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RESUMO 

Hashimoto V.L. Clonagem e expressão gênica de antígenos candidatos vacinais contra 

leptospirose. [Tese (Doutorado em Biotecnologia)] – São Paulo – Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de Paulo, 2012.  

 

A leptospirose é uma doença infecto-contagiosa que acomete os animais domésticos, 

silvestres e o homem, causada por bactérias do gênero Leptospira. No Brasil, a hemorragia 

pulmonar constitui o principal fator de risco para o óbito com taxas de letalidade para essa 

forma da doença superior a 50%. Mesmo com as atuais bases terapêuticas tais como a 

instituição de diálise precoce, melhor controle da insuficiência renal e a utilização de 

estratégias de ventilação protetora utilizadas nos casos de síndrome hemorrágica pulmonar na 

leptospirose, ainda há uma ineficácia para reduzir significativamente a alta letalidade desta 

forma de manifestação na leptospirose. Além disso, há grandes custos no sistema de saúde 

público devido à perda de dias de trabalho e à internação hospitalar. Desta maneira, o 

desenvolvimento de uma vacina preventiva e o melhor entendimento dos mecanismos de 

lesão envolvidos nos processos de desenvolvimento da leptospirose nos permitirá propor 

novas terapêuticas a fim de diminuir a alta letalidade associada à doença. Com o 

seqüenciamento de seis genomas de Leptospira aliado ao desenvolvimento de ferramentas de 

bioinformática, propusemos investigar doze genes de Leptospira interrogans sorovar 

Copenhageni. Esses genes foram selecionados por codificarem proteínas hipotéticas, de 

sublocalização extracelular ou secretada, cujas funções ainda não foram caracterizadas, além 

dos genes que codificam para a porção carboxi-terminal da proteína LigA e LytM de L. 

interrogans Copenhageni e Staphylococcus aureus respectivamente, para serem utilizados 

como controle em alguns experimentos. Todos os genes selecionados foram clonados, porém, 

somente os antígenos rLIC13435, rLIC11399 a porção carboxi-terminal das proteínas 

LIC11399 (ctLIC11399), LigA (ctLigA) e LytM (ctLytM) foram possíveis de expressar e 

purificar. O gene lic13435 está presente em variados genomas de leptospiras patogênicas e 

ausente no genoma de leptospira saprofítica. Entretanto, a expressão dessa proteína foi 

bastante variada, indicando que esta proteína talvez seja regulada e desempenhe alguma 

função na virulência ou patogenicidade da bactéria. No entanto, a imunização com esse 

antígeno não conferiu proteção em hamsters desafiados com leptospira virulentas. O gene 

lic11399 apresenta um domínio semelhante aos fatores V e VIII da cascata de coagulação na 

porção amino-terminal e um domínio semelhante ao de metalopeptidase da família M23 na 

porção carboxi-terminal. A proteína nativa está presente somente no genoma de leptospiras 



patogênicas e é secretada pela bactéria durante seu crescimento. Além disso, soros de 

humanos e hamsters com leptospirose são capazes de reconhecer a proteína recombinante 

rLIC11399, indicando que a proteína nativa é apresentada ao sistema imune do hospedeiro 

durante a infecção por leptospira. Apesar dos ensaios de proteólise realizados neste estudo 

detectarem uma baixa atividade elastinolítica das proteínas rLIC11399 e ctLIC11399, a 

identificação da proteína LIC11399 abre caminho para a investigação de uma possível 

protease envolvida nos processos hemorrágicos para essa importante zoonose. Em ensaios de 

desafio animal, a imunização de hamsters com a proteína rLIC11399 conferiu proteção em 

30% dos animais. Esperamos, com os resultados apresentados neste trabalho, contribuir com a 

caracterização da biologia e patogenicidade da leptospirose. 

 

Palavras chaves: Vacinas. Proteínas recombinante. Leptospirose. Leptospira interrogans 

Copenhageni.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Hashimoto, V.L. Cloning and gene expression of vaccinal candidates against leptospirosis. 

2012. [Ph.D. thesis (Biotechnology)] – São Paulo – Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de Paulo, 2012.  

