
CONSTRUÇÃO DE UM BANCO DE CÉLULAS PARA A PRODUÇÃO DE ANTÍGENO QUIMÉRICO 
DE Leptospira spp. EM Escherichia coli

Resultados e Discussão

Conclusões

Material e Método
Bibliografia

A leptospirose é uma zoonose que afeta tanto seres humanos quanto animais. É 
uma doença infecciosa negligenciada causada pela bactéria espiroqueta e Gram 
negativa Leptospira spp. Existem mais de 260 sorovares patogênicos que divergem na 
composição dos lipopolissacarídeos (LPS) da parede celular bacteriana. As vacinas 
comerciais contra a leptospirose são bacterinas, que consistem em formulações 
contendo células inativadas dos principais sorovares circulantes. Devido à grande 
variabilidade antigênica desse patógeno, esse veículo de imunização possui eficácia 
limitada, pois a resposta imunológica gerada depende do sorovar utilizado no 
momento da vacinação. Uma forma de contornar esse problema é por meio do 
desenvolvimento de vacinas recombinantes que possibilitam uma maior abrangência 
na proteção contra os diferentes tipos de sorovares da bactéria, visto que estas 
apresentam maior segurança e possibilidade de imunização cruzada, utilizando a 
expressão heteróloga. 

 A expressão heteróloga é um mecanismo simples e de baixo custo utilizado para 
a produção de proteínas recombinantes em laboratórios. Esse método utiliza um 
sistema procarioto para a produção, uma vez que estes possibilitam a edição gênica 
para melhor adequação ao que se deseja produzir, além de serem seguros e de fácil 
acesso. Porém, esse método possui algumas etapas repetitivas como a transformação 
uma vez que não é possível manter essa cultura de células estocadas por muito 
tempo. 

 A fim de contornar esse problema a estratégia utilizada seria a construção de 
um banco de células específico para a produção desse antígeno quimérico de 
leptospirose, reduzindo o tempo de produção, os custos e padronizando a expressão 
já que ele é definido através da seleção de colônias advindas de um mesmo clone 
isolado da cultura de células.

 

Objetivos

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi Construir e caracterizar um banco de 
células mestre através da seleção de clones de E. coli C41 (DE3) de antígeno quimérico 
de Leptospira spp. 

A análise da curva de crescimento presente na figura
indica que os clones de 01 a 04 e 06 cresceram 
paralelamente enquanto o clone 05 atingiu a 
DO600nm 0,6 mais rapidamente tornando-o um forte 
candidato a compor o BCM. Entretanto, os demais 
clones seguiram sendo testados, uma vez que o 
clone foi selecionado com base em um conjunto de 
fatores.
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Utilizando a metodologia de Western blot, as frações insolúveis foram analisadas junto 
ao extrato bruto e fração solúvel como mostrado na figura. Os resultados apontaram 
que o clone 6 apresenta maior banda de expressão e que a proteína foi expressa em 
sua forma insolúvel. 

 

Western blot e SDS-PAGE das frações de indução. A. Western blot das frações de indução dos clones 1, 2, 5, 6.  M. Marcador de peso 
molecular (Sinapse), 2. Extrato bruto (clone 1), 3. Fração solúvel (clone 1), 4. Fração insolúvel (clone 1), 5. Extrato bruto (clone 2), 6. Fração 
solúvel (clone 2), 7. Fração insolúvel (clone 2). 7. Extrato bruto (clone 5), 8. Fração solúvel (clone 5), 9. Fração insolúvel (clone 5).  B. M. 
Marcador de peso molecular (Sinapse), 1. Extrato bruto (clone 6), 2. Fração solúvel (clone 6), 3. Fração insolúvel (clone 6) e 4. Proteína 
purificada. C. Gel SDS-PAGE 12%. M. Marcador de peso molecular (Sinapse), 2. Extrato bruto (clone 1), 3. Fração solúvel (clone 1), 4. Fração 
insolúvel (clone 1), 5. Extrato bruto (clone 2), 6. Fração solúvel (clone 2), 7. Fração insolúvel (clone 2). 8. Extrato bruto (clone 5), 9. Fração 
solúvel (clone 5), 10. Fração insolúvel (clone 5), 11. Extrato bruto (clone 6), 12. Fração solúvel (clone 6), 13. Fração insolúvel (clone 6) e 14. 
Proteína purificada.

 

A seleção de um clone para o estabelecimento de um banco de células para a produção 
de um antígeno quimérico de leptospirose foi eficaz. Por meio de experimentos de 
cinética de crescimento e indução da proteína foi possível testar seis clones 
transformantes da E. coli C41 (DE3) e isolar um clone que possibilitasse a padronização 
da proteína quimérica.  
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