40% of the severe cases. 
Commercially available vaccines - whole cell bacterins - stimulate immunity restricted to a 
few serovars. Thus, the development of large spectrum vaccines against leptospirosis is 
desired. LipL32 is the major outer membrane protein in leptospiras and it is conserved 
among pathogenic and absent in non-patogenic leptospiras, making it a promising 
candidate for subunit vaccine development. Recombinant vaccines depend on 
immunological adjuvants to increase their immunogenicity. The B subunit of Escherichia coli 
heat-labile enterotoxin (LTB) is a strong immunological adjuvant and stimulates a broad 
and lasting systemic immune response with antibody secretion against co-administrated 
or coupled antigens. The aim of this work was to construct, express and characterize a 
recombinant chimera composed by the fusion of LTB and LipL32 proteins, to be tested as 
a vaccine candidate against leptospirosis. The lipL32 gene was amplified by PCR and 
inserted on the E. coli expression vector pAE-ltb, resulting in pAE-ltblipL32. This 
recombinant vector was introduced in the E. coli BL21 Star™ (DE3) expression strain. 
When the culture reached the log phase, recombinant chimera expression was induced 
with IPTG. The protein was washed with PBS-Triton X-100, solubilized with N-Lauroyl-
Sarcosine and dialyzed. The purified chimera was evaluated by SDS-PAGE and Western 
blot (WB). WB analysis was carried out, with rabbit policlonal serum anti-LTB, monoclonal 
antibody (MAb) anti-LipL32 and MAb anti-6×his. The rLTBLipL32 was efficiently 
constructed and expressed in E. coli, showing about 41 kDa.  In WB, all the serum 
recognized the chimera, suggesting that the fusion did not significantly alter the original 
protein conformation. The immunogenicity of the chimera will be evaluated in animal 
models revealing its protective potential, through challenge with a pathogenic strain of 
Leptospira. 

 
Key words: Leptospirosis. Subunit recombinant vaccine. LTB. LipL32. LTBLipL32. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Este Trabalho de Conclusão de Curso de Graduação em Ciências 

Biológicas-Bacharelado está apresentado na forma de um artigo científico, 

proporcionando uma divulgação objetiva e rápida dos resultados obtidos. O artigo 

trata da construção, expressão e caracterização antigênica de uma quimera 

recombinante composta pela subunidade B da enterotoxina termolábil de Escherichia 

coli (LTB) e da lipoproteína de membrana externa de leptospiras patogênicas 

(LipL32). Pretende-se, futuramente, submeter este artigo a um periódico da área de 

microbiologia/vacinologia. A monografia de conclusão de curso apresenta 

inicialmente uma revisão que aborda os principais aspectos da leptospirose, 

contextualizando o artigo científico.  

 

1.1 Revisão  

 

1.1.1 Microbiologia 

 

O gênero Leptospira pertence à ordem Spirochaetales, e à família 

Leptospiraceae que ainda inclui o gênero Leptonema. Atualmente o gênero Leptospira 

está dividido em 18 espécies, sendo 9 patogênicas, incluindo Leptospira interrogans. 

Cerca de 260 sorovares e 29 sorogrupos já foram descritos (FAINE et al., 1999; 

BARTHI et al., 2003). 

As leptospiras são bactérias com motilidade, aeróbios obrigatórios, finas e 

com dobramento em espiral, medindo cerca de 0,25µm x 6-25µm em tamanho, com 

diâmetro de 0,45µm. Possuem dois filamentos axiais (flagelos periplasmáticos) com 

inserção polar, alocados no espaço periplasmático. (HAAKE, 2000a; FAINE et al., 

1999). O genoma das leptospiras é composto por dois cromossomos circulares, um 

com 4279kb e outro, menor, com 350kb e não há registros de plasmídeos (REN et 

al., 2003; NASCIMENTO et al., 2004a; NASCIMENTO et al., 2004b; PICARDEAU et 

al., 2008).  

A leptospira apresenta uma estrutura de dupla membrana, na qual a 

membrana citoplasmática e a parede celular de peptidoglicano estão muito 



                                                                                         
   

 

      12 
                                           

 
 

 

associadas, revestidas por uma membrana externa contendo lipopolissacarídeo 

(LPS) e várias lipoproteínas (proteínas de membrana externa). A diversidade de 

sorovares de leptospiras resulta da heterogeneidade estrutural dos carboidratos 

componentes do LPS (ZUERNER et al., 2000; LEVETT, 2001; McBRIDE et al., 

2005).  

Através de técnicas específicas, foram identificadas diversas proteínas 

expostas na superfície, como a porina OMPL1, LipL45, LipL41, LipL32, LipL21 e 

LipL48. As proteínas LipL32 e LipL21 são expressas em todas as leptospiras 

patogênicas (HAAKE, 2000a, 2000b, HAAKE; MATSUNAGA, 2002; CULLEN et al, 

2002, 2005). As proteínas Lig (Leptospiral imunoglobulin-like proteins), que possuem 

repetidos domínios semelhantes aos encontrados em outros microrganismos, são 

considerados fatores de virulência e estão presentes na superfície de leptospiras 

patogênicas e ausentes em saprófitas (KOIZUMI; WATANABE, 2004; McBRIDE et 

al., 2005). Ristow et al. (2007) identificou o primeiro fator de virulência em leptospira 

patogênica, a proteína de superfície de membrana chamada Loa22 é expressa na 

superfície de leptospira, e provavelmente está envolvida na patogênese da 

leptospirose. 

 

1.1.2 Patogênese 

 

A infecção em humanos resulta do contato direto ou indireto com a urina de 

animais infectados, através de água, solo ou alimentos contaminados. A leptospira 

pode penetrar no organismo através da pele íntegra (quando imersa em água) ou 

lesada, e através das mucosas (LEVETT, 2001; BARTHI et al., 2003; BHARADWAJ 

et al., 2004).  

Após superar mecanismos de defesa não-específicos, as leptospiras se 

multiplicam no sangue, na linfa, no fluido cérebro espinhal e em todos os tecidos, 

constituindo a fase aguda da doença que cursa com leptospiremia (FAINE et al., 

1999). Na lesão primária as leptospiras danificam pequenos vasos sanguíneos, 

ocorrendo o rompimento dos capilares e migração das bactérias para os espaços 

extravasculares. As lesões preliminares são atribuídas à ação mecânica dos 

microrganismos dentro da parede dos vasos sanguíneos e são seguidas por 

hemorragias (BAROCCHI et al., 2002).  
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Quanto aos mecanismos específicos de patogênese, a motilidade, a 

habilidade de se locomover em meio viscoso, parece ter um papel importante, pois 

está envolvida no processo de infecção inicial e disseminação do organismo a partir 

de seu sítio de entrada até os órgãos finais, como fígado, rins, pulmão e cérebro 

(BHARTI et al., 2003). 

A leptospirose é mantida pela persistente colonização de túbulos renais 

proximais, portanto os animais infectados podem permanecer assintomáticos e 

albergar a Leptospira por tempo indefinido. Os humanos não são importantes 

transmissores, embora raramente possam excretar leptospiras na urina (LEVETT, 

2001). 

Em relação à imunidade do hospedeiro, estão envolvidas a humoral com 

produção de anticorpos, principalmente anti-lipopolissacarídeos, e a participação da 

imunidade mediada por células (DORIGATTI et al., 2005). Apesar de a imunidade 

celular ser direcionada principalmente contra patógenos intracelulares, muitos 

estudos demonstraram este tipo de resposta contra Leptospira, um organismo 

extracelular. Acredita-se no envolvimento de respostas Th1, caracterizadas por 

produção de IFN-? por células CD4+ e ?dT (NAIMAN et al., 2001; BALDWIN et al., 

2002; KLIMPEL et al., 2003). A produção de interleucinas (principalmente IL-6) e 

fator de necrose tumoral já tiveram sua participação relacionada na resposta imune 

celular contra leptospiras (DORIGATTI et al., 2005).  

