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Resumo 
 

INDA, Guilherme Roig Pureza. Avaliação da estabilidade em Escherichia coli 
de plasmídeos contendo genes que codificam para seis diferentes proteínas 
de Leptospira interrogans 2015. 50f. Trabalho de Conclusão de Curso – Curso 
de Graduação em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
A tecnologia do DNA recombinante baseia-se na transferência gênica entre 
organismos, onde a recombinação do DNA é proveniente de diferentes fontes. 
Nesta área, o processo de clonagem destaca-se, sendo os plasmídeos os vetores 
mais utilizados. A tecnologia recombinante está pavimentando o caminho para o 
uso terapêutico de moléculas complexas, razão pela qual um número crescente 
de produtos biológicos é baseado em proteínas recombinantes. Durante as 
últimas duas décadas, uma grande variedade de proteínas recombinantes têm 
sido produzidas utilizando a  bactéria Escherichia coli, sistema bem estabelecido 
e que apresenta inúmeros fatores positivos, mas também alguns negativos, como: 
a toxicidade da proteína heteróloga e a instabilidade do plasmídeo contendo o 
gene exógeno. A leptospirose é uma zoonose causada por espiroquetas 
patogênicas do gênero Leptospira. A utilização de vacinas recombinantes de 
subunidade utilizando antígenos conservados em diferentes sorovares da bactéria 
tem sido foco de inúmeras pesquisas. Com o presente trabalho, buscamos avaliar 
a estabilidade de plasmídeos contendo genes que codificam para seis diferentes 
proteínas de Leptospira interrogans, bem como, a toxicidade das mesmas, 
utilizando como sistema de expressão duas cepas de Escherichia coli (BL21 Star 
e C43 (DE3)). Com isso, pretende-se estabelecer uma plataforma de expressão 
mais rentável para a produção de proteínas recombinantes de L. Interrogans as 
quais poderão ser avaliadas como novas composições vacinais ou em testes 
diagnóstico. Os testes de toxicidade foram avaliados em dois conjuntos de placas 
ágar LB-ampicilina, sendo um conjunto contendo o indutor IPTG e o outro não. A 
toxicidade dos plasmídeos foi definida através da ausência de colônias em placas 
contendo ampicilina e o indutor, e na presença de colônias nas placas contendo 
apenas ampicilina. Para os testes de estabilidade, a cada 1h de indução da 
expressão da proteína, uma série de diluições dos cultivos foram preparadas e, 
para cada diluição, 20 µl foram imediatamente plaqueados em placas de ágar LB 
com e sem ampicilina. A estabilidade de cada um dos plasmídeos foi estabelecida 
como a razão entre o número de colônias crescidas nas placas contendo 
ampicilina sobre o número de colônias crescidas nas placas sem ampicilina. Na 
cepa BL21 Star, todas as proteínas testadas foram tóxicas para a bactéria, bem 
como os plasmídeos se mostraram instáveis durante a expressão das proteínas. 
Para a cepa C43 (DE3), nenhuma proteína se mostrou tóxica, e os plasmídeos 
apresentaram maior estabilidade em relação a outra cepa. 
 

 
Palavras-chave: DNA recombinante; Escherichia coli BL21 Star; Escherichia coli 
C43 (DE3); toxicidade; estabilidade; Leptospira interrogans. 
 
 
 
 



 

 

Abstract 
 
INDA, Guilherme Roig Pureza. The assessment of the stability in Escherichia 
coli of plasmids containing genes encoding six different proteins of 
Leptospira interrogans. 2015. 50f. Trabalho de Conclusão de Curso – Curso de 
Graduação em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
 
The recombinant DNA technology is based on genetic transfer between organisms 
where the recombination of the DNA comes from different sources. In this field, the 
cloning process stands out; being the plasmids the most commonly used vectors. 
The recombinant technology is paving the way for the therapeutic use of complex 
molecules, reason why a growing number of organic products of common use is 
based on recombinant proteins. Over the past two decades, a variety of 
recombinant proteins has been produced using Escherichia coli, a well-established 
system which has numerous positive factors, but also some negatives ones, such 
as the toxicity of the heterologous protein as well as the plasmid instability 
containing the exogenous gene. With the present study, we seek to evaluate the 
stability of plasmids containing genes that encode six different proteins of 
Leptospira interrogans, as well as their toxicity, using as expression system two 
strains of Escherichia coli (BL21 Star and C43 (DE3)). The toxicity tests were 
assessed in two sets of LB-ampicillin agar plates, one containing the inducer IPTG 
and the other not. The toxicity of the plasmids was defined by the absence of 
colonies on plates containing ampicillin and the inducer, and in the presence of 
colonies on plates containing only ampicillin. For the stability tests, at each 1H 
induction, a series of dilutions of the cultures were prepared, and for each dilution, 
20 µl were immediately plated on LB agar plates with and without ampicillin. The 
stability of each of the plasmids was established as the ratio of the number of 
colonies grown on ampicillin-containing plates over the number of colonies grown 
on plates without ampicillin. In the strain BL21 Star, all tested proteins were toxic 
to the bacteria as well as the plasmids proved unstable during the expression of 
proteins. For the strain C43 (DE3) no protein proved toxic, and the plasmids 
presented higher stability compared to the other strain. 
 
Keywords: Recombinant DNA; Escherichia coli BL21 Star; Escherichia coli C43 
(DE3); toxicity; stability; Leptospira interrogans. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

Lista de Figuras 
 

 

 

Figura 1 Clonagem e expressão de genes 

exógenos........................................................................................... 

 

 

15 

Figura 2 Curva de crescimento das cepas BL21 Star e C43 (DE3) 

transformadas com os plasmídeos recombinantes e induzidas com 

IPTG.................................................................................................. 

 

 

38 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

Lista de Tabelas 
 
 

Tabela 1 Análise da toxicidade das proteínas recombinantes LigANI, 

LigBNI, LigBrep, LipL32, OmpL37 e ErpY-like expressas nas 

cepas de E. coli BL21 Star e C43 

(DE3)................................................................................................. 

 

 

 

 

36 

Tabela 2 Avaliação da estabilidade dos plasmídeos recombinantes nas 

cepas de E. coli C43 (DE3) e BL21 

Star.................................................................................................... 

 

 

40 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

Lista de Abreviaturas e Siglas 
 
 
 

LPS    Lipopolissacarídeo 

CHO                        Chinese hamster ovary cell  

DO    Densidade óptica  

DNA                       Deoxyribonucleic acid 

h Horas  

IPTG Isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo 

IB                             Inclusion Bodies  

kDa                          Kilodalton 

LB Luria-Bertani 

MAT                         Soroaglutinação microscópica 

µg    Micrograma 

µL                             Microlitro 

mL    Mililitro 

min    Minuto    

mM    Milimolar 

nm                            Nanômetro 

rpm Rotações por minuto 

RNA                         Ribonucleic acid 

SMGT                      Sperm Mediated Gene Transfer 

°C Graus Celsius 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO....................................................................................................13 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA .................................................................................................... 15 

2.1 Tecnologia DNA recombinante ......................................................................................... 15 

2.2 Sistemas de expressão de antígenos heterólogos........................................................ 18 

2.3 E. coli como hospedeiro para expressão de antígenos heterólogos .......................... 21 

2.3.1 E. coli BL21 Star™(DE3) e BL21 Star™(DE3) pLysS ........................................... 23 

2.3.2 C41 (DE3) e C43 (DE3) .............................................................................................. 24 

2.3.3 RossetaTM e RossetaTM 2 ............................................................................................ 24 

2.3.4 OrigamiTM e OrigamiTM B ............................................................................................ 25 

2.4 Leptospirose ........................................................................................................................ 25 

2.5 Antígenos alvo de Leptospira ........................................................................................... 29 

2.5.1 LipL32 ............................................................................................................................ 29 

2.5.2 OmpL37 ........................................................................................................................ 29 

2.5.3 LigANI, LigBNI e LigBrep ........................................................................................... 30 

2.5.4 ErpY-like ........................................................................................................................ 31 

3. OBJETIVOS ............................................................................................................................... 32 

3.1 Objetivo Geral ...................................................................................................................... 32 

3.2 Objetivos Específicos ......................................................................................................... 32 

4. MATERIAIS E MÉTODOS ....................................................................................................... 33 