 

 Leptospirosis is an infectious disease that affects domestic animals, wildlife and 

humans, caused by bacteria of the genus Leptospira. In Brazil, pulmonary hemorrhage is the 

major risk factor to death with mortality rates for this form of the disease over than 50%. 

Even with the current therapeutic grounds such as early institution of dialysis, better control 

of renal failure and the use of protective ventilation strategies used in cases of leptospirosis 

pulmonary hemorrhage syndrome, the reducing of  the high mortality of this form of 

manifestation in leptospirosis is still not significant. In addition, there are large costs in the 

public health system due to lost of working days and hospitalizations. Thus, the development 

of a preventive vaccine and better understanding of injury mechanisms involved in 

leptospirosis would allow us to propose new therapies to reduce the high mortality associated 

with the disease. With the sequencing of six genomes of Leptospira coupled with the 

development of bioinformatic tools, we proposed to investigate twelve genes of Leptospira 

interrogans serovar Copenhageni. These genes were selected because they encode for 

hypothetical proteins with extracellular or secreted localization, whose functions have not yet 

been characterized, in addition to genes encoding the C-terminal portion of LigA and LytM of 

L. interrogans Copenhageni and Staphylococcus aureus respectively, to use as control in 

some experiments. All selected genes were cloned, but only the antigens rLIC13435, 

rLIC11399 and the C-terminal portion of proteins LIC11399 (ctLIC11399), LigA (ctLigA) 

and LytM (ctLytM) were possible to express and purify. The lic13435 gene is present in a 

varied pathogenic leptospira genomes and absent in saprophytic genome, however, the 

expression of this protein was inconsistent, indicating that this protein may be regulated and 

play a role in virulence or pathogenicity of the bacteria. Nevertheless, immunization with this 

antigen did not confer protection in hamster challenged with virulent leptospira. The lic11399 

gene has a domain similar to factor V and VIII of the coagulation cascade in the N-terminal 

portion, and a domain similar to M23 metallopeptidase family at the C-terminal portion. The 

native protein is present only in pathogenic leptospiras genomes and is secreted by the 

bacteria during their growth. Furthermore, sera from humans and hamsters with leptospirosis 

are able to recognize the recombinant protein rLIC11399, indicating that the native protein is 

presented to the host immune system during infection by leptospira. Despite the proteolysis 

assays performed in this study detected a low elastolytic activity of rLIC11399 and 

ctLIC11399 proteins, the identification of LIC11399 protein opens the way for the 

investigation of a possible protease involved in bleeding processes in this important zoonosis. 

In animal test challenge, the hamsters immunization with rLIC11399 protein conferred 30% 

protection. With the results presented here, we expect to contribute to the biology and 

pathogenicity characterization of leptospirosis. 

 



Keywords: Vaccines. Recombinant proteins. Leptospirosis. Leptospira interrogans 

Copenhageni.  
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1         INTRODUÇÃO 

 

1.1      Aspectos biológicos e morfológicos da bactéria 

 

 As leptospiras são bactérias helicoidais, altamente móveis, aeróbicas obrigatórias, 

constituídas por uma membrana citoplasmática, parede celular de peptideoglicano e uma 

membrana envolvente contendo porinas que permitem a troca de soluto entre o espaço 

periplásmático e o ambiente (1, 2). Variam de 6 a 25m de comprimento por cerca de 0,1 m 

de diâmetro (figura 1). A membrana externa contém lipopolissacarídeo (LPS) e diversas 

lipoproteínas. Os LPSs de leptospiras possuem composição química única, quando 

comparados aos demais Gram-negativos. Os LPSs são compostos por três segmentos ligados 

covalentemente: lipídeo A, core, e antígeno O, que consiste em grupos polissacarídicos 

altamente variáveis. O antígeno O é considerado o principal agente antigênico dos LPSs das 

bactérias gram-negativas (3). A porção do lipídio A exibe uma composição de ácidos graxos 

incomum e um único resíduo de fosfato metilado (4-6). O core é uma porção polissacarídica 

que forma a região intermediária (figura 2). 