Elevados graus de leptospiremia na fase aguda, podem acarretar títulos de 

aglutinação moderados, sugerindo o envolvido da resposta celular na patogênese. 

(TRUCCOLO et al., 2001). 

 

1.1.3 Manifestações clínicas 

  

A infecção produz um grande espectro de manifestações clínicas. A fase 

inicial da doença, forma anictérica, é caracterizada por febre, calafrios, dor de 

cabeça e severas mialgias. Em 5 a 15 % das infecções clínicas a doença progride 

para severas complicações multissistêmicas, tais como icterícia, falha renal e 

manifestações hemorrágicas, com taxas de mortalidade entre 5 e 40 % (FAINE et al., 

1999; MAROTTO et al., 1999; LEVETT, 2001; BARTHI et al., 2003; RICALDI; 

VINETZ, 2006).  
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A apresentação clínica da forma anictérica é bifásica, com fase aguda ou 

séptica permanecendo em média 7 dias e após este período é acompanhada da fase 

imune, caracterizada pela produção de anticorpos e o aparecimento de leptospiras 

na urina. A maioria das complicações ocorre na fase imune da doença, associada à 

localização das leptospiras nos tecidos (FAINE et al., 1999; RICALDI; VINETZ, 

2006). 

Originalmente descrita pelo alemão Adolf Weil, em 1886, a tríade febre, 

icterícia e esplenomegalia causada por leptospira é chamada de Doença de Weil. 

Porém, o termo doença de Weil descrito usualmente se refere à icterícia, 

insuficiência renal e hemorragia (mais comum pulmonar). Além destes sintomas, a 

doença de Weil pode estar acompanhada de miocardite e choque (BARTHI et al., 

2003; SEGURA et al., 2005; SPICHLER et al., 2005). De uma forma geral, os sinais 

e sintomas mais comuns da leptospirose incluem febre, calafrios, mialgia 

(principalmente em região lombar e panturrilhas) sufusão conjuntival, anorexia, 

vômitos e prostração (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001). 

 

1.1.4 Epidemiologia 

 

A epidemiologia da doença está associada ao contato humano com roedores 

infectados, geralmente em instalações rurais ou em centros urbanos pobres e 

superpovoados. Em países desenvolvidos, a leptospirose está associada com 

atividades recreativas, enquanto que em países em desenvolvimento as estações 

chuvosas e enchentes, associadas ao precário saneamento, provocam epidemias 

com mortalidade em grandes centros urbanos (LEVETT, 2001; BARTHI et al., 2003; 

RICALDI; VINETZ, 2006). A leptospirose é mais incidente em locais de clima tropical 

ou subtropical, devido ao aumento da sobrevida das leptospiras em ambientes de 

clima quente e úmido (VINETZ, 2001; BARTHI et al., 2003).  

Grandes surtos de leptospirose ocorreram durante a última década na 

Nicarágua, Índia e Brasil, sendo reconhecida como uma importante doença 

infecciosa emergente ou reemergente (TREVEJO et al., 1995; KO et al., 1999; 

BHARADWAJ et al., 2002, 2004). Devido ao grande espectro de espécies animais 

que servem como reservatório, a leptospirose é considerada a doença zoonótica 

mais generalizada (HARTSKEERL, 2006).  
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Estima-se a ocorrência de cerca de 500.000 casos de leptospirose severa 

por ano, em todo o mundo (HARTSKEERL, 2006). Porém acredita-se que estes 

números estejam fortemente subestimados, uma vez que a vigilância sanitária e a 

notificação de leptospirose não são satisfatórias nos países onde as condições 

climáticas, ecológicas e sócio-culturais são favoráveis às altas incidências da 

doença. Assim, leptospirose é uma doença grosseiramente negligenciada (HOTEZ et 

al., 2008). A dificuldade de diagnóstico contribui para este quadro, uma vez que a 

leptospirose possui uma grande variedade de manifestações clínicas e é facilmente 

confundida com outras doenças infecciosas que apresentam síndromes febris 

indiferenciadas, tais como a malária, dengue, influenza, febres virais hemorrágicas 

(VINETZ, 2001; HARTSKEERL, 2006). 

 

1.1.5 Controle e tratamento  

 

Poucas são as medidas profiláticas tomadas para evitar a disseminação da 

leptospirose. O controle depende principalmente de medidas higiênico-sanitárias 

básicas, como a redução das populações de animais carreadores de leptospiras 

(principalmente roedores domiciliares), limpeza e desinfecção de residências, além 

de quintais e locais de trabalho, e a drenagem de coleções de água (McBRIDE et al., 

2005; HOUPIKIAN et al., 2002).  

Durante a infecção, o tratamento contra a leptospirose se dá pela 

administração de antibióticos e, em seres humanos, está restrito a penicilina, 

ampicilina, amoxicilina, oxitetraciclina e doxiciclina. O efeito dos antibióticos é mais 

evidente na supressão da leptospirúria e a antibioticoterapia com penicilina e 

doxiciclina, reduz a duração e a gravidade dos sintomas, mas a sua influência na 

mortalidade é controversa (LEVETT, 2001).  

 

1.1.6 Vacinas contra a leptospirose  

 

Os prejuízos econômicos e à saúde pública causados pela leptospirose 

justificam o uso de vacinas contra leptospira em populações animais e humanas. 

Apesar dos esforços de muitos grupos de pesquisa em todo o mundo, atualmente 
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não há vacinas para uma eficiente prevenção de leptospirose em humanos 

(McBRIDE et al., 2005; KOIZUMI; WATANABE, 2005; THONGBOONKERD, 2008). 

As vacinas atualmente disponíveis são bacterinas (célula inteira morta) e 

direcionam a resposta imune principalmente contra o LPS.  Estas bacterinas não 

fornecem proteção cruzada contra os diferentes sorovares de leptospiras 

patogênicas (McBRIDE et al., 2005; KOIZUMI; WATANABE, 2005; PETERSEN et 

al., 2001; BHARTI et al., 2003; GAMBERINI et al., 2005). Desta forma, o 

desenvolvimento de uma vacina eficiente contra leptospirose, com imunoproteção 

cruzada contra diferentes sorovares, permanece um desafio, e por isso, os esforços 

para o desenvolvimento de vacinas recombinantes contra leptospirose estão focadas 

em proteínas de membrana externa (BRANGER et al., 2001; CULLEN et al., 2005; 

HAAKE et al., 1999; HAAKE et al., 2000b; MATSUNAGA et al., 2002; 

PALANIAPPAN et al., 2002).  

A imunização com OMPL1 e LipL41 recombinantes forneceram proteção 

sinergética contra o desafio letal em hamsters. Porém, nenhuma proteção foi 

observada quando estas foram administradas individualmente (HAAKE et al., 1999). 

Mais recentemente, formas recombinantes de outras prováveis proteínas de 

membrana externa de leptospiras, tais como Lp1454, Lp1118 e MceII, mostraram-se 

imunoprotetoras, individualmente e sinergeticamente, contra a infecção em hamsters 

(CHANG et al., 2007) . 

Nos últimos anos, surgiram fortes evidencias de que as proteínas LigA e 

LigB seriam fortes candidatos à vacina contra a leptospirose, pois em estudos 

realizados em modelos de hamsters, estas proteínas forneceram imunoproteção 

(KOIZUMI; WATANABE, 2004; PALANIAPPAN et al., 2006; SILVA et al., 2007). 

Porém, a importância de LigB para a patogenicidade de leptospira foi questionada 

em um estudo recente (CRODA et al., 2008), onde o gene ligB  foi deletado do 

genoma de uma cepa patogênica de leptospira, e esta conservou suas 

características letais.   