4.1 Cepas e plasmídeos ........................................................................................................... 33 

4.2 Transformação das cepas de E. Coli ............................................................................... 33 

4.3 Testes de toxicidade .......................................................................................................... 33 

4.4 Testes de estabilidade ....................................................................................................... 34 

4.5 Avaliação da taxa de crescimento celular ....................................................................... 34 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO .............................................................................................. 36 

5.1 Testes de Toxicidade ......................................................................................................... 36 

5.2 Taxa de crescimento celular ............................................................................................. 37 

5.3 Testes de estabilidade ....................................................................................................... 40 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS .................................................................................................... 42 

7. CONCLUSÕES ......................................................................................................................... 42 

REFERÊNCIAS ............................................................................................................................. 43 



 

 
13 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A principal molécula envolvida nas diferentes tecnologias empregadas em 

biologia molecular é o gene. Uma das técnicas de isolamento e propagação de 

um gene de interesse, é sua inserção em outra molécula de DNA que sirva como 

veículo ou vetor passível de ser replicado em células vivas. Existem muitas 

opções de vetor, dependendo da finalidade de clonagem, dentre os quais, os 

plasmídeos são, atualmente, os mais utilizados. Quando esses dois DNAs de 

diferentes origens são combinados, o resultado é uma molécula de DNA 

recombinante (MULLIS, 1990). Essa tecnologia pode ser utilizada no estudo de 

mecanismos de replicação e expressão gênica, na determinação da sequência de 

um gene e consequentemente da proteína que ele codifica, ou no 

desenvolvimento de culturas microbianas capazes de produzir substâncias úteis, 

tais como vacinas e enzimas (NASCIMENTO et al., 2003). 

Diferentes células ou organismos vêm sendo utilizados para a produção de 

proteínas recombinantes (HAUKAAS, 2011). Devido ao vasto conhecimento sobre 

sua genética, bioquímica e biologia molecular, a bactéria Escherichia coli é 

bastante empregada na expressão de proteínas heterólogas. O sistema de 

expressão baseado em E. coli é relativamente barato, de fácil manipulação e 

muitas proteínas recombinantes são bem toleradas, podendo ser expressas em 

níveis elevados (SAMBROOK et al., 2001). Existem, no entanto, problemas 

relacionados à utilização dessa bactéria como maquinaria de produção de 

proteínas heterólogas, como: a formação de corpos de inclusão, acúmulo de 

endotoxinas (lipopolissacarídeo_LPS), a expressão de proteínas recombinantes 

que são tóxicas, a inabilidade da bactéria realizar modificações pós-traducionais e 

a instabilidade plasmidial (LEONHARTSBERGER, 2006; MAKRIDES, 1996; 

PETSCH, 2000; SAIDA et al., 2006). 

Vários antígenos têm sido expressos em E. coli, dentre eles os de 

Leptospira interrogans, uma espiroqueta patogênica capaz de causar uma 

zoonose, denominada leptospirose (WHO, 2003). Estima-se que ocorram mais de 

1 milhão de casos desta doença em humanos, com aproximadamente 59 mil 
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mortes por ano no mundo (COSTA et al., 2015). A infecção é contraída por 

contato direto ou indireto com urina de animais portadores (principalmente 

roedores), via solo, água ou alimentos contaminados, sendo geralmente 

relacionada à falta de saneamento básico, superpopulação, atividades recreativas 

e ocupacionais (EVANGELISTA; COBURN, 2010; PLANK; DEAN, 2000).  Para o 

diagnóstico da doença, o teste de aglutinação microscópica (MAT) é considerado 

padrão, porém, é inadequado para identificação rápida do caso, uma vez que 

requer análises de soros emparelhados para alcançar sensibilidade suficiente, 

além de ser trabalhoso e subjetivo (FLANNERY et al., 2001). Com isso, vários 

esforços vem sendo feito para desenvolver novos testes sensíveis e específicos 

para a leptospirose, como testes rápidos baseados em antígenos recombinantes 

da bactéria (YAN et al., 2013). Diante das desvantagens do uso de bacterinas 

como vacinas, a necessidade de novas estratégias vacinais para a prevenção de 

leptospirose tornou-se importante. Consequentemente, vários estudos têm 

investido na obtenção e avaliação de antígenos recombinantes de Leptospira, 

conservados em diferentes sorovares, capazes de induzir imunidade protetora 

contra a doença (DELLAGOSTIN et al., 2011). 

LigANI, LigBNI, LigBrep, LipL32, OmpL37 e ErpY-like são proteínas de 

Leptospira, presentes em diferentes sorovares patogênicos da bactéria e ausente 

em espécies saprófitas, sugerindo o papel delas no processo de infecção e tendo 

potencial como antígenos vacinais. Alguns estudos demonstram a capacidade 

dessas proteínas para o desenvolvimento testes de diagnóstico, e de induzirem 

resposta imune contra a bactéria durante a infecção (FORSTER et al., 2013; 

GRASSMANN et al., 2012; HARTWIG et al., 2015; HARTWIG et al., 2014; LUCAS 

et al., 2010; MONTE et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015; SILVA et al., 2007). 

Nesse sentido, este trabalho de conclusão de curso propõe a avaliação da  

estabilidade de um conjunto de plasmídeos que codificam para as seis proteínas 

de Leptospira interrogans mencionadas acima, bem como, a toxicidade das 

mesmas, utilizando duas cepas de E. coli: BL21 Star (DE3) e C43 (DE3). 

Pretende-se, assim, estabelecer uma plataforma de expressão mais rentável para 

a produção de proteínas recombinantes de L. interrogans a serem utilizadas como 

antígenos em novas composições vacinais ou em testes diagnóstico. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Tecnologia DNA recombinante 

 

Um DNA recombinante é obtido através da combinação de duas moléculas 

de DNA pertencentes a espécies diferentes (ETIEMME, 2003). A clonagem 

gênica baseia-se na obtenção de um gene que codifica para uma proteína de 

algum organismo e inserção em um vetor de clonagem, para que esta molécula 

recombinante seja introduzida em uma bactéria ou outro sistema de expressão 

(BROWN, 2003). A Figura 1 ilustra o processo de clonagem e expressão de 

proteínas exógenas. 

 

 

Figura 1. Clonagem e expressão de genes exógenos (GLICK, 2010). 
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Através dessa tecnologia é possível estudar mecanismos de replicação e 

expressão gênica, determinar a sequência de um gene e consequentemente da 

proteína que ele codifica, ou desenvolver culturas microbianas capazes de 

produzir substâncias úteis, tais como a insulina humana, hormônio de 

crescimento, vacinas e enzimas em grandes quantidades. Sua aplicação 

comercial ou biotecnológica parece ter um potencial inesgotável (NASCIMENTO 

et al., 2003). 

A tecnologia do DNA recombinante teve início no final dos anos 70, 

refletindo um grande progresso para o entendimento e combate de doenças 

(BELLÃO, 2006). Em 1975 o primeiro anticorpo monoclonal foi produzido; no ano 

de 1977 um gene humano foi clonado em bactéria, assim como, um gene que 

codifica para a insulina de rato. Em 1978 a insulina humana e o hormônio do 

crescimento foram produzidos, e o DNA bacteriano foi introduzido em 

cromossomo de levedura (DEMAIN, 2001). Dessa forma, a tecnologia do DNA 

recombinante começou a ganhar espaço e ter reconhecimento.  

Para o processo de clonagem molecular, o descobrimento e o uso de 

endonucleases de restrição foram imprescindíveis. O inserto para clonagem é 

obtido e clivado por essas enzimas, as quais reconhecem e cortam sequências de 

nucleotídeos específicos dentro do DNA, deixando extremidades de fitas simples 

que permitem a ligação do inserto no vetor (LEHNINGER et al., 1993). As 

enzimas de restrição atuam como uma espécie de "tesoura biológica", na medida 

em que são produzidas naturalmente por bactérias como forma de defesa contra 

infecção viral, onde clivam em diversos fragmentos o material genético dos vírus, 

impedindo sua reprodução na célula bacteriana. Em contrapartida, a bactéria 

protege seu próprio DNA dessa degradação, modificando sua sequência de 

reconhecimento pela adição de grupos metila, fenômeno conhecido como 

metilação (PIERCE, 1994). 