 

Figura 1 - Microscopia eletrônica de varredura de dois espécimes de L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae 

aderidos a uma membrana de filtração de 0,2 mm.  

                          

Fonte: Reproduzido de Levett (2001). 
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Figura 2 – Esquema da superfície de bactéria gram-negativa. Modelo molecular da membrana interna e 

externa de E. coli K-12. Conforme indicado, as formas geométricas ovais e retangulares 

representam resíduos de açúcar, enquanto que círculos representam grupos polares de vários 

lipídeos. PPEtn: pirofosfato de etanolamina; LPS: lipopolissacarídeo; Kdo: 2-keto-3-ácido 

deoxiotonico. 

 

Fonte: Modificado de Raetz et. al.(7) 

 

A motilidade da Leptospira deve-se à presença de dois flagelos periplasmáticos, cada 

um ancorado subterminalmente em uma das extremidades da bactéria e que se estendem em 

direção ao centro (figura 3) (8, 9). Periodicamente, os eixos contraem-se, levando à rotação 

dos flagelos e assim, movimentação da bactéria. 

 Os habitats das Leptospira são diversos, pois podem se estabelecer em ambientes 

como lama, águas de esgoto, trato digestivo de moluscos, e em túbulos renais de mamíferos 

(10), devido a sua capacidade de agregação celular e formação de biofilme (11, 12). 

No meio ambiente, as leptospiras requerem, para sua sobrevivência, solo com pH 

levemente alcalino em torno de 7,2 a 7,4,  e, de preferência, com grande umidade. No entanto, 

as leptospiras não resistem ao calor, desidratação e à água salgada (13, 14). 
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Figura 3 – Esquema ilustrando a membrana externa, cilindro celular protoplasmático e o flagelo periplasmático 

das espiroquetas. 

 

Fonte: Adapatado de Charon et. al. (10). 

 

 

 São bactérias de difícil cultivo que não se coram pelos métodos usuais de coloração. A 

sua principal fonte de energia são os ácidos graxos de cadeia longa, sendo a amônia e o ferro 

nutrientes essenciais. Por estas características, para seu crescimento em meio artificial, são 

necessários meios especiais enriquecidos com albumina bovina, soro de coelho e vitaminas 

B1 e B2. O meio de cultura mais utilizado para seu cultivo é o meio Ellinghausen-

McCullough-Johnson-Harris (EMJH), que contém ácido oléico, soro albumina bovina como 

detoxificante e tween 80 como fonte de carbono (15-17). O crescimento em meio de cultura 

pode variar de dois a 30 dias (3). 

 

1.2 Taxonomia e classificação 

 

 A classificação taxonômica das leptospiras está em constante revisão, devido aos 

avanços em biologia molecular. 

Leptospiras são filogeneticamente relacionadas a outras espiroquetas (18). Estas 

bactérias pertencem à classe das Spirochaetes, ordem Spirochaetales, e estão divididas em 

três famílias, Spirochaetaceae que contém espécies do gênero Borrelia, Brevinema, 

Cristipira, Spirochaeta, Spironema e Treponema. A segunda família Brachyspiraceae, 

contém o gênero Brachyspira (Serpetulina). A terceira família, Leptospiraceae, contém 

espécies dos gêneros Leptonema e Leptospira. Na figura 4 está representado um esquema 

simplificado da taxonomia das espiroquetas. 

O gênero Leptospira foi inicialmente dividido em duas espécies, através de sorologia, 

baseada em determinantes antigênicos: Leptospira interrogans sensu lato (bactérias 

patogênicas) e Leptospira biflexa sensu lato (bactérias saprofíticas e/ou de vida livre).  
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 A sorologia foi o método utilizado para a classificação das leptospiras até o final da 

década de 1980 (19). A classificação sorológica é fundamentada em testes de aglutinação 

microscópica (MAT). Utilizando-se o MAT, os sorovares são classificados dentro de 

sorogrupos determinados pelos antígenos que são compartilhados (sorogrupo-específico) (3), 

podendo muitas vezes ocorrer reações cruzadas entre diferentes sorovares. Assim sendo, as 

espécies de Leptospiras são classificadas dentro de mais de 250 sorovares. A diversidade dos 

sorovares é devido à heterogeneidade de carboidratos que compõem a cadeia lateral dos 

lipopolissacarídeos (LPS) da membrana bacteriana. 