 

 

 

 

1.1.7 LipL32 
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A lipoproteína de membrana externa LipL32 (também chamada de 

hemolysis-associated protein 1, Hap1), que possui um papel importante na infecção 

leptospiral, é o mais promissor candidato para uma vacina recombinante de 

subunidade contra leptospirose. O interesse em LipL32 como uma vacina deriva do 

achado que proteínas do extrato bruto de leptospiras, com tamanho em torno de 31-

34kDa, proporcionam proteção cruzada em gerbils (SONRIER et al., 2000). Segundo 

análises do perfil protéico, LipL32 é a proteína mais abundante da membrana 

externa de Leptospira (ZUERNER et al., 1991; HAAKE et al., 2000a). Além disso, a 

seqüência de nucleotídeos que codifica LipL32, assim como sua expressão é 

altamente conservada entre leptospiras patogênicas e ausente na membrana 

externa de não-patogênicas (HAAKE et al., 2000b). A LipL32 demonstrou-se com 

expressão aumentada quando comparado tecido hepático de cobaia com infecção 

aguda e leptospira cultivada “in vitro”, indicando que pode haver influência na 

patogênese da doença (NALLY et al., 2007). 

A chave para a antigenicidade de LipL32 está no seu alto nível de expressão 

em leptospiras patogênicas e nas modificações lipídicas no aminoácido terminal 

cisteína (HAAKE et al., 2000a). Como outras lipoproteínas bacterianas, LipL32 é um 

estimulador potente da imunidade inata por CD14 e TLR2 (WERTS et al., 2001). 

LipL32 é expressa durante a infecção no hospedeiro sendo altamente antigênica 

(HAAKE et al., 2000b). Mais de 95 % dos pacientes com leptospirose produzem 

anticorpos contra LipL32 durante a infecção (GUERREIRO et al., 2001). Análises 

imunohistoquímicas de rins de hamsters infectados com Leptospira kirschneri 

demonstraram intensa reatividade com anticorpos anti-LipL32 (BARNETT et al., 

1999). Por estes motivos, LipL32 foi alvo de diversos estudos para o 

desenvolvimento de testes diagnósticos rápidos e eficientes (FERNANDES et al., 

2006; FLANNERY et al., 2001; DEY et al., 2004; TAHILIANI et al., 2005; BOONYOD 

et al., 2005). 

A vacinação com LipL32 mediada por adenovirus ou vacina de DNA induziu 

produção de anticorpos, com imunidade e proteção-cruzada parcial, porém não 

houve proteção quando apresentada como proteína recombinante (BRANGER et al., 

2001, 2005). Camundongos vacinados com LipL32 recombinante, BCG 

recombinante (rBCG) expressando LipL32 e vacina de DNA (codificando o gene 
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lipl32) induziram resposta imune específica, através da produção de anticorpos anti-

LipL32, que por sua vez reconheceram a proteína nativa, na parede de leptospira, e 

inibiram seu crescimento in vitro (SEIXAS et al., 2007a). Em um experimento 

realizado em hamsters, rBCG expressando LipL32 conferiu imunidade protetora 

frente ao desafio com cepa patogênica de leptospira. Além disso, os animais 

sobreviventes não apresentaram nenhum sinal clínico ou histopatológico da doença 

e a tentativa de isolamento de leptospira de rins foi negativa (SEIXAS et al., 2007b). 

 

1.1.8 LTB 

 

As vacinas de subunidade são construídas de forma a incluir apenas os 

antígenos requeridos para a imunização protetora, sendo considerados mais seguros 

que vacinas vivas atenuadas ou bacterinas (BURNETTE, 1991). Porém, a pureza 

destes antígenos de subunidade e a ausência de componentes imunomodulatórios e 

auto-adjuvantes, associados com as vacinas atenuadas e bacterinas, normalmente 

resultam numa imunogenicidade mais fraca. Formulação de antígenos vacinais com 

potentes adjuvantes imunológicos é uma estratégia para aumentar a performance de 

vacinas de subunidade (GUPTA et al., 1993).  

Produtos microbianos foram avaliados como moduladores para ativar a 

imunidade adaptativa, dentre eles, uma nova classe de imunoadjuvantes vem 

ganhando destaque na produção de vacinas recombinantes de subunidade. Esta 

classe é representada pelas enterotoxinas termolábeis de Vibrio cholerae (CT) e 

Escherichia coli (LT), que exibem mais de 80 % de identidade (SIMMONS et al., 

2001a). A toxina LT é formada por uma única molécula de subunidade A (LTA), de 

27kDa, com atividade ADP ribosiltransferase, ligada a um pentâmero de subunidade 

B (LTB), com 11,6 kDa cada, altamente estável, com função de ligação ao receptor 

gangliosídeo GM1, de células de mamíferos. A ligação de LTB com o gangliosídeo 

GM1 permite que a subunidade A (tóxica) entre na célula (SIXMA; et al., 1991; 

SPANGLER, 1992). 

O uso de LT como adjuvante não é recomendado, em função da toxicidade 

da subunidade A, já a subunidade B, por não apresentar esta toxicidade, pode ser 

utilizada como adjuvante (DE HAAN et al., 1998). Um estudo com CTB e LTB 

recombinante demonstrou o potencial imunomodulador destas proteínas, e LTB 
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apresentou efeito adjuvante de mucosa mais potente que CTB (MILLAR et al., 2001). 

A ligação de LTB ao gangliosídeo GM1 é necessária, porém não suficiente, para a 

função adjuvante da LTB (DE HAAN et al., 1998; NASHAR et al., 1996a). 

As subunidades atóxicas CTB e LTB são potentes adjuvantes de mucosa e 

estimulam uma forte resposta sistêmica e secretória de anticorpos (IgAs) contra 

antígenos coadministrados ou acoplados (VERWEIJ et al., 1998). Diversos antígenos 

podem ser conjugados a LTB através de fusão genética (produzindo quimeras 

protéicas) ou por conjugação química. LTB recombinante (rLTB), fusionada com 

antígenos recombinantes, representa uma nova alternativa no desenvolvimento de 

vacinas contra patógenos que invadem o hospedeiro através das mucosas 

(SCHODER; WILL, 1989; GREEN et al., 1996; DE HAAN et al., 1998; WELTZIN et 

al., 2000; RICHARDS et al., 2001; FINGERUT et al., 2006; PITCOVSKI et al., 2006). 

Em um experimento realizado com camundongos a LTB apresentou 

atividade adjuvante para as glicoproteínas de herpes vírus do tipo 1, induzindo um 

alto grau de proteção contra infecção ocular com o vírus vivo (RICHARDS et al., 

2001). Em outro estudo, LTB foi coadministrada, como adjuvante de mucosa, com o 

antígeno urease de Helicobacter pylori, para induzir imunidade protetora contra infecção 

in vitro de camundongos com Helicobacter felis e Helicobacter pylori (WELTZIN et al., 

2000). 

Estudos têm apontado a LTB como um adjuvante completo, capaz de induzir 

resposta imune celular, incluindo células T citotóxicas (SIMMONS et al., 2001b) e 

humoral, estimulando resposta sistêmica e secretória de anticorpos contra antígenos 

co-administrados ou fusionados (GREEN et al, 1996; VERWEIJ et al., 1998; 

WELTZIN et al., 2000; FINGERUT et al, 2006; CONCEIÇÃO et al., 2006; 

PITCOVSKI et al., 2006; da SILVA RAMOS ROCHA et al., 2008).  

Em geral, o processamento de antígenos exógenos induz a apresentação 

dos peptídeos por MHC classe II (HARDING et al., 1996), porém, a LTB mostra-se 

capaz de dirigir a apresentação destes antígenos para a rota de antígenos 

endógenos, ou seja, através da via de apresentação MHC classe I, podendo ser 

reconhecidas por células T citotóxicas (DE HAAN et al., 2002). A LTB também ativa 

a diferenciação seletiva de linfócitos (WILLIAMS et al., 2000), influencia na 

maturação e ativação de células dendríticas (PETROVSKA et al., 2003; PITCOVSKI 

et al., 2006) e aumenta a apresentação de antígenos via MHC II (NASHAR et al., 
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2001; BONE et al., 2002). Acredita-se que estas sejam as bases de seu efeito 

imunoestimulatório (FINGERUT et al., 2006).  