Cada bactéria tem suas próprias enzimas de restrição e cada enzima 

reconhece apenas um tipo de sequência, independente da fonte de DNA (BURNS 

& BOTTINO, 1991). A utilidade dessas enzimas no processo de clonagem vem de 

sua especificidade em clivar DNA em sítios particulares. Essas enzimas 

reconhecem sítios de 6 ou 4 nucleotídeos, e estes fragmentos são 
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suficientemente longos para conter informação genética ao mesmo tempo que 

suficientemente pequenos para permitir uma manipulação física e bioquímica 

conveniente in vitro (BAILEY e OLLIS, 1986). Tudo isso significa que o DNA de 

qualquer origem pode ser ligado a moléculas de DNA de qualquer outra espécie, 

abrindo a possibilidade de clonar genes e isolar proteínas (NASCIMENTO et al., 

2003). 

Após a obtenção do DNA a ser clonado e a digestão com as enzimas de 

restrição, a molécula precisa ser ligada a um vetor de clonagem. O passo de 

ligação é feito através da enzima DNA ligase, que catalisa a união de duas 

moléculas de DNA com uma ligação fosfodiéster entre a hidroxila 3' de um 

nucleotídeo e o fosfato 5' de outro (LEHNINGER et al., 1993). São características 

importantes para todo vetor de clonagem: ser capaz de se replicar 

independentemente junto ao DNA exógeno que carrega; conter um sítio único de 

clivagem por endonucleases de restrição; apresentar um marcador de seleção – 

geralmente sob a forma de genes de resistência a antibióticos – para distinguir as 

células hospedeiras que contêm o vetor daquelas que não o contém; e ser 

relativamente fácil de recuperar a partir da célula hospedeira (MULLIS, 1990). 

Existem muitas opções possíveis de vetor, dependendo da finalidade de 

clonagem; em geral, os mais utilizados são os plasmídeos.  

Plasmídeos são pequenas moléculas de DNA circular, transferidos 

horizontalmente, entre as bactérias, pelo processo de conjugação. A identificação 

e classificação são baseadas em suas características genéticas 

permanentemente apresentadas, a saber: capacidade de se preservar numa 

célula hospedeira e capacidade de controlar um processo de replicação 

(SELIMOVIC, et al., 2007). Os plasmídeos têm a capacidade de se duplicar 

autonomamente, possuindo, em geral, genes que lhes conferem resistência a 

antibióticos (CANDEIAS, 1991). 

Após o processo de ligação do inserto no vetor, o produto de ligação 

(plasmídeo recombinante) é transformado, por métodos físicos ou químicos, em 

bactérias para propagação. A obtenção de um clone recombinante depende da 

identificação das células que contêm o plasmídeo com o fragmento alvo clonado. 
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Para tanto, podem ser aplicadas as técnicas de PCR, digestão com enzimas de 

restrição e/ou sequenciamento de DNA (BROWN, 2011). 

 

2.2 Sistemas de expressão de antígenos heterólogos 

 

Tecnologias do DNA recombinante estão sendo empregadas na produção 

de moléculas de uso terapêutico, de forma que um número crescente de produtos 

biológicos de uso corriqueiro são proteínas recombinantes (SODOYER, 2004). Os 

mecanismos semelhantes entre a síntese de proteínas em células procarióticas e 

eucarióticas têm sido utilizados para o desenvolvimento de sistemas de 

expressão e, assim, diferentes células ou organismos têm sido empregados para 

a produção de proteínas recombinantes (HAUKAAS, 2011). A escolha do 

hospedeiro é baseada na eficiência de produção da proteína de interesse. O ideal 

é que o hospedeiro sintetize a proteína de interesse com o mesmo molde de 

glicosilação, fosforilação e acetilação encontrado quando a proteína é isolada na 

sua forma nativa (GLICK, 1995). 

A necessidade de novas plataformas de expressão adequadas aumenta 

com o número de genes-alvos utilizados em vários ramos industriais. Uma gama 

de sistemas de expressão já são utilizados, como bactérias, leveduras, fungos 

filamentosos e células de outros eucariotos, como mamíferos, insetos e plantas. 

Ao escolher entre essas células, ambos os aspectos qualitativos e econômicos 

devem ser considerados. A qualidade da proteína heteróloga produzida também é 

essencial, especialmente na medicina, em que a produção de produtos 

farmacêuticos humanos é regulada sob aspectos estritos de segurança 

(GELLISSEN, 2005). 

Os hospedeiros procariotos são geralmente o ponto de partida na 

expressão de proteínas heterólogas, uma vez que são fáceis de manipular, têm 

tempo de geração curto e são sistemas bem estabelecidos (LARSEN, 2009). As 

células procariotas podem ser subdivididas em células Gram-positivas e Gram-

negativas, com base na estrutura de sua parede celular. Ambos os grupos são 

representantes bem estabelecidos no campo da produção de proteínas 
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recombinantes (WATSON et al., 1992). Dentre as bactérias Gram-negativas, E. 

coli é a mais estudada, enquanto o Bacillus subtilis é o produtor Gram-positivo 

mais bem conhecido de proteínas recombinantes (LARSEN, 2009). Existem 

vários desafios quando se utiliza células procarióticas para expressão de 

proteínas, sendo os maiores problemas referentes à insolubilidade da proteína, 

aos níveis baixos de expressão e às limitações na realização de modificações 

pós-traducionais (GELLISSEN, 2005). Na teoria, hospedeiros procarióticos podem 

expressar qualquer gene, mas, na prática, as proteínas produzidas nem sempre 

têm a atividade ou estabilidade biológica desejada (HAUKAAS, 2011). 

As células eucarióticas partilham muitas características moleculares, 

bioquímicas e genéticas que as tornam uma alternativa para a expressão de 

proteínas. São sistemas de escolha quando se deseja obter uma proteína 

parecida quando na sua forma nativa, pois é um sistema que permite 

modificações pós-traducionais (CEREGUINO, 2000). Hoje em dia, uma variedade 

de plataformas de expressão em fungos estão disponíveis, mas, inicialmente, a 

levedura Saccharomyces cerevisiae foi mais amplamente utilizada. Como a 

maioria das leveduras, S. cerevisiae apresenta as mesmas vantagens de 

crescimento de alguns procariotos (GLICK et al., 2010). Devido às grandes 

vantagens em relação aos outros sistemas de expressão, outro fungo bastante 

utilizado para expressão de proteínas recombinantes é a levedura Pichia pastoris; 

as técnicas requeridas para sua manipulação são semelhantes às descritas para 

S. cerevisiae, um dos sistemas mais bem caracterizados geneticamente 

(CEREGUINO, 2000). 

A produção de proteínas através de linhagens celulares de mamífero, tais 

como células CHO (Chinese hamster ovary), tem uma vantagem na produção de 

proteínas humanas porque são capazes de glicosilar proteínas no mesmo padrão 

dos eucariotos superiores. Uma vez que isso pode resultar em proteínas 

recombinantes idênticas aos seus homólogos humanos, a possibilidade de 

produção de uma proteína funcional aumenta (HAUKAAS, 2011). Ainda assim, 

existem algumas desvantagens que conduzem à necessidade de sistemas 

alternativos: linhagens celulares de mamíferos exigem meio especializado, o que 

pode levar a altos custos em comparação a outros hospedeiros procarióticos; em 
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fermentações, a sua cinética de crescimento é lenta, apresentando densidades 

celulares baixas e, além disso, são sensíveis ao estresse (GELLISSEN, 2005). 

Alternativa diferente para produção de proteínas recombinantes pode ser a 

utilização de linhagens de células de insetos. Para estes, um sistema utilizado são 

os baculovírus (vírus que infectam insetos), que surgiram como um sistema 

popular para a superprodução de proteínas recombinantes em eucariotos (RAI, 

2010). Desde a descoberta de que os baculovírus podem traduzir eficientemente 

em células de mamífero, as aplicações destes têm se expandido em razão de 

diversos fatores (HU, 2004). Outras linhagens de células de insetos, tais como a 

‘Sf-9’ e ‘High-Five’, apresentam a habilidade de suportar o crescimento celular e a 

produção de proteínas recombinantes com certas vantagens em relação a células 

de mamíferos (SODOYER, 2004). 