 Com o desenvolvimento das técnicas de hibridização do DNA e da análise de 

homologia DNA-DNA, a classificação das leptospiras vem sofrendo modificações. A 

classificação molecular do gênero Leptospira é baseada no grau de hibridização de DNA. 

Atualmente, o gênero divide-se em 20 espécies definidas, que incluem espécies patogênicas, 

não-patogênicas e intermediárias (espécies cuja patogenicidade ainda não foi 

determinada)(20-23). Essa classificação coexiste com a classificação antiga, baseada no 

MAT. No Brasil, os sorovares mais freqüentes causadores de doença em humanos são 

Copenhageni e Icterohemorrhagiae (24-26).  

 

Figura 4 – Taxonomia das espiroquetas. A figura apresenta uma versão simplificada da taxonomia das 

espiroquetas focando nos gêneros importantes do ponto de vista clínico. Nos quadrado do 

organograma estão assinaladas em vermelho as doenças causadas pelas bactérias. 

 
Fonte: Modificada de Schoder et.al. (27). 
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1.3 Epidemiologia 

 

A leptospirose é considerada a zoonose mais difundida no mundo. O agente infectante 

é transmitido de um mamífero infectado para outro através do contato direto, ou indireto, com 

a urina de animais infectados, ou através de veículos inanimados, tais como solo, água ou 

utensílios contaminados. A Leptospira é mantida no ambiente através de animais carreadores 

que apresentam colonização persistente dos túbulos renais proximais, eliminando a bactéria 

por longos períodos sem apresentar sintomas de doença (3).  

A incidência é mais significativa em países ou regiões de clima tropical e subtropical 

em desenvolvimento com alto índice pluviométrico (3, 13, 28-31).  

A alta prevalência em países em desenvolvimento está associada com o crescimento 

populacional urbano e ausência de saneamento básico que constitui um fator essencial na 

proliferação de roedores, a principal fonte de infecção humana (3, 32). Nesta situação, os 

grupos sócio-econômicos menos privilegiados, com dificuldade de acesso à educação e saúde, 

residentes em regiões periféricas às margens de córregos ou próximos de esgotos a céu aberto 

são expostos a freqüentes enchentes e, portanto, maior risco de contrair a infecção. Em países 

desenvolvidos, com infra-estrutura de saneamento adequado, a população está menos exposta 

ao contágio. A infecção ocorre de forma ocupacional e em surtos associados à pratica 

esportiva em água e solos contaminados (13, 20, 33). 

A exposição ocupacional é um fator de risco significante (20, 34), podendo atingir 

diversas categorias profissionais como trabalhadores rurais, mineiros, abatedores de animais, 

trabalhadores da rede de saneamento e médicos veterinários. Entretanto, a real incidência de 

leptospirose no mundo não é precisamente determinada, seja por falhas nos sistemas públicos 

de vigilância e prevenção, seja pela baixa suspeita clínica de leptospirose devido ao alto 

número de casos subclinicos, e por semelhanças com outras doenças infecciosas que ocorrem 

concomitantemente (por exemplo, a dengue) (35). Somente nos últimos anos a leptospirose 

ganhou atenção como um importante problema de saúde pública global. Atribui-se este 

reconhecimento à emergência de SPHL (síndrome pulmonar hemorrágica na leptospirose) em 

todo o mundo (36-43). A hemorragia pulmonar na leptospirose é a manifestação mais letal 

nesta doença com taxa de mortalidade superior a 50% (44).  

No Brasil, a hemorragia pulmonar constitui o principal fator de risco para o óbito com 

taxas de letalidade que variam entre 55% a 74% (45, 46). Mesmo com as atuais bases 

terapêuticas tais como a instituição de diálise precoce, melhor controle da insuficiência renal e 

a utilização de estratégias de ventilação protetora utilizadas nos casos de SPHL, ainda há uma 
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ineficácia para reduzir significativamente a alta letalidade desta forma de manifestação na 

leptospirose (47). 