A imunogenicidade de uma vacina recombinante de subunidade contendo 

LTB fusionada a R1 (rLTBR1), um antígeno de Mycoplasma hyopneumoniae, foi avaliada 

em camundongos. LTB potencializou a resposta imune tanto humoral quanto celular, 

com grande produção sistêmica de anticorpos anti-R1 (CONCEIÇÃO et al., 2006). 

Em um estudo mais recente, LTBR1 administrada através de vacinação com rBCG 

expressando esta quimera, estimulou altos índices de IgA contra o antígeno 

micoplasmal e induziu resposta imune do tipo celular, comprovando o efeito 

imunomodulador de LTB (da SILVA RAMOS ROCHA et al., 2008). 

Testes realizados em voluntários humanos comprovaram a segurança do 

uso de LTB utilizando as vias transcutânea, nasal e oral (HASHIGUCCI et al., 1996; 

KOTLOFF et al., 2001; HAGIWAR et al., 2001; GÜEREÑA-BURGUEÑO et al., 2002).  

 

1.2 Objetivo 

 

1.2.1 Objetivo geral 

 

O objetivo geral deste trabalho foi a obtenção de um antígeno vacinal eficaz 

contra a leptospirose, utilizando a LTB como adjuvante imunológico. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

- Realizar a fusão dos genes lipL32 e ltb e a clonagem no vetor pAE de 

expressão em E. coli; 

- Obter de clones recombinantes da cepa E. coli TOP10 transformada com 

pAE-ltblipL32; 

- Realizar a expressão heteróloga de rLTBLipL32 em E. coli BL21 Star™ 

(DE3) e purificar a quimera recombinante; 

- Caracterizar, mediante Western blot com anticorpos específicos, as 

subunidades LTB e LipL32; 

 

 



                                                                                         
   

 

      21 
                                           

 
 

 

2 ARTIGO  
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2.1 Resumo 

 

A leptospirose é uma zoonose de importância global causada por 

espiroquetas patogênicas do gênero Leptospira. Devido ao grande número de 

sorovares patogênicos é desejável o desenvolvimento de uma vacina de amplo 

espectro contra a leptospirose. A LipL32 é a principal proteína de membrana externa, 

sendo conservada entre as leptospiras patogênicas e ausente nas não-patogênicas. 

Neste trabalho construímos uma quimera recombinante composta pela LipL32 

fusionada à subunidade B da enterotoxina termolábil de Escherichia coli (LTB), um 

potente adjuvante molecular que estimula uma forte resposta imune contra antígenos 

coadministrados ou fusionados.  O gene lipL32 foi amplificado por PCR e inserido no 

vetor de expressão pAE-ltb, originando o vetor pAE-ltblipL32. A proteína 

recombinante rLTBLipL32 foi expressa em E. coli BL21 Star™ (DE3), purificada e 

analisada em Western blot (WB) com soro policlonal de coelho anti-LTB, anticorpo 

monoclonal (MAb) anti-LipL32 e MAb anti-6×his. A quimera rLTBLipL32 foi 

eficientemente construída e expressa em E. coli, apresentando aproximadamente 41 

kDa.  No WB, todos os soros reconheceram a quimera, sugerindo que a fusão não 

alterou significativamente a conformação das proteínas.  
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Palavras chave: leptospirose; vacina recombinante de subunidade; LTB; LipL32; 

LTBLipL32; 

 

2.2 Abstract 

 

Leptospirosis is a globally important zoonosis caused by pathogenic 

spirochetes of the Leptospira genus. As a result of the great amount of pathogenic 

Leptospira serovars, large spectrum vaccine development is desired. LipL32 is the 

main leptospira outer membrane protein, it’s conserved in pathogenic and absent in 

non pathogenic leptospiras, making it a good vaccine candidate. We have built a 

recombinant chimera, composed by LipL32 fused with the subunit B of Escherichia coli 

heat-labile enterotoxin (LTB), a potent immunological adjuvant that stimulates broad 

and lasting systemic immune response with antibody secretion against 

coadministrated or coupled antigens. The lipL32 gene was amplified by PCR and 

inserted on the E. coli expression vector pAE-ltb, resulting in pAE-ltblipL32. This 

recombinant vector was introduced in the E. coli BL21 Star™ (DE3) expression strain, 

the recombinant rLTBLipL32 protein was purified and analyzed by Western Blot (WB) 

with rabbit policlonal serum anti-LTB, monoclonal antibody (MAb) anti-LipL32 and 

MAb anti-6×his. The chimera rLTBLipL32 was efficiently built and expressed in E. 

coli, presenting approximately 41kD. The WB analysis showed that all serums 

recognized the chimera, suggesting tat the fusion did not alter the original folding of 

the proteins.   

 

2.3 Introdução 

 

A leptospirose é uma zoonose de importância global causada por 

espiroquetas patogênicas do gênero Leptospira. É considerada uma doença 

emergente que afeta humanos e diversas espécies de animais domésticos e 

silvestres (McBRIDE et al., 2005; BARTHI et al., 2003). Está associada ao contato 

humano com roedores infectados, geralmente em instalações rurais ou em centros 

urbanos pobres e superpovoados, especialmente nos trópicos (LEVETT, 2001; 

BARTHI et al., 2003; RICALDI; VINETZ, 2006). Estima-se a ocorrência de cerca de 

500.000 casos de leptospirose severa por ano, em todo o mundo (HARTSKEERL, 
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2006). Em 5 a 15 % das infecções clínicas a doença progride para severas 

complicações multissistêmicas, tais como icterícia, falha renal e manifestações 

hemorrágicas, com taxas de fatalidade entre 5 e 40 % (FAINE et al., 1999; 

MAROTTO et al., 1999; LEVETT, 2001; BARTHI et al., 2003; RICALDI; VINETZ, 

2006). As vacinas atualmente disponíveis são bacterinas (célula inteira e morta) e 

direcionam a resposta imune contra o LPS (McBRIDE et al., 2005). Existem cerca de 

260 sorovares identificados de leptospiras patogênicas, e esta diferença antigênica é 

atribuída principalmente ao LPS. Desta forma, as bacterinas não fornecem proteção 

cruzada contra os diferentes sorovares que podem causar a leptospirose (McBRIDE 

et al., 2005; KOIZUMI; WATANABE, 2005; PETERSEN et al., 2001; BHARTI et al., 

2003; GAMBERINI et al., 2005).  

Frente a esta situação, o desenvolvimento de uma vacina de amplo espectro, 

com imunoproteção cruzada contra diferentes sorovares de leptospira, permanece 

um desafio. A proteína de membrana externa LipL32 (também chamada de 

hemolysis-associated protein 1 - Hap1), que possui um papel importante na infecção 

leptospiral, é o mais promissor candidato para uma vacina com estas características. 

LipL32 é expressa durante a infecção no hospedeiro sendo altamente antigênica 

(HAAKE et al., 2000b), e mais de 95 % dos pacientes com leptospirose produzem 

anticorpos contra LipL32 durante a infecção (GUERREIRO et al., 2001). A seqüência 

de nucleotídeos que codifica LipL32, assim como sua expressão é altamente 

conservada entre leptospiras patogênicas e ausente nas não-patogênicas. Estudos 

recentes demonstraram o potencial protetor parcial de LipL32, quando apresentada 

ao sistema imune mediada por adenovírus e vacina de DNA em modelos de gerbils 

para leptospirose (BRANGER et al., 2001, 2005) ou por vacinação com rBCG em 

modelos de hamster (SEIXAS et al., 2007b). Porém, LipL32 não teve efeito protetor 

quando avaliada como vacina recombinante de subunidade (BRANGER et al., 2005). 

As vacinas recombinantes, apesar de serem mais seguras do que as vacinas 

convencionais são menos imunogênicas. Assim, adjuvantes são componentes 

essenciais para aperfeiçoar a eficiência destas vacinas (DZIERZBICKA; 

KOLODZIEJCZYK, 2006). A subunidade B da enterotoxina termolábil de E. coli (LTB) 

foi avaliada como adjuvante molecular, sendo esta subunidade não-tóxica 

caracterizada como um potente adjuvante parenteral e de mucosa, que estimula uma 

potente resposta imune contra antígenos coadministrados ou fusionados (DE HAAN 
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et al., 1998; CONCEIÇÃO et al., 2006; WELTZIN et al., 2000; da SILVA RAMOS 

ROCHA et al., 2008). LTB possui a capacidade de entrar nas células de mamíferos e 

ativar eventos de sinalização celular que modulam as funções de células do sistema 

imune (WILLIAMS et al., 2000). Assim, permite a diferenciação seletiva de 

populações de linfócitos (WILLIAMS et al., 2000), conduz à ativação de marcadores 

em células B (MHC II, B7, CD40, CD25 e ICAM-1) (NASHAR et al., 1997), ativa 

células apresentadoras de antígenos, têm ação de co-estimulação de células T 

CD4+ (YAMAMOTO et al., 1997), induz a ativação e maturação de células 

dendrídicas derivadas de macrófagos (PITCOVSKI et al., 2006). A ligação de LTB ao 

gangliosídeo GM1 é necessária, porém não suficiente, para a função adjuvante da 

LTB. (DE HAAN et al., 1998; NASHAR et al., 1996a). Em camundongos, a LTB 

apresentou atividade adjuvante para antígenos de subunidade que induziram 

resposta imune protetora contra Streptococcus do grupo A (DALE et al., 1995). A 

atividade adjuvante de LTB também foi demonstrada quando em combinação com 

antígenos de herpes vírus tipo 1 (RICHARDS et al., 2001), e em outro trabalho, com 

um antígeno de Helicobacter pylori (WELTZIN et al., 2001), e em ambos houve proteção 

frente a desafios com o patógeno respectivo.  

Neste trabalho, nós construímos um vetor de expressão contendo a fusão 

das seqüências codificadoras ltb e lipL32. Este vetor recombinante, chamado 

pAE/ltb-lipL32, foi utilizado para transformar a cepa de expressão E. coli BL21 (DE3) 

Star, que se mostrou hábil a expressar a quimera protéica recombinante rLTB-

LipL32. Western blot realizados sugere que rLTB-LipL32 manteve epitopos das 

proteínas originais (LTB e LipL32), representando uma nova alternativa para vacina 

contra a leptospirose.   

 

2.4 Materiais e Métodos 

 

2.4.1 Cepas bacterianas e condições de cultivo 

 

As cepas utilizadas foram Escherichia coli BL21 Star™ (DE3) (Invitrogen) e E. 

coli TOP10 (Invitrogen). Estas cepas foram cultivadas a 37 °C em meio Luria-Bertani 

(LB) sob agitação de 200rpm ou acrescido de 1,5 % de ágar-ágar, e quando 

necessário, suplementado com 100?g/mL de ampicilina. 
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2.4.2 Desenho dos primers e amplificação do gene lipL32 por PCR 

 

Os primers para a amplificação de lipL32 e fusão dos genes lipL32 e ltb 

foram desenhados a partir de seqüências depositadas no GenBank, com o auxílio do 

software VectorNTI 9.1 (Invitrogen). Para clonar o gene lipL32 no vetor pAE-ltb foram 

construídos dois primers, “Lip32LTB_pAE_for” (5’–

GGGGTACCGGCGGCGGTGGTCTGCCAAGCCT-3’) e “LippAER” (5’-

GGAATTCTTACTTAGTCGCGTCAGAAGC-3’). O primer Lip32LTB_pAE_for 

apresenta sítio para a enzima de restrição KpnI e o primer LippAER para a enzima 

EcoRI (nucleotídeos destacados com o sublinhado). O primer Lip32LTB_pAE_for 

possui três códons que codificam para o aminoácido glicina e um para o aminoácido 

triptofano, que fazem um linker entre as proteínas fusionadas, visando facilitar o 

dobramento molecular correto das subunidades protéicas da quimera. O gene lipL32 

foi amplificado pela técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando o 

plasmídeo pAE-lipL32 (coleção de vetores do Centro de Biotecnologia - Universidade 

Federal de Pelotas) e os primers Lip32LTB_pAE_for e LippAER. As reações foram 

realizadas em um volume final de 25?L, contendo 2,5?L de tampão 10x, 0,5?L de 

dNTP 10mM, 150?g de cada primer, 0,5?L (1 unidade) de TaqTM DNA polimerase 

(Invitrogen), 1?L de MgSO4 a 50mM, 18?L de água Milli-Q e 20?g de DNA molde. As 

reações de PCR foram realizadas em um termociclador Perkin-Elmer 2400 usando 

35 ciclos de desnaturação (95 oC), anelamento (50 oC) e extenção (72 oC), com 1min 

cada em cada temperatura. O produto da reação de PCR foi analizado por 

eletroforese em gel de agarose 0,8 % contendo brometo de etídeo e purificado da 

solução usando GFXTM PCR and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). 

 

2.4.3 Clonagem de lipL32 no vetor pAE-ltb 

 

Todos os procedimentos de clonagem foram conduzidos de acordo com 

Sambrook & Russell (2001), com algumas modificações. O produto de PCR e o vetor 

de expressão em E. coli contendo o gene ltb (pAE-ltb) foram digeridos com as 

enzimas de restrição KpnI e EcoRI. A reação foi realizada a 37 °C durante 3h. A 
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eficiência de cada digestão foi checada em eletroforese em gel de agarose 0,8 %.  O 

produto de cada digestão foi purificado com GFXTM PCR and Gel Band Purification 

Kit (GE Healthcare). Após digestão de pAE-ltb com KpnI e EcoRI foi realizada a 

remoção do fosfato 5' pela enzima fosfatase alcalina (CIP) (Boehringer Mannheim). 

Concentrações equimolares de DNA plasmideal (pAE-ltb) e do inserto (lipL32) foram 

utilizadas para a reação de ligação, com a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen), 

realizada a 16 ºC por 2h.  

 

2.4.5 Transformação de E. coli por choque térmico 

 

Uma colônia isolada de E. coli TOP10, crescida em agar-LB, foi adicionada a 

100?L de solução de CaCl2 100mM estéril e 1?L do produto da reação de ligação. 

Após homogeneização houve incubação em gelo por 15min, com mudança brusca 

de temperatura para 42 °C por 1min, e em seguida nova mudança rápida, com 

incubação em gelo por mais 2min. Após a transformação, as células recombinantes 

foram cultivadas em placa com LB sólido suplementado com 100?g/mL de 

ampicilina.  

 

2.4.6 Seleção e confirmação de clones recombinantes 

 

Selecionaram-se aleatoriamente colônias bacterianas isoladas que 

cresceram nas placas, submetendo-as a um processo de triagem por extração rápida 

de DNA com fenol-clorofórmio, pelo método microprep (JOUGLARD et al., 2002).  Os 

clones caracterizados como recombinantes nesta triagem foram cultivados em meio 

LB suplementado com 100?g/µL de ampicilina. Neste cultivo, realizou-se uma 

extração do DNA plasmideal pelo kit comercial GFXTM Micro Plasmid Prep Kit (GE 

Healthcare). O DNA resultante desta extração foi submetido à digestão com dois 

conjuntos de enzimas de restrição (BamHI + EcoR1 e XhoI + HindIII) para checar a 

presença do inserto.  

 

2.4.7 Expressão heteróloga de rLTBLipL32 
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A cepa de expressão E. coli BL21 Star™ (DE3) foi transformada por choque 

térmico com o vetor de expressão pAE-ltblipL32, como descrito anteriormente. Um 

clone recombinante foi utilizado para inocular 25mL de LB contendo 100?g/mL de 

ampicilina e cultivado overnight. Esta cultura foi utilizada para inocular 500mL de LB 

com 100?g/mL de ampicilina, que foi incubado a 37 ºC até a fase log de crescimento 

(absorbância em DO600  de 0.6 a 0,8). Neste momento, a expressão da rLTBLipL32 

foi induzida com 0,6mM de IPTG (isopropylthio-ß-D-galactoside)  por 3h. Após este 

período, coletou-se uma alíquota de 1mL da cultura, que foi utilizada em uma 

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 15 %, com o intuito de confirmar a 

expressão heteróloga da proteína recombinante. O restante da cultura foi fracionada 

em tubos de 250mL, centrifugada a 7000rpm por 15min, e os pellet armazenados a -

20 ºC. 

 

2.4.8 Purificação da proteína recombinante  

 

Para a purificação da proteína recombinante, o pellet de células foi 

ressuspendido em solução tampão de fosfato (PBS) contendo 0,05 % de Triton X-

100, pH 7.4, incubado por 1 hora a 4 ºC com 1mg/mL de lisozima e, em seguida 

sonicado. Após centrifugação a 10000rpm por 30min, o pellet resultante foi 

novamente ressupendido com PBS-Triton X-100 e centrifugado em seguida, nas 

mesmas condições. Ao total foram realizadas 4 lavagens do pellet de células com 

PBS- Triton X-100. O pellet resultante destas lavagens foi ressuspendido em tampão 

de solubilização (NaH2PO4 50mM; NaCl 300mM; imidazole 15mM; 0,2 % de N-

Lauroyl-Sarcosine; pH 8,0), incubado por 24h a 4 ºC, e centrifugado novamente a 

10000rpm por 30min. Uma alíquota do sobrenadante final foi analisado em SDS-

PAGE 15 % para avaliação da pureza. O sobrenadante da última centrifugação, 

contendo rLTB-LipL32 em satisfatório grau de pureza, foi dialisado contra tampão 

NaCl-Tris (NaCl 200mM; Tris-HCl 100mM; pH 8.0) a 4 ºC, durante 18h, para 

remoção do agente desnaturante (N-Lauroyl-Sarcosine). A proteína dialisada foi 

então aliquotada e armazenada com 10 % de glicerol, a –20 °C. 

2.4.9 Caracterização de rLTBLipL32 por Western blot 
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A quimera purificada foi submetida à SDS-PAGE 15 %, para visualização da 

massa molecular aproximada. A caracterização foi realizada por Western blot com 

anticorpo monoclonal (MAb) anti-LipL32 (produzido no Cenbiot – UFPel), anticorpo 

policlonal de coelho anti-toxina colérica (utilizado pela alta homologia entre CT e LT, e 

por conveniência aqui chamado anti-LTB) (Sigma) e MAb anti-6XHis (Sigma). Três 

SDS-PAGE 15 % foram realizadas com as proteínas recombinantes rLTBLipL32, rLTB 

e rLipL32 e controles negativos e positivos (rR1-LipL32, rLTB-P42 e extrato bruto de 

E. coli BL21 Star™ (DE3)). Estas proteínas foram eletrotransferidas para 3 

membranas de nitrocelulose HybondTM
 
ECLTM (Amersham Biosciences) (uma para 

cada anticorpo). As membranas foram bloqueadas com PBS-T (0,05 % de Tween 20) 

acrescido de 5 % de leite em pó desnatado. Posteriormente, foram incubadas 

separadamente, 1h a temperatura ambiente, com MAb anti-LipL32 1:1500, anticorpo 

policlonal anti-LTB 1:3000 e MAb anti-6xHis 1:10000. Após três lavagens com PBS-T, 

as membranas foram incubas com soro anti-imunoglobulina de coelho conjugado com 

peroxidase (Sigma) na diluição de 1:3000 (para anti-LTB) ou com soro anti-

imunoglobulina de camundongo conjugado com peroxidase (Sigma) na diluição de 

1:4000 (paras os demais anticorpos). Após 5 lavagens, as reações foram reveladas 

com diaminobenzidina (DAB) e H2O2. BenchMarkTM Pre-stained (Invitrogen) foi usado 

como marcador padrão de massa molecular. 

 

2.5 RESULTADOS 

 

2.5.1 Amplificação de lipL32 e clonagem no pAE-ltb 

 

A amplificação por PCR da seqüência codificadora lipL32 gerou um 

fragmento com cerca de 750 pb, condizente com o esperado (Figura 1 - A). Após a 

amplificação de lipL32, o produto de PCR e o plasmídeo pAE-ltb foram 

eficientemente digeridos pelas enzima de restrição KpnI e EcoRI. Quando o 

plasmídeo foi digerido por enzimas de restrição ele passou da conformação circular 

clássica para uma linear, apresentando migração mais lenta na eletroforese do que o 

mesmo plasmídeo circular (Figura 1 - B). Após a purificação do vetor e inserto e da 

desfosforilação do vetor, foi realizada a reação de ligação, a qual resultou na fusão 
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de ltb com lipL32 em um vetor recombinante denominado pAE-ltblipL32 (Figura 1 - 

C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 1. Processo de clonagem de lipL32 no vetor pAE-ltb. A- Eletroforese em gel da agarose 0,8 % 
apresentando o resultado da amplificação e purificação do gene lipL32. 1) controle negativo da reação 
de PCR (água); 2) amplificação do gene lipL32, com aproximadamente 750 pb; 3) marcador de peso 
molecular ?HindIII (Invitrogen). B- Eletroforese em gel de agarose 0,8 % com o resultado das 
digestões do vetor pAE-ltb com as enzimas de restrição KpnI e EcoRI. 1) marcador peso molecular 
?HindIII (Invitrogen); 2) vetor pAE-ltb não digerido; 3) vetor pAE-ltb digerido com ambas as enzimas 
de restrição. C- Mapa esquemático do vetor recombinante pAE-ltblipL32, obtido através do software 
VectorNTI 9.1. 

 

2.5.2 Obtenção de clones recombinantes 

 

O vetor pAE-ltblipL32 foi utilizado para transformar por choque térmico 

células de E. coli TOP 10, que foram cultivadas em agar-LB com 100?g/mL de 

ampicilina. Várias colônias transformantes cresceram no cultivo em meio sólido. 

Algumas destas foram aleatoriamente selecionadas e submetidas ao método de 

triagem miniprep. A eletroforese em gel de agarose 0,8 % indicou alguns destes 

clones como possíveis recombinantes, por apresentarem um tamanho maior de 

banda (em número de pares de bases), supostamente devido à presença do inserto 

(lipL32).  Alguns destes clones com plasmídeos de migração mais lenta (Figura 2 - 

A) foram selecionados para extração e caracterização enzimática de DNA 

plasmideal. O padrão esperado de bandas de DNA na eletroforese em gel de 

agarose 0,8 % gerado pela caracterização enzimática de pAE-ltblipL32 pelas 

enzimas testadas foi observado em apenas dois clones. Estes clones, nominados 

pAE-ltblipL32 “2” e pAE-ltblipL32 “26”, foram considerados clones recombinantes 

(Figura 2 - B). 

1       2      3 

A B C

1    2    3 

750 pb 
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2322 pb 

4361 pb 
6567 pb 
9416 pb 
23130 pb 
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Figura 2. Estratégias utilizadas para obtenção e confirmação de clones recombinantes de E. coli 
TOP10 transformadas com pAE-ltblipL32. A- Eletroforese em gel de agarose 0,8 % apresentando a 
extração rápida de DNA de colônia realizada para identificar clones recombinantes. 1 ao 8) extração 
de DNA total de colônias cultivadas após transformação com o produto da ligação; 9) vetor pAE-ltb 
purificado, utilizado como controle. Os plasmídeos indicados com a seta são prováveis clones 
recombinantes. B-  Eletroforese em gel de agarose 0,8 % evidenciando a digestão com enzimas de 
restrição de um dos clones selecionados no screening que apresentou o padrão de bandas esperado. 
M) Marcador DNA Ladder Plus 100pb (Invitrogen); 1) vetor pAE-ltblipL32não digerido; 2) vetor pAE-
ltblipL32 digerido por BamHI e EcoR1 (3 bandas - 2788, 658 e 419pb); 3) vetor pAE-ltblipL32 digerido 
por XhoI e HindIII (2 bandas - 2775 e 1090pb). 
 

2.5.3 Expressão e purificação de rLTBLipL32 

 

E. coli BL21 Star™ (DE3) transformada com o vetor de expressão pAE-

ltblipL32 expressou uma proteína recombinante de aproximadamente 41kDa. A 

massa molecular estimada para a rLTBLipL32 pelo software VectorNTI 9.1 

(Invitrogen) foi de 40,7kDa (Figura 3). A produção de rLTBLipL32 foi de 

aproximadamente 0,6g por litro de meio. 
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Figura 3. Eletroforese em gel de poliacrilamida 15 % com extrato das células após indução de 
expressão em larga escala (500mL) da quimera rLTBLipL32. 1 e 4 – extrato da cepa E. coli BL21 Star 
3h após a fase log de crescimento (controle negativo); 2, 3, 5 e 6 – extrato de E. coli BL21 Star™ 
(DE3) após expressão em larga escala da proteína rLTBLipL32. 

 

As quatro sucessivas lavagens do pellet de células com PBS-Triton X-100 

removeu a grande maioria das proteínas de E. coli, enquanto a quimera 

recombinante permaneceu no pellet, indicando que foi expressa na forma insolúvel 

(corpos de inclusão). A solubilização destes corpos de inclusão foi realizada com 

tampão contendo 0,2 % de N-Lauroylsarcosine. Após centrifugação, o sobrenadante 

foi analisado em SDS-PAGE, onde se observou satisfatório grau de pureza da 

quimera não havendo necessidade de purificação por cromatografia de afinidade. 

Este sobrenadante contendo rLTBLipL32 foi então dialisado contra tampão NaCl-

Tris, aliquotado e estocado a –20 °C.  

 

2.5.4 Caracterização de rLTBLipL32 por Western blot 

 

A antigenicidade da quimera foi avaliada mediante Western blot com 

anticorpos específicos para as subunidades LTB e LipL32 (Figura 4). O Western blot 

realizado com anticorpo policlonal anti-LTB (Figura 4 – A) teve reação positiva 

específica com todas as proteínas que possuem LTB em sua molécula (rLTB, rLTB-

LipL32 e rLTB-P42). Da mesma forma, aquele realizado com MAb anti-LipL32 

(Figura 4 – B) reagiu positivamente apenas com as proteínas que possuem LipL32 

(rLipL32, rLTB-LipL32 e rR1-LipL32). O WB realizado com MAb anti-6×his (Figura 4 

– C) reconheceu todas as proteínas, uma vez que as mesmas foram produzidas 

fusionadas à uma cauda de 6 histidinas. A massa molecular de todas as proteínas 

observadas seguiu o esperado. Nenhum anticorpo reconheceu o extrato de E. coli 

BL21 Star™ (DE3). Estes resultados sugerem que a fusão das proteínas e da cauda 
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de histidina não alterou significativamente a conformação destas proteínas, 

permitindo que anticorpos gerados contra cada uma delas individualmente 

reconhecessem também a quimera.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Western Blot da quimera com anticorpos específicos para cada subunidade. A- anti-LTB; B- 
anti-LipL32; C- anti-6×his; D- SDS-PAGE corado com Comassie blue. Em todos: 1) Marcador de massa 
molecular BenchMarkTM Pre-stained (Invitrogen); 2) extrato de E. coli; 3) rLTB; 4) rLipL32; 5) 
rLTBLipL32; 6) rLTBP42; 7) rR1-LipL32. 

 

2.6 DISCUSSÃO 

 

A leptospirose é uma doença infecciosa que afeta humanos e outros animais 

(LEVETT, 2001; LANGONI et al., 1999). Esta zoonose possui uma ampla distribuição 

geográfica, ocorrendo de forma endêmica em todo o mundo, sendo atualmente 

reconhecida como uma doença emergente (KO et al., 1999; LEVETT, 2001; 

McBRIDE et al., 2005). É um importante problema de saúde pública mundial devido 

à alta incidência e elevada taxa de letalidade (FAINE et al., 1999). Muitos animais 

domésticos e selvagens servem como reservatórios para leptospiras, que são 

eliminadas no ambiente pela urina destes animais, sobrevivendo no solo ou na água, 
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através dos quais humanos podem ser infectados (LEVETT, 2001; BARTHI et al., 

2003). O controle é dificultado devido à inexistência de vacinas e testes laboratoriais 

eficazes na prevenção e diagnóstico da doença (GAMBERINI et al., 2005; McBRIDE 

et al., 2005). As bacterinas existentes não produzem imunoproteção cruzada contra 

os numerosos sorovares de leptospira, principalmente porque induzem resposta 

contra o LPS (McBRIDE et al., 2005; KOIZUMI; WATANABE, 2005; PETERSEN et 

al., 2001; BARTHI et al., 2003; GAMBERINI et al., 2005). Os prejuízos para a saúde 

pública e as perdas econômicas causadas por tal zoonose justificam o uso de 

vacinas contra leptospirose em humanos e animais. Desta forma, o desenvolvimento 

de novas estratégias para a prevenção da leptospirose se faz necessário (LEVETT, 

2001).   

Proteínas imunogênicas conservadas, principalmente de membrana externa 

de leptospira, são alvos promissores para o desenvolvimento de uma vacina com 

estas características (CULLEN et al., 2002). A LipL32 é a proteína de membrana 

externa mais abundante, é altamente conservada entre as leptospiras patogênicas e 

ausente nas não-patogênicas (CULLEN et al., 2005; ZUERNER et al., 1991; HAAKE 

et al., 2000a). Mais de 95% dos pacientes com leptospirose produzem anticorpos 

contra LipL32 durante a infecção (GUERREIRO et al., 2001). Além disso, esta 

proteína já apresentou proteção parcial contra desafio com cepas patogênicas de 

leptospira (BRANGER et al., 2001, 2005; SEIXAS et al., 2007b). 

No presente estudo nós produzimos a quimera recombinante rLTBLipL32, 

composta pela lipoproteína de membrana externa LipL32 de Leptospira interrogans e a 

subunidade B da enterotoxina termolábil de E. coli.  

O sistema de expressão heteróloga testado, fazendo uso da cepa E. coli BL21 

Star™ (DE3) e do vetor pAE, mostrou-se muito eficiente, em relação á quantidade de 

proteína recombinante obtida. Este sistema de expressão possui características que 

o tornam interessantes. A cepa em questão carrega uma cópia mutada do gene rne 

(rne131) que codifica RNaseE truncada, uma enzima sem a habilidade de degradar 

mRNA, resultando em aumento de estabilidade deste e conseqüente acréscimo de 

expressão de proteínas. Esta cepa é B/r e não contém a protease lon, tampouco a 

protease de membrana externa (OmpT). A ausência destas proteases reduz a 

degradação de proteínas heterólogas expressadas (GRUNBERG-MANAGO et al., 

1999; KIDO et al., 1996; LOPEZ et al., 1999). Além disso, o vetor pAE fusiona a 
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proteína de interesse a uma cauda de 6 aminoácidos histidina, permitindo a 

purificação por cromatografia de afinidade, bem como a identificação da proteína 

recombinante em Western blot com MAb anti-6xHis. 

Considerando que já dispúnhamos do vetor pAE contendo o gene ltb, o gene 

fusionado ltblipL32 foi obtido usando apenas uma PCR, uma reação de restrição 

enzimática e outra de ligação. Além disso, a seqüência nucleotídica aparenta ser a 

mesma dos genes correspondentes, baseando-se nos resultados encontrados na 

digestão com enzimas de restrição para confirmação dos clones recombinantes. 

Estas informações indicam que o método usado para a construção dos genes 

fusionados foi eficiente. Yan et al. (2004) usou três PCRs para obter o gene ltb-ureB 

e também obteve sucesso, porém o método usado para a fusão (primer linking) foi 

mais trabalhoso.  

A proteína rLTBLipL32 foi expressa na forma insolúvel, necessitando de um 

agente desnaturante para a solubilização dos corpos de inclusão do interior da 

célula. A estratégia mais comumente adotada para este tipo de problema é o uso de 

solução com 6M ou 8M de uréia, que desnatura completamente a proteína, 

interrompendo as interações moleculares que proporcionam a estrutura 

tridimensional. Entretanto, durante a diálise, a uréia é praticamente toda retirada, 

porém isso necessita um longo período de tempo, para que a proteína possa retornar 

a conformação estrutural inicial. Assim, mesmo com a retirada da uréia, nas 

condições extracelulares a proteína pode estar alterada a tal ponto, que não 

consegue retornar à conformação original, podendo perder determinantes 

antigênicos fundamentais para a atividade desejada (Sambrook; Russell, 2001). 

A quimera recombinante rLTBLipL32, após 4 lavagens com PBS-Triton X-

100, foi solubilizada com 0,2 % de N-Lauroyl-Sarcosine. Este agente desnaturante é 

muito menos agressivo à estrutura tridimensional das proteínas, reduzindo muito as 

chances de uma reconformação incorreta da proteína durante a diálise, que inclusive 

pode ser mais rápida, como a do presente estudo, realizada em apenas 18 horas. 

Além disso, o último sobrenadante obtido apresentou a rLTBLipL32 em elevado grau 

de pureza, dispensando a utilização de métodos de rotina para a purificação de 

proteínas recombinantes, como a cromatografia por afinidade ou cromatografia 

líquida de alta performance, que consomem tempo, uma grande quantidade de 
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reagentes, necessitam de equipamentos específicos, são caros e praticamente 

inviáveis para uma produção em escala industria (Sambrook; Russell, 2001). 

Os soros testados no Western blot reagiram especificadamente com a 

quimera, não havendo reação com controles negativos. Desta forma, a 

caracterização antigênica evidenciou a identidade de cada subunidade da quimera, 

mostrando que a fusão conservou alguns epitopos antigênicos de LTB e de LipL32 e 

que apesar de expressa em corpos de inclusão, sua conformação pareceu 

satisfatório. 

Produtos microbianos foram avaliados como moduladores para ativar a 

imunidade adaptativa. Entre eles, a subunidade B da enterotoxina termolábil de 

Escherichia coli é a mais promissora (SIMMONS et al., 2001a). A LTB é uma molécula 

com propriedade biológicas potenciais, sendo que já foi avaliada como adjuvante de 

mucosa, transcutâneo ou parenteral (DE HAAN et al., 1998; CONCEIÇÃO et al., 

2006; WELTZIN et al., 2000; PITCOVSKI et al., 2006), como imunógeno contra 

diarréia induzida por E. coli enterotoxigênica (LEBENS et al., 1996; RANALLO et al., 

2005), imunomodulador para prevenção de doenças autoimunes e alergias 

(WILLIAMS et al., 2000; TRUITT et al., 1998; CARTER et al., 2006; TAMURA et al., 

1997) e imunossupressor em transplantes (TRUITT et al., 1998). 

O efeito imunomodulador de LTB foi comprovado em trabalhos recentes, 

onde induziu ampla resposta imune tanto celular quanto humoral (CONCEIÇÃO et 

al., 2006; da SILVA RAMOS ROCHA et al., 2008). Em um experimento realizado 

com camundongos a LTB apresentou atividade adjuvante para as glicoproteínas de 

herpes vírus do tipo 1, induzindo um alto grau de proteção contra infecção ocular 

com o vírus vivo (RICHARDS et al., 2001). Em outro estudo, LTB foi coadministrada, 

como adjuvante de mucosa, com o antígeno urease de Helicobacter pylori, para induzir 

imunidade protetora contra infecção in vitro de camundongos com Helicobacter felis e 

Helicobacter pylori (WELTZIN et al., 2000). Testes realizados em voluntários humanos 

comprovaram a segurança do uso de LTB utilizando as vias transcutânea, nasal e 

oral (HASHIGUCCI et al., 1996; KOTLOFF et al., 2001; HAGIWAR et al., 2001; 

GÜEREÑA-BURGUEÑO et al., 2002).  

Estudos anteriores demonstraram que LipL32 é capaz de induzir resposta 

imune parcialmente protetora contra desafio letal, quando apresentada ao sistema 

imune mediada por adenovírus e vacina de DNA (BRANGER et al., 2001, 2005). 
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Porém, LipL32 não teve efeito protetor quando avaliada como vacina recombinante 

de subunidade (BRANGER et al. 2005). Talvez isto se deva ao fato de que vetores 

plasmideais (vacinas de DNA) e adenovírus induzam uma resposta não apenas com 

ampla produção de anticorpos, mas também uma resposta envolvendo células T 

citotóxicas (DREW et al., 2000; JUILLARD et al., 1995; MIYAJI et al., 2003).  

A LTB é um adjuvante completo, capaz de induzir resposta imune celular, 

incluindo células T citotóxicas (SIMMONS et al., 2001b) e humoral, estimulando 

resposta sistêmica e secretória de anticorpos contra antígenos co-administrados ou 

fusionados (GREEN et al, 1996; VERWEIJ et al., 1998; WELTZIN et al., 2000; 

FINGERUT et al., 2006; PITCOVSKI et al., 2006; CONCEIÇÃO et al., 2006; da 

SILVA RAMOS ROCHA et al., 2008). Desta forma, a rLTBLipL32 é uma molécula de 

interesse para um estudo de imunoproteção contra leptospirose.  

Em alguns estudos, LTB foi capaz de induzir resposta contra antígenos 

coadministrados (DE HAAN et al., 1998; WELTZIN et al., 2000; RICHARDS et al., 

2001), mas em outros, uma ligação entre o antígeno e LTB foi necessária para 

promover imunidade contra o antígeno alvo (PITCOVSKI et al., 2006; SCHODER; 

WILL, 1989; GREEN et al., 1996; FINGERUT et al., 2006). Por esta razão, a quimera 

rLTBLipL32 possui uma ligação entre a subunidade LTB e a subunidade LipL32, 

formado por quatro aminoácidos.  

Neste estudo nós construímos e expressamos uma molécula recombinante 

composta pela lipoproteína de leptospiras patogênicas, LipL32, presente em todos 

os sorovares patogênicos, e LTB, um adjuvante com propriedade não apenas de 

aumentar a resposta imune, mas de modulá-la, direcionando para ampla imunidade 

humoral e celular. Desta forma, rLTBLipL32 é uma forte candidata a uma vacina 

recombinante de subunidade contra leptospirose e será brevemente testada, em 

modelos de hamsters, sob administrações por diferentes vias (oral, nasal, muscular, 

subcutânea e intraperitoneal) e doses, seguido por desafio homólogo e heterólogo 

com cepas patogênicas de Leptospira spp. 
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3 CONCLUSÔES 

 

- As estratégias de clonagem adotadas para a obtenção do plasmídeo 

recombinane pAE-ltblipL32 são eficazes; 

- A cepa E. coli BL21 Star™ (DE3), nas condições utilizadas, expressa a 

quimera recombinante rLTBLipL32 em quantidade significante; 

- A quimera solubilizada com 0,2% de N-Lauroyl-Sarcosine, após lavagens 

com PBS-Triton X-100, apresenta elevado grau de pureza; 

- A caracterização antigênica por Western blot evidencia a identidade das 

subunidades LTB e LipL32, mostrando que a fusão realizada conserva epitopos 

antigênicos; 
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