Outra estratégia, empregando células eucarióticas para a expressão de 

proteínas recombinantes é a utilização de plantas, as quais, oferecem vantagens 

como apresentar maquinaria de processamento pós-traducional semelhante à dos 

mamífero, não carregar oncogenes humanos (BLAIS, 2006), bem como, 

apresentar capacidade de produção em larga escala (SODOYER, 2004), sendo 

comercialmente mais barata. Tais vantagens permitem a expressão de ampla 

variedade de antígenos para prevenção de doenças, terapias e diagnósticos 

(STREATFIELD, 2006). O tabaco é conhecido como planta-modelo de 

transformação, uma vez que a sua cultura in vitro já é bem estabelecida, 

possuindo características que facilitam o processo, como a capacidade de 

germinação e de regeneração, ciclo curto e ampla produção de sementes 

(BRASILEIRO, 1998), além disso, os genes exógenos podem ser inseridos 

permanentemente no genoma de todas as células vegetais, com transmissão à 

descendência, obtendo-se uma planta transgênica. Existe ainda uma série de 

sistemas de expressão transitória, os quais implicam na utilização de um 

plasmídeo ou na transformação de apenas algumas células ou órgãos da planta, 

por exemplo, via micro-organismo Agrobacterium (HAWES et al., 2000). 

A utilização de animais transgênicos como biorreatores representa uma 

alternativa promissora, pois possibilita o crescimento necessário na área 

terapêutica, por meio da produção de proteínas recombinantes de elevado valor 
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biológico à saúde humana (COLLARES et al., 2007). A capacidade de animais 

transgênicos produzir proteínas complexas, biologicamente ativas, e de uma 

maneira eficiente e econômica, é superior aos demais sistemas de expressão 

(HOUDEBINE, 2009). Isso ocorre devido à incapacidade das bactérias realizarem 

reações de modificações pós-traducionais, requeridas para a atividade biológica 

plena, e da produção lenta das plantas transgênicas e insetos (WANG et al., 

2013). Diante disso, para a síntese de uma série de proteínas de interesse 

terapêutico, há a pertinência do uso de células animais, para que as modificações 

pós-traducionais adequadas sejam realizadas. Neste sentido, o uso de peixes 

transgênicos, por exemplo, tem demonstrado ser uma alternativa viável para a 

produção de proteínas recombinantes em modelos de baixo custo devido ao 

tempo curto de geração, à fácil manutenção dos estoques e à produção em larga 

escala dos animais geneticamente modificados através de SMGT - Sperm 

Mediated Gene Transfer (COLLARES et al., 2007). 

Com a conclusão do sequenciamento do genoma de muitos organismos, 

existe uma necessidade crescente de expressão de alto rendimento de proteínas 

heterólogas. Os sistemas de expressão têm sido incapazes de enfrentar este 

desafio devido aos demorados procedimentos de clonagem e às falhas para gerar 

moléculas funcionais de muitas proteínas em hospedeiros bacterianos 

(STEVENS, 2000). O uso da expressão de proteínas isenta de células tem, agora, 

se tornando uma alternativa, pois oferece um simples e flexível sistema para a 

rápida síntese de proteínas, reduzindo drasticamente o tempo necessário do 

processo, englobando a sequência de DNA até à proteína funcional (JACKSON et 

al., 2000).  

 

2.3 E. coli como hospedeiro para expressão de antígenos heterólogos 

 

Uma grande variedade de proteínas recombinantes tem sido produzida em 

E. coli nos últimos anos (LEE, 1996). Escherichia coli é uma bactéria em forma de 

bacilo Gram-negativo, que em humanos e animais é normalmente encontrada no 

intestino. Essa bactéria é parte da família Enterobacteriaceae e é anaeróbica 
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facultativa, com temperatura ótima de crescimento de 37°C (SUSSMAN, 1997). 

Em meios ricos em nutrientes, durante a fase exponencial de crescimento, E. coli 

duplica a cada 20-30 min. As características atraentes desse sistema incluem 

genética relativamente simples, baixo custo, rápido crescimento e o potencial para 

o cultivo de alta densidade (QUN XU et al., 2011). 

Uma grande variedade de mutantes de E. coli foram isolados e 

caracterizados. Quase todas as cepas atualmente utilizadas são derivadas de 

uma única cepa: a E. coli K-12, isolada a partir das fezes de um paciente com 

difteria em 1922 (CASALI, 2003). Com isso, foram desenvolvidas inúmeras 

linhagens geneticamente modificadas para diferentes condições de expressão, 

bem como, vetores a serem utilizados, ambos disponibilizados comercialmente 

(MAKRIDES, 1996). Considerando apenas o banco de dados Protein Data Bank 

(PDB), mais de 90% das estruturas depositadas foram produzidas utilizando E. 

coli como sistema de expressão (VINCENTELLI et al., 2013).  

Há, contudo, problemas relacionados à utilização dessa bactéria como 

hospedeiro de produção de proteínas heterólogas. Algumas proteínas 

recombinantes acabam como parte de uma fração insolúvel no citoplasma – são 

frequentemente chamadas corpos de inclusão (IB) e consistem em agregados de 

proteínas com folding incorreto, que devem ser processadas para assumirem a 

conformação correta. Esse tratamento adicional leva a custos mais elevados e 

pode afetar a atividade das proteínas, por conseguinte, é desejável utilizar 

hospedeiros onde IB são evitados (LEONHARTSBERGER, 2006). Para a 

produção de proteínas terapêuticas em bactérias Gram-negativas, como E. coli, o 

acúmulo de endotoxinas (LPS), que são pirogênicas, é outro problema 

relacionado e, assim como, para os corpos de inclusão, esse problema necessita 

de passos adicionais de purificação antes da proteína recombinante ser utilizada 

para o seu propósito original (PETSCH, 2000). Outros possíveis problemas estão 

relacionados ao plasmídeo ou instabilidade do RNA mensageiro (TERPE, 2006). 

Problema frequente é, ainda, a expressão de proteínas recombinantes 

tóxicas para o hospedeiro de expressão. A questão chave na expressão em E. 

coli é um fraco controle da expressão, o que resulta no vazamento da proteína 

tóxica antes da indução, levando à perda do plasmídeo, ao fraco crescimento 
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celular e à fraca expressão proteica (SAIDA et al., 2006). Outras desvantagens do 

uso de E. coli como sistema de expressão incluem: (1) a inabilidade da bactéria 

realizar modificações pós-traducionais; (2) dificuldade de um mecanismo de 

secreção da proteína alvo para o meio de cultura; e (3) a limitada habilidade de 

promover a formação de pontes dissulfeto (BALBAS, 2001; MAKRIDES, 1996; 

SAHDEV et al., 2008). 

Para a expressão de proteínas, as cepas E. coli BL21 e K12 e seus 

derivados são as mais utilizadas (TERPE, 2006). Dentre elas, as principais são 

abordadas na sequência. 

 

2.3.1 E. coli BL21 Star™(DE3) e BL21 Star™(DE3) pLysS 
 

A designação DE3 indica que as cepas contêm a sequência DE3, que 

transporta o gene para a T7 RNA polimerase, sob o controle do promotor lacUV5, 

induzível por isopropil β-D-1-thiogalactopiranoside (IPTG). As duas cepas 

carregam um gene mutado RNE (rne131) que codifica uma enzima RNAase 

truncada desprovida da capacidade de degradar mRNA, resultando num aumento 

da estabilidade do mRNA. As duas cepas são de E. coli B/r e não contêm a lon 

protease, sendo, também, deficientes na protease de membrana externa OmpT, o 

que reduz a degradação de proteínas heterólogas expressas na cepa. BL21 

Star™ (DE3) pLysS carrega o plasmídeo pLysS que produz lisozima derivada do 

bacteriófago T7. A BL21 Star™ (DE3) não carrega um plasmídeo expressando a 

lisozima T7 para reduzir o nível basal da expressão do gene de interesse. PLysS 

confere resistência ao cloranfenicol (CAMR) e contém a origem p15A, que lhe 

permite ser compatível com PUC ou plasmídeos derivados de pBR322. As cepas 

BL21 Star™(DE3) e BL21 Star™(DE3) pLysS são adequadas para a expressão 

de proteínas recombinante em altos níveis (INVITROGEN). 
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2.3.2 C41 (DE3) e C43 (DE3) 

 

As cepas de superexpressão C41 (DE3) e C43 (DE3) são eficazes para 

expressar proteínas tóxicas e de membrana a partir de todas as classes de 

organismos, incluindo vírus, eubactérias, leveduras, plantas, insetos e mamíferos. 

Resultados demonstram que essas cepas são claramente superiores em 

transformação e expressão de proteínas tóxicas em relação à BL21 (DE3) 

(DUMON-SEIGNOVERT et al., 2004). As cepas C41 (DE3) e C43 (DE3) 

transportam a sequência lambda DE3, que expressa T7 RNA polimerase a partir 

do promotor lacUV5, induzivel por IPTG. Essas células podem ser usadas para 

expressar qualquer gene clonado num plasmídeo contendo o promotor T7. Cepas 

de superexpressão pLysS também carregam um plasmídeo resistente ao 

cloranfenicol que codifica para a lisozima T7, que é um inibidor natural da T7 RNA 

polimerase. As células pLysS produzem quantidade pequena de lisozima T7, que 

suprime a expressão basal da T7 RNA polimerase antes da indução, 

proporcionando, assim, estabilidade adicional para os clones recombinantes que 

codificam particularmente proteínas tóxicas (LUCIGEN). 

 

2.3.3 RossetaTM e RossetaTM 2 

 

Essas cepas são derivadas de cepas BL21, destinadas a expressar 

proteínas heterólogas que contêm códons raros em E. coli. As células 

transportam plasmídeo resistente ao cloranfenicol com os genes de tRNA para 

sete códons raros (AGA, AGG, AUA, CUA, GGA, CCC, e CGG). Os genes dos 

tRNA são controlados por seus promotores nativos. Em Rosetta 2 (DE3) pLacI, os 

genes raros de tRNA estão presentes no mesmo plasmídeo que transporta o 

gene repressor lac (NOVAGEN). 

 

 

 



 

 
25 

2.3.4 OrigamiTM e OrigamiTM B 

 

As cepas Origami são derivadas da cepa K-12 e apresentam mutações em 

ambos os genes tioredoxina redutase (trxB) e glutationa redutase (gor), que 

aumentam significativamente a formação de ligação dissulfeto no citoplasma de 

E. coli. As cepas Origami 2 são sensíveis a canamicina, diferentemente das cepas 

originais de Origami, em que a mutação gor ainda está selecionada pela 

tetraciclina. Para reduzir a possibilidade de formação de ligações dissulfeto entre 

moléculas, as estirpes que contêm mutações em trxB e gor são recomendadas 

apenas para a expressão de proteínas que requerem formação de ligações 

dissulfeto para a conformação correta da proteína. As cepas Origami B são 

derivadas de um mutante de BL21 lacZY, para permitir um controle preciso dos 

níveis de expressão, ajustando a concentração de IPTG. Assim, as cepas Origami 

B combinam as características desejáveis de BL21, Tuner™ e Origami em uma 

única cepa. Essas cepas também incluem as deficiências lon e ompT de BL21, 

que aumentam a estabilidade da proteína (NOVAGEN). 

 

2.4 Leptospirose 

 

A leptospirose é uma zoonose causada por espiroquetas patogênicas do 

gênero Leptospira. Essas espiroquetas são bactérias que podem ser patogênicas 

(isto é, ter potencial para causar doença em animais e humanos) ou saprófitas (ou 

seja, de vida livre e, geralmente, não causando a doença) (WHO, 2003). 

A unidade básica de taxonomia da Leptospira é o sorovar. Essa 

classificação sorológica é determinada, principalmente, pela diversidade 

antigênica do LPS presente em sua membrana externa. Sorovares contendo 

determinantes antigênicos relacionados são agrupados no mesmo sorogrupo 

(BHARTI et al., 2003; LEVETT, 2001). O gênero Leptospira compreende 20 

espécies, sendo 13 patogênicas, classificadas em mais de 260 sorovares (KO et 

al., 2009). Espécies que foram detectadas em casos clínicos incluem L. 

interrogans, L. borgpetersenii, L. alexanderi , L. alstonii, L. inadai, L. fainei, L. 

kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae, L. weilii e L. wolffii. 
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Infelizmente, sorovares de Leptospira podem, frequentemente, trocar seu material 

genético, podendo não haver correlação entre tipagem sorológica e classificação 

genética (CENTER FOR FOOD SECURITY & PUBLIC HEALTH, 2013).  

Leptospira tem uma estrutura típica de dupla membrana, em que a 

membrana citoplasmática e a camada de peptideoglicano estão intimamente 

associadas e são separadas da membrana externa por um espaço 

periplasmático. Além de LPS, as proteínas estruturais e funcionais formam parte 

da membrana externa de Leptospira. Uma expressiva proporção dessas proteínas 

são lipoproteínas com abundância relativa na superfície da célula: LipL32> 

LipL21> LipL41 (CULLEN et al., 2004). Proteínas integrais de membrana, tais 

como a porina OmpL1, também estão localizadas na membrana externa de 

Leptospira e têm sido mostradas como sendo antigênicas. Entretanto, mais de 

50% dos genes de Leptospira são de função desconhecida, sugerindo a presença 

de fatores de virulência e mecanismos de patogenicidade únicos ainda não 

elucidados (ADLER et al., 2010). 

As leptospiras foram detectadas em praticamente todos os países que 

realizaram investigações epidemiológicas, e a doença é mundialmente distribuída 

(PANDEY, 1994). Sua ocorrência tem forte associação com períodos de elevados 

índices pluviométricos. Em condições favoráveis e na presença dos hospedeiros 

adequados, as leptospiras podem persistir por semanas ou meses no ambiente, 

principalmente em regiões tropicais e subtropicais (PLANK et al., 2000). Em 

regiões de clima seco, infecções acidentais ocorrem próximo a águas represadas 

com alta concentração de animais. Em regiões temperadas, as infecções são 

sazonais e ocorrem com maior frequência nos meses chuvosos (PETRAKOVSKY 

et al., 2014). Em países em desenvolvimento, os casos de leptospirose humana 

atingem principalmente a população de baixo poder aquisitivo, e seu controle só 

ocorre com melhoria das condições de saneamento básico, de tratamento de 

água e esgoto, e com redução de condições que favorecem a disseminação de 

roedores, como, por exemplo, o acúmulo de lixo (OLIVEIRA et al., 2013). Estima-

se que, por ano, ocorram mais de 1 milhão de casos e  aproximadamente 59 mil 

mortes decorrentes dessa doença no mundo(TAYLOR et al., 2015). 
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A infecção é comum em roedores, animais silvestres e animais domésticos. 

Quando contaminados podem ser doentes portadores convalescentes ou 

portadores assintomáticos. A infecção por Leptospira spp. ocorre através das 

mucosas ou de lesões de pele, seguindo-se a multiplicação no sangue e 

disseminação para órgãos-alvo. No caso de animais que sobrevivem à fase 

aguda da leptospirose, os microrganismos alcançam o sistema renal e passam a 

ser excretados pela urina por períodos de tempo variados, caracterizando-os 

como portadores convalescentes (VASCONCELLOS, 2002). O local de 

preferência para colonização das leptospiras é o lúmen dos túbulos renais, onde a 

concentração de anticorpos é baixa, atuando como estratégia para a evasão do 

sistema imune (HARTSKEERL et al., 2011). Acredita-se que a patogênese da 

leptospira esteja, em parte, relacionada com a resposta imune do hospedeiro para 

componentes da membrana externa, como os lipopolissacarídeos e as 

lipoproteínas (FRAGA et al., 2013). 

A doença é geralmente bifásica, caracterizada por uma fase aguda ou 

septicêmica na primeira semana da infecção, seguida pela fase imune, em que há 

disseminação das bactérias para os órgãos-alvo, produção de anticorpos e 

excreção das leptospiras na urina. A doença pode se manifestar como uma forma 

anictérica mais suave ou, mais grave, ictérica (5-10% dos casos). A taxa de 

letalidade é baixa (10%), mas pode atingir 70% em casos graves, caracterizados 

por falência múltipla de órgãos. A infecção assintomática também ocorre. A 

gravidade da doença varia com o sorovar e dose infectante, bem como a 

competência imunológica do hospedeiro (CENTRE FOR DISEASE CONTROL, 

2008). Em animais de produção, a leptospirose pode resultar em distúrbios 

reprodutivos, como a retenção da placenta, os abortos e os natimortos; em 

alterações congênitas; ou em infecções inaparentes capazes de levá-los à 

subfertilidade, e significativas perdas no setor pecuário (ADLER et al., 2010). 

O diagnóstico da leptospirose ocorre através do histórico do paciente, do 

contexto epidemiológico e do exame físico confirmado por exames laboratoriais 

complementares, através de testes sorológicos, moleculares e bacteriológicos 

(WHO, 2003). Os testes de diagnóstico podem ser diretos ou indiretos e 

destinados a detectar anticorpos, DNA ou microrganismo em tecidos e fluidos 
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corporais (GROOMS & BOLIN, 2005). Atualmente, o teste sorológico mais 

utilizado na rotina clínica e indicado como teste de referência pela Organização 

Mundial de Saúde é o de reação de soroaglutinação microscópica (MAT) (WHO, 

2003), no qual o soro do paciente é misturado com suspensões de leptospiras 

vivas de diferentes sorovares individualmente. A reação de aglutinação entre os 

anticorpos presentes no soro do paciente e o antígeno O do LPS de determinado 

sorovar bacteriano é observada ao microscópio e são determinados os títulos de 

diluição do soro ainda com aglutinação de pelo menos 50% das bactérias 

(LEVETT, 2001). Porém, este tipo de diagnóstico, é inadequado para identificação 

rápida do caso, uma vez que requer análises de soros emparelhados para 

alcançar sensibilidade suficiente, além de ser trabalhoso e subjetivo (FLANNERY 

et al., 2001). Com isso, vários esforços vem sendo feito para desenvolver novos 

testes sensíveis e específicos para a leptospirose, como testes rápidos baseados 

em antígenos recombinantes da bactéria (YAN et al., 2013). 

Como forma de tratamento para a doença, são administrados antibióticos. 

(CENTER FOR FOOD SECURITY & PUBLIC HEALTH, 2013). 

As vacinas contra a leptospirose consistem em células inteiras inativadas 

(bacterinas). No entanto, vários problemas associados com essas vacinas vêm 

sendo descritos, incluindo reações adversas (dor, náuseas, febre), imunidade de 

curta duração e proteção sorovar-específica. Com as desvantagens do uso das 

bacterinas como vacinas, há necessidade de novas estratégias vacinais para a 

prevenção da leptospirose. Consequentemente, vários estudos investiram na 

obtenção e avaliação de antígenos recombinantes de Leptospira, conservados em 

diferentes sorovares, buscando a indução de imunidade protetora contra a doença 

(DELLAGOSTIN et al., 2011). 
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2.5 Antígenos alvo de Leptospira 

 

 

2.5.1 LipL32 

 

A LipL32, é uma lipoproteína de membrana externa de tamanho 32 kDa, 

altamente conservada entre leptospiras patogênicas. É a mais abundante proteína 

presente na membrana externa das leptospiras (HAAKE et al, 2000). Verificou-se 

ser expressa nos túbulos proximais de animais infectados (BOONYOD et al., 

2005). Estudos demonstraram que hamsters imunizados com BCG recombinante 

(rBCG) expressando LipL32 foram protegidos (P ≤ 0,05) frente ao desafio com L. 

interrogans Copenhageni (SEIXAS et al., 2007). Além disso, outro estudo 

demonstra que a proteína recombinante coadministrada com o adjuvante rLTB 

protegeu 87% dos animais contra a leptospirose, tendo portanto, significante 

proteção. Com isso, a LipL32 continua a ser a proteína mais promissora como 

candidato a vacina recombinante (GRASSMANN et al., 2012). 

 

2.5.2 OmpL37 

 

OmpL37 é uma proteína de membrana externa de 37 kDa conservada 

entre diferentes sorovares patogênicos da bactéria. Estudos demonstram que a 

proteína OmpL37 não foi detectada em nenhuma cepa saprófita investigada, com  

exceção da Leptonema illini, onde uma banda muito fraca pode ser detectada. Por 

ser reconhecida pelo soro de humanos e animais infectados, demonstra ser uma 

proteína antigênica e, por estar exposta na superfície bacteriana, pode ser 

considerada de fácil acesso ao sistema imune. Além disso, alguns ensaios in vitro 

avaliaram sua capacidade de ligação aos componentes da matriz extracelular do 

hospedeiro, demonstrando afinidade ao fibrinogênio, fibronectina e elastina 

(PINNE et al., 2009). Outros experimentos demonstraram que a administração da 

OmpL37 recombinante induz uma forte resposta de anticorpos IgG, e estimulam 

uma resposta inflamatória mediada por TNF- α (OLIVEIRA et al., 2015). 
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2.5.3 LigANI, LigBNI e LigBrep 

 

As proteínas LigA, LigB e LigC são antígenos encontrados nas leptospiras, 

denominados “Leptospiral immunoglobulin-like (Lig)”, e encontradas somente em 

cepas patogênicas. Estudos confirmaram que as proteínas Lig estão localizadas 

na superfície das leptospiras (MATSUNAGA et al., 2003). Outra descoberta 

importante é que todas as três proteínas Lig possuem domínios encontrados em 

proteínas que são fatores de virulência em microrganismos conhecidos. 

Recentemente, foi demonstrado que as proteínas Lig são adesinas (CHOY et al., 

2007) e que a expressão delas é fortemente regulada pela osmolaridade 

(MATSUNAGA et al., 2005). Estudos demonstraram que tanto LigA quanto LigB 

são capazes de ligarem-se a componentes da matriz extracelular e fibrinogênio, 

possivelmente estando envolvidas na interação com o hospedeiro. A diversidade 

de ligantes relatados à família Lig poderiam, então, estar relacionadas a 

diferentes estágios da patogênese, os quais incluem processos críticos de adesão 

(CHOY et al., 2007) 

A LigA é uma proteína de membrana externa de 130 kDa. A parte inicial, de 

seis domínios N-terminais, é idêntica aos domínios presentes na proteína LigB, 

sendo esta porção conhecida por LigBrep, de tamanho 54 kDa. A segunda parte, 

composta de seis domínios C-terminais é única (KOIZUMI; WATANABE, 2004), 

dando origem ao termo LigANI (não-idêntica), com tamanho 63 kDa (SILVA et al., 

2007). Já a proteína LigBNI, de tamanhão 66 kDa, é um fragmento do antígeno 

LigB, não-idêntico em LigA (SILVA et al., 2007). Estudos demonstram que uma 

estratégia vacinal contendo o fragmento recombinante LigANI conferiu proteção 

contra o desafio letal com 103 DL50 leptospira. Esta Proteção conferida pela 

LigANI variou de 67 a 100% em seis experimentos em que foram utilizados quatro 

lotes diferentes de proteína recombinante (SILVA et al., 2007). Em relação a 

proteína LigB, resultados demonstram que a imunização com LigB produziu fortes 
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respostas imunes humorais como revelado por títulos elevados contra cada 

fragmento, juntamente com a melhoria significativa de citocinas. A rLigB foi capaz 

de conferir uma proteção de 71% dos animais contra leptospirose (YAN et al., 

2009). Também já foi demonstrado que a proteína LigBrep recombinante induz 

significante resposta imune humoral e que animais imunizados com pTARGET/ 

LigBrep, seguido de um desafio heterólogo, foram significativamente protegidos 

(62,5%) (FORSTER et al., 2013). 

 

2.5.4 ErpY-like 

 

O antígeno ErpY-like é uma proteína de L. interrogans até então pouco estudada, 

e que ainda não teve seu potencial imunoprotetor determinado. Trata-se de uma 

lipoproteína hipotética que possui sequência muito similar a fatores de virulência 

encontrados em outros patógenos (ESHGHI et al., 2009). Além disso, também foi 

descrita a presença do gene erpY-like em diferentes espécies patogênicas de 

Leptospira, estando ausente em uma espécie saprófita, o que sugere que essa 

proteína tenha importância no processo de infecção e potencial para ser utilizada 

como antígeno vacinal (LUCAS et al., 2010). Alguns dados já foram obtidos pelo 

nosso grupo de pesquisa com relação a capacidade imunoprotetora desta 

proteína, porém ainda não foram publicados. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a estabilidade de plasmídeos contendo genes que codificam para 

seis diferentes proteínas de Leptospira interrogans, bem como a toxicidade destas 

proteínas em duas diferentes cepas de Escherichia coli. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

- Avaliar a toxicidade das proteínas recombinantes LipL32, LigANI, LigBNI, 

ErpY-like, LigBrep e OmpL37 nas cepas de E. coli BL21 Star (DE3) e C43 (DE3); 

 

- Avaliar o crescimento celular das cepas de E. coli BL21 Star (DE3) e C43 

(DE3), transformadas com os plasmídeos clonados com os seis diferentes genes; 

 

- Determinar a estabilidade de um conjunto de plasmídeos clonados com 

genes que codificam para as proteínas recombinantes LipL32, LigANI, LigBNI, 

ErpY-like, LigBrep e OmpL37 de L. interrogans, utilizando as cepas de E. coli 

BL21 Star e C43 (DE3). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Cepas e plasmídeos 

 

As cepas utilizadas para as avaliações foram E. Coli C43 (DE3) (Lucigen) e 

E. Coli BL21 Star (DE3) (Invitrogen). Essas cepas foram cultivadas a 37°C em 

caldo Luria-Bertani (LB) (1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 1% NaCl) sob 

agitação de 170 rpm ou acrescido de 1,5% de ágar e, quando necessário, 

suplementado com 100 µg.mL-1 de ampicilina. Todos os plasmídeos já clonados 

com os genes que codificam para as diferentes proteínas avaliadas neste 

trabalho, foram obtidos pelo Laboratório de Vacinologia da Universidade Federal 

de Pelotas. 

  

4.2 Transformação das cepas de E. Coli 

 

As transformações das cepas utilizadas nesse trabalho foram feitas através 

de choque térmico utilizando cloreto de cálcio (SAMBROOK, 2001). Foram 

adicionados em um tubo de 1,5 ml: 1 µL do vetor contendo o gene de interesse 

(pAE/ompL37, pAE/erpY-like, pAE/lipL32, pET/ligANI, pET/ligBNI e pET/ligBrep), 

100 µl de cloreto de cálcio (100 mM) e 1 colônia isolada de E. coli. As misturas 

foram mantidas em gelo por aproximadamente 15 min e, então, submetidas a 

choque térmico à 42°C por 1 min, voltando ao banho de gelo por mais 5 min. Em 

seguida foram adicionados 500 µL de caldo LB às suspensões de células e estas 

foram mantidas por 1 h à 37°C, sob agitação (170 rpm). Após esse período, as 

suspensões foram plaqueadas em ágar LB contendo o antibiótico ampicilina. 

 

4.3 Testes de toxicidade 

 

Os efeitos tóxicos da expressão das proteínas heterólogas LigANI, LigBNI, 

LigBrep, LipL32, OmpL37 e ErpY-like, nas cepas de E. coli BL21 Star (DE3) e 

C43 (DE3), foram testados em dois conjuntos de placas contendo ágar LB, 
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acrescido de ampicilina, com a adição ou não de 1 mM isopropil-β-D-

tiogalactopiranosídeo (IPTG) segundo protocolo descrito por Dumon-Seignovert et 

al, 2004. Foram consideradas tóxicas aquelas proteínas recombinantes em que 

não houve crescimento de colônias em placas contendo ampicilina e o indutor 

IPTG, comparado com o crescimento de colônias nas placas contendo apenas 

ampicilina. Esse ensaio foi realizado em duplicata para cada uma das cepas 

avaliadas. 

 

4.4 Testes de estabilidade 

 

A estabilidade dos plasmídeos foi verificada em ambas as cepas de E. coli 

utilizadas neste estudo, segundo protocolo descrito por Dumon-Seignovert et al, 

2004. Uma única colônia recombinante representativa de cada um dos seis 

plasmídeos foi utilizada para inocular 2 ml de caldo LB-ampicilina e este cultivo 

mantido 16-18 h a 37ºC, sob agitação de 170 rpm. Deste cultivo, foram utilizados 

100 µL para inocular 10 ml de caldo LB-ampicilina e estas culturas mantidas a 

37°C, 170 rpm, até atingirem a fase exponencial de crescimento bacteriano 

(DO600nm 0,6-0,8). Neste momento, as culturas foram induzidas por adição de 0,5 

mM de IPTG e mantidas por mais 3 h, sob as mesmas condições de cultivo. A 

cada 1h de indução, uma amostra foi coletada e diluições seriadas foram 

preparadas (1:10 à 1:1016). Para cada uma destas diluições, 20 µL foram 

imediatamente plaqueados em placas de ágar LB acrescidas ou não de 

ampicilina. A estabilidade de cada um dos plasmídeos foi estabelecida como a 

razão entre o número de colônias crescidas nas placas contendo ampicilina, 

sobre o número de colônias crescidas nas placas sem ampicilina. Esse ensaio foi 

realizado em duplicata para cada uma das cepas avaliadas.  

 

4.5 Avaliação da taxa de crescimento celular 

 

Para a avaliação da taxa de crescimento, foi utilizado como modelo o 

protocolo descrito por Larentis et al, 2014. As cepas de E. coli BL21 Star (DE3) e 



 

 
35 

C43 (DE3) transformadas com os plasmídeos recombinantes, foram cultivadas 

em 10 ml de caldo LB a 37°C, 170 rpm. Deste cultivo, a cada 30 min foram 

retiradas amostras após a indução com 0,5 mM de IPTG (DO600nm 0,6-0,8), 

através da medida da DO600, para medir o crescimento celular. Como controle, 

foram utilizadas as cepas BL21 Star (DE3) e C43 (DE3) não transformadas. Esse 

ensaio foi realizado em duplicata para cada uma das cepas avaliadas. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Testes de Toxicidade 

 

Os resultados para o ensaio de toxicidade das proteínas recombinantes 

LigANI, LigBNI, LigBrep, LipL32, OmpL37 e ErpY-like nas duas cepas de E. coli, 

estão mostrados na Tabela 1. Para a cepa BL21 Star (DE3) todas as seis 

proteínas testadas apresentaram-se tóxicas, evidenciado pela ausência total de 

colônias nas placas contendo o indutor IPTG, enquanto que nas placas contendo 

apenas LB-ampicilina houve crescimento. Em contrapartida, para a cepa C43 

(DE3) as proteínas não apresentaram-se tóxicas, visto que as placas de LB-

ampicilina com IPTG apresentaram crescimento evidenciado de colônias. 

Tabela 1: Análise da toxicidade das proteínas recombinantes LigANI, LigBNI, LigBrep, LipL32, 

OmpL37 e ErpY-like expressas nas cepas de E. coli BL21 Star e C43 (DE3). 

 LipL32 OmpL37 ErpY-like   LigANI   LigBNI  LigBrep 

C43 (DE3) Não 

tóxica 

Não 

tóxica 

Não 

 tóxica 

Não 

tóxica 

Não 

tóxica 

Não 

 tóxica 

 

BL21 Star 

 

Tóxica 

 

Tóxica 

 

Tóxica 

 

Tóxica 

 

Tóxica 

 

Tóxica 

 

A produção de proteínas heterólogas em E. coli apresenta dois grandes 

problemas: a formação de corpos de inclusão e a toxicidade associada com a 

indução da expressão da proteína alvo que, frequentemente, resulta em morte 

celular (HATTAB et al., 2014). Na cepa de E. coli BL21 (DE3) o gene alvo é 

transcrito a partir do vetor pela T7 RNA polimerase, cuja expressão está sob o 

controle do promotor lac UV5, induzido por IPTG. Esse sistema foi empregado 

com sucesso para a expressão de muitas proteínas globulares, mas em muitos 

outros casos houve toxicidade da proteína alvo e consequente queda na 

expressão (GEORGE et al., 1994; STUDIER et al., 1990). Um estudo demonstra 

que, surpreendentemente, nenhuma das células contendo os plasmídeos 'vazios' 

produziu colônias em placas na presença de IPTG, indicando que os próprios 

plasmídeos são intrinsecamente tóxicos para E. coli BL21 Star (DE3) (MIROUX et 
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al., 1996). Em contraste, nenhum dos plasmídeos de expressão ‘vazios’ são 

tóxicos para a cepa C43 (DE3), em que a produção de T7 RNA polimerase é dez 

vezes menor (WAGNER et al., 2008). Isso sugere que um primeiro nível de 

toxicidade ocorre no nível transcricional, quando a T7 RNA polimerase é 

produzida em excesso. A superprodução do RNA mensageiro alvo é tóxica para a 

célula, pois sobrecarrega a maquinaria de tradução à custa da síntese de 

proteínas que são essenciais para a célula (DONG et al., 1995). Um segundo 

nível de toxicidade ocorre quando a proteína alvo recruta, por exemplo, uma 

proteína de membrana, sobrecarregando o processo de dobramento em E. coli ou 

a maquinaria de inserção (WAGNER et al., 2007). No melhor cenário, as 

chaperonas reconhecem a proteína de membrana, mas não conseguem 

sincronizar sua inserção nas membranas da E. coli, porque a T7 RNA polimerase 

trabalha muito depressa. Consequentemente, somente uma parte da proteína de 

membrana alvo é inserida e dobrada nas membranas da E. coli que, o que, por 

sua vez, compromete a homeostase e também a síntese de ATP (HATTAB et al., 

2014). 

Diante disso, para minimizar os problemas de toxicidade, a cepa de E. Coli 

BL21 Star (DE3) foi melhorada. A cepa C43 (DE3) é derivada da cepa BL21 Star 

(DE3) e apresenta uma mutação que reduz o nível de atividade da T7 RNA 

polimerase, impedindo, assim, a morte celular associada com a superprodução de 

muitas proteínas recombinantes tóxicas (LUCIGEN). Nesse trabalho, observamos 

que a cepa C43 demonstrou ser melhor alternativa para expressão das proteínas 

de Leptospira avaliadas, quando comparada à BL21 Star, uma vez que menores 

níveis de toxicidade foram observados na mesma. 

 

5.2 Taxa de crescimento celular 

 

As medidas das absorbâncias que indicam os resultados do crescimento 

celular das cepas BL21 Star e C43 (DE3) transformadas com os plasmídeos 

recombinantes, estão resumidas na Figura 2. 
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Figura 2: Curva de crescimento das cepas BL21 Star e C43 (DE3) transformadas com os 

plasmídeos recombinantes e induzidas com IPTG. Os resultados representam a média de dois 

experimentos independentes. 

 

Diante dos resultados mostrados na Figura 2, podemos observar que o 

crescimento celular na cepa C43 (DE3) foi consideravelmente maior em relação à 

cepa BL21 Star para todas as proteínas recombinantes avaliadas. Uma 

explicação para essa constatação é que, como vimos anteriormente, todas as 

proteínas recombinantes eram tóxicas para a cepa BL21 Star e não tóxicas para a 

cepa C43 (DE3). A toxicidade apresentada certamente ocasiona uma diminuição 

na taxa de crescimento celular, bem como, a perda do rendimento de expressão 

dessas proteínas. Como a cepa C43 (DE) é geneticamente modificada para 

possibilitar a expressão de antígenos tóxicos para a bactéria E. Coli, a taxa de 

crescimento celular é maior em relação às cepas que não possuem essa 

mutação.  

Outro ponto importante a ser ressaltado é que, de acordo com a literatura, 

a redução da taxa de crescimento depois da indução pode ser causada pelo efeito 

tóxico do IPTG e/ou pela carga metabólica imposta sobre as células devido a 

expressão de proteínas heterólogas (LARENTIS et al., 2014). O nível de acúmulo 
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intracelular de uma proteína recombinante é proporcional ao crescimento celular 

final e à produtividade específica da proteína, com o nível de acúmulo tendo 

relação com a proteína total (LEE et al., 2006). 

 

5.3 Testes de estabilidade 

 

Para os testes de estabilidade dos plasmídeos que codificam para as 

proteínas recombinantes LigANI, LigBNI, LigBrep, OmpL37, LipL32 e ErpY-like, foi 

definida a razão entre o número de colônias em placas de ágar LB-ampicilina e o 

número de colônias em placas de ágar LB sem adição de ampicilina. Os 

resultados estão resumidos na Tabela 2. 

Tabela 2: Avaliação da estabilidade dos plasmídeos recombinantes nas cepas de E. coli C43 

(DE3) e BL21 Star. 

   LipL32  OmpL37 ErpY-like    LigANI   LigBNI  LigBrep 

C43 (DE3)     18,5%      100%      19,5%      76,5%      100%       100% 

BL21 Star     5,5%         0%         0%          7%         0%        5,3% 

A porcentagem da estabilidade dos plasmídeos corresponde a: [(Número de colônias em placas 

de ágar LB-ampicilina/número de colônias em placas de ágar LB sem ampicilina) X 100]. Os 

resultados representam a média de dois experimentos independentes. 

De acordo com a tabela, podemos observar que todos os plasmídeos são 

consideravelmente mais estáveis na cepa C43(DE3) do que na cepa BL21 Star. 

Esse fato pode ser compreendido através dos resultados obtidos anteriormente 

neste trabalho, onde é evidente a toxicidade dessas proteínas para a bactéria e 

pela baixa taxa de crescimento celular na cepa BL21 Star do que em relação à 

cepa C43(DE3). 

Conforme a literatura, a estabilidade de um plasmídeo pode ser definida 

como a capacidade das células transformadas manterem um plasmídeo de 

múltiplas cópias inalterado durante o crescimento celular, manifestando as suas 

características fenotípicas (CAUNT et al, 1988). Vários fatores influenciam a 

instabilidade de um plasmídeo, e incluem a instabilidade estrutural do plasmídeo 
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em si, como: a segregação do plasmídeo para as células filhas durante a divisão 

celular, as consequências fisiológicas devido à expressão do gene pelo plasmídeo 

e a origem e tamanho do DNA exógeno. Estresses ambientais também são 

reportados por desempenharem papel importante na estabilidade do plasmídeo, 

estando relacionados a esse fator: a taxa de crescimento da célula hospedeira, 

limitações nutricionais, concentração de oxigênio e de condições de cultivo, tais 

como a presença ou ausência da pressão de seleção, pH e temperatura. Essa 

combinação de fatores pode resultar em instabilidade plasmidial, tornando este 

um fator importante para a utilização de uma cepa recombinante particular, em 

produções em grande escala (CANAVAN, 1994; FAKRUDDIN et al., 2012). Duas 

causas principais de instabilidade plasmidial foram identificadas em células 

recombinantes. A instabilidade segregacional ocorre devido a uma falha em 

transmitir o DNA recombinante à célula progenitora, enquanto a instabilidade 

estrutural ocorre devido à mutação ou mudanças na estrutura do DNA plasmidial 

causadas por acontecimentos como a recombinação (CAUNT et al, 1988).  Entre 

os vários fatores que influenciam a estabilidade do plasmídeo, o estresse 

ambiental seja talvez, o mais fácil de controlar e, portanto, servir como uma via 

para melhorar ou otimizar a estabilidade do plasmídeo. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Este trabalho descreve os resultados obtidos envolvendo a avaliação da 

estabilidade de um conjunto de plasmídeos contendo genes de Leptospira 

interrogans nas cepas BL21 Star e C43 (DE3), avaliação da toxicidade destes 

antígenos, bem como, a comparação do crescimento celular dos mesmos. 

Nossos resultados demonstram a importância da escolha da cepa para a 

expressão de proteínas heterólogas, visando estabelecer um sistema de 

expressão de melhor custo/benefício. Assim, torna-se viável a obtenção de 

antígenos recombinantes de leptospira a serem utilizados em novos testes de 

diagnóstico e composições vacinais. Através disso, pretendo dar seguimento 

neste trabalho, realizando outros experimentos, como a avaliação do rendimento 

e do controle da expressão destas proteínas nas duas diferentes cepas, em 

diversas condições de crescimento. Também será realizada a avaliação da 

composição de diferentes meios de expressão, visando otimizar a produção 

dessas proteínas recombinantes. 

 

7. CONCLUSÕES 

 

- Todas as seis proteínas recombinantes de Leptospira avaliadas neste 

trabalho foram tóxicas para a cepa de E. coli BL21 Star; 

- Nenhuma das proteínas recombinantes avaliadas foram tóxicas para a 

cepa de E. coli C43 (DE3); 

- Todos os plasmídeos que foram testados são consideravelmente mais 

estáveis na cepa C43(DE3) do que em relação a cepa BL21 Star; 

-  O crescimento celular da cepa C43 (DE3) transformada com os 

plasmídeos recombinantes foi consideravelmente maior do que da cepa BL21 

Star para todas as proteínas heterólogas avaliadas. 
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