Embora o potencial hemorrágico da leptospirose ter sido descrita em 1886 por Weil, e, 

diversos estudos tenham se focado para esta forma da doença (45, 48-54), o mecanismo de 

sua fisiopatologia ainda não foi completamente elucidado. 

 

1.4 Manifestações clínicas da leptospirose humana   

 

 A leptospirose apresenta amplo espectro de manifestações clínicas em humanos, desde 

quadros leves a quadros mais graves, por vezes fulminantes (33, 55). A doença ocorre pela 

penetração ativa dos microrganismos através de mucosas (ocular, digestiva, respiratória, e 

genital), ou por meio da pele lesada ou mesmo íntegra (3, 13, 20). Após a penetração 

leptospiras percorrem as vias linfáticas e sanguíneas, atingindo sítios de difícil acesso para os 

anticorpos, como túbulos renais, fígado, cérebro e olhos, onde persistem e se multiplicam. O 

período de incubação da doença até o surgimento dos sintomas é variável, geralmente de sete 

a quatorze dias em média, porém, períodos mais curtos podem ocorrer em casos de alta carga 

bacteriana infectante. Após o período de incubação, podem ocorrer duas síndromes clínicas 

distintas, com 90% dos pacientes apresentando uma doença febril anictérica e 10% doença 

severa com icterícia e manifestações hepáticas e renais (síndrome de Weil) (20). Embora a 

forma anictérica seja mais freqüentemente observada, ambas as formas podem seguir um 

curso bifásico caracterizado por uma fase de septicemia e uma fase imune (3, 20). 

 Na forma anictérica a grande maioria das infecções é subclínica ou de baixa 

severidade e a resolução coincide com o surgimento de anticorpos (20). Os indivíduos 

sintomáticos apresentam na primeira fase, conhecida como fase septicêmica, febre súbita, 

calafrios, cefaléia, mialgias, erupções cutâneas, náuseas, vômitos, derrame conjuntival e 

prostração. Nesta fase as leptospiras podem ser isoladas do sangue, liquor e tecidos (3, 20). 

Seguindo-se a defervescência da febre e demais sintomas, inicia-se a fase imune, 

caracterizada pela produção de anticorpos. Nesta fase as leptospiras desaparecem do sangue e 

liquor, mas podem ainda ser encontradas no rim, urina e humor aquoso (56, 57). Em alguns 

pacientes a febre retorna associada a sintomas neurológicos como cefaléia, fotofobia e rigidez 

na nuca, caracterizando um quadro de meningite asséptica que consiste na principal 

manifestação clínica desta fase (32). 

 Diferentemente da forma anictérica, a forma ictérica da leptospirose, conhecida como 

Síndrome de Weil, é geralmente grave. Ocorre em 5% a 15% dos casos e sua mortalidade 
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varia de 5% a 40%. Esta forma da doença é caracterizada pela falência das funções hepáticas 

e renais, hemorragia, colapso vascular e alteração severa da consciência (3, 20, 29). 

Manifestações hemorrágicas são freqüentes e caracterizadas por petéquias, púrpura, 

hemorragias conjuntival, gastrointestinal e pulmonar. As formas pulmonares graves como a 

SPHL representam uma evolução da Síndrome de Weil, com instalação precoce de 

insuficiência respiratória aguda, muitas vezes precedendo quadro de icterícia e disfunção 

renal. Os sintomas pulmonares incluem tosse, dispnéia e hemoptise de severidade variada (24, 

58). O óbito pode ocorrer nas primeiras 24 horas de internação, por asfixia causada por 

profusa hemorragia bronco-pulmonar. Essa forma severa da doença de Weil têm sido relatada 

com freqüência no Brasil, principalmente no Estado de São Paulo, onde está presente em 72% 

dos casos graves, com taxa de letalidade global de 17% (26, 49, 59).  

  

1.5 Diagnóstico 

 

 Devido à ampla sintomatologia da leptospirose, o diagnóstico deve ser feito baseado 

em elementos do ambiente epidemiológico associado a manifestações clínicas do paciente, 

porém, a confirmação da leptospirose só é possível através de diagnóstico laboratorial (60). 

 Entre os métodos sorológicos, o mais utilizado é o teste de aglutinação microscópica 

(MAT), que também é considerado o teste “Padrão Ouro” pela Organização Mundial de 

Saúde (OMS). Nesta técnica, diluições seriadas do soro do paciente são incubadas a 37 °C 

com uma suspensão de leptospiras vivas ou inativadas. Após a incubação, a mistura soro-

antígeno é examinada por microscopia de campo escuro para a observação de aglutinação e 

para a determinação dos títulos de diluição. Entretanto, a interpretação deste teste é 

complicada pela alta proporção de reações cruzadas que ocorrem entre diferentes sorogrupos, 

especialmente em amostras colhidas na fase aguda da doença (20). Resultados falsos 

negativos podem ocorrer quando o sorovar causador não está incluído na bateria de testes 

(61).  Contudo, esta técnica é cara, de execução trabalhosa exigindo pessoas experientes e 

qualificadas, estando restrita a poucos laboratórios de referência. A necessidade de culturas 

vivas de sorovares variados requer meio de cultura complexo, manutenção e repiques 

freqüentes, necessidade de microscópio de campo escuro além de oferecer o risco de 

contaminação local (62, 63).  

 Devido à complexidade do MAT, testes rápidos de triagem para detecção de 

anticorpos anti-leptospira, durante a fase aguda da infecção, foram desenvolvidos (20). Entre 

eles: o teste hemolítico (64), a aglutinação macroscópica (SAT-Slide Agglutination Test) (65, 
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66), o ensaio de hemaglutinação indireta (20, 67, 68), a imunofluorescência indireta (69), o 

teste de aglutinação em microcápsula (70) e o ensaio imunoenzimático - ELISA, (Enzyme-

linked immunosorbent assay) (71, 72). Com o advento de técnicas de biologia molecular, 

métodos moleculares estão sendo desenvolvidos, principalmente baseados na detecção do 

DNA leptospiral em material clínico. Para esse fim, têm se utilizado dot-blotting (73), 

hibridização in situ (74) e PCR (75). A PCR é um método molecular rápido e sensível em 

especial durante os primeiros dias de doença antes da soro-conversão, sendo útil também para 

distinguir sorovares patogênicos dos não patogênicos (76-78). Vários pares de primers para a 

detecção por PCR têm sido descritos, freqüentemente baseados nos genes 16S ou 23S rRNA e 

em elementos repetitivos da bactéria (20, 79). No entanto, estes testes diagnósticos ainda 

estão sendo padronizados e não são aceitos como métodos de referência (20, 63), pois apesar 

de serem altamente sensíveis e específicos, eles não têm sido sistematicamente comparados 

entre si e com o teste padrão (MAT) (63). 

 

1.6 Profilaxia 

 

 Estratégias de prevenção e controle da leptospise incluem medidas direcionadas aos 

reservatórios, aos fatores ambientais e ao homem (80). O risco de transmissão pode ser 

reduzido nos centros urbanos através da melhoria das condições de infra-estrutura básica 

(rede de esgoto, drenagem de águas pluviais, coleta adequada do lixo) e da eliminação dos 

roedores. O controle da população de roedores, por meio de medidas de anti-ratização e 

desratização diminui o nível de contaminação ambiental, e, conseqüentemente, reduz o risco 

de contaminação humana. A adoção de equipamentos de proteção, como botas, roupas e luvas 

impermeáveis protegem indivíduos expostos à contaminação ocupacional. Entretanto, estas 

medidas tradicionais não são praticáveis em países em desenvolvimento devido às 

dificuldades econômicas (80). 

Para indivíduos com alto risco de contaminação, pode-se recomendar a admistração de 

antibiótico profilático (pré-exposição). As populações mais indicadas a receber esse tipo de 

tratamento são militares, bombeiros e profissionais que irão se submeter à situação de risco 

por um tempo limitado.  

 No âmbito veterinário, estão disponíveis no mercado vacinas obtidas a partir de 

preparação de leptospiras atenuadas ou inativadas por formaldeído ou calor. Porém, a resposta 

imune desencadeada a partir dessas preparações é ativada, principalmente, pela porção 

polissacarídica dos LPSs das bactérias. Esses antígenos estimulam uma resposta timo 
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independente, não induzindo, portanto, proteção a longo prazo contra infecção, o que torna 

necessária sua administração anual ou semestral (81). Além disso, são sorovares específicas, 

ou seja, não promovem proteção cruzada contra leptospiras de sorovares não contidas na 

preparação vacinal (3, 20). 

 Diversas vacinas para prevenir a leptospirose humana têm sido desenvolvidas. Países 

como Cuba (82, 83), Rússia (84) e China (85) têm realizado extensos ensaios clínicos para 

avaliação dessas vacinas. No entanto, essas vacinas apresentam problemas semelhantes às de 

uso veterinário, sendo sorovar-específica e requerendo administração periódica. Portanto, 

ainda não existe uma vacina eficiente para uso humano, nem veterinário. 

A diversidade antigênica observada entre os sorovares de Leptospira deve-se às 

variações de carboidratos na cadeia lateral do LPS, dificultando a elaboração de uma vacina 

de LPSs multivalente. Por isso, a identificação e o conhecimento da expressão de proteínas 

antigênicas durante a infecção pode ser uma ferramenta importante no desenvolvimento de 

vacinas. Atualmente, diversos grupos de todo o mundo estão concentrados na identificação de 

proteínas relacionadas à patogenicidade ou virulência, e que tenham um amplo espectro de 

conservação dentre os principais sorovares patogênicos ao homem, para a elaboração de uma 

vacina protéica eficaz e que confira proteção a longo prazo (86-92). 

 

1.7 Tratamento 

  

 O tratamento da leptospirose depende da forma clínica da doença. O tratamento 

clássico da leptospirose consiste em antibioticoterapia específica, reposição de fluídos, 

correção dos distúrbios hidroeletrolíticos como a hipopotassemia e analgesia para as dores 

musculares. Casos graves, com doença de Weil, necessitam de terapia dialítica para 

tratamento da uremia e ventilação mecânica para os casos com insuficiência respiratória (93, 

94).  

O tratamento antibiótico da leptospirose é feito com penicilina cristalina ou ampicilina 

via intravenosa para casos graves. Doxicilina, ampicilina e amoxicilina podem ser prescritas 

para casos leves e moderados (13, 33). Entretanto, não há antibiótico capaz de reverter o dano 

causado em tecidos e órgãos (3, 20). 

Nos casos de insuficiência e falência renal, o procedimento indicado é a diálise 

peritoneal e, a diálise deve ser mantida até que a função renal volte ao normal. Nos quadros 

mais severos com presença de hemorragias, é necessária a transfusão de sangue ou de 

plaquetas (3, 55). 
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1.8 Genomas de Leptospira spp. 

 

Os maiores avanços na compreensão da patogênese de Leptospira spp. foram possíveis 

graças ao recente seqüenciamento de duas espécies de Leptospira patogênicas, Leptospira 

interrogans (95-97) e Leptospira borgpetersenii (98), e da espécie saprofítica Leptospira 

biflexa (99). De acordo com estes estudos, o genoma de Leptospira é composto de dois 

cromossomos circulares (CI e CII) de aproximadamente 4Mb e 300Kb respectivamente (96), 

enquanto que a espécie saprofítica possui um replicon adicional de 74Kb, denominado de 

P74. Embora o replicon P74 possua genes essenciais de metabolismo basal presente no 

cromossomo maior das espécies patogênicas, este é considerado um elemento 

extracromossomal ou plasmídeo (100) e não um cromossomo como se supunha (99). 

Uma análise comparativa das seqüências obtidas até então revelam que 61% dos genes 

estão presentes em todos os genomas de Leptospira seqüenciados, distribuídos nos dois 

cromossomos, indicando que possa representar o conjunto gênico do progenitor ancestral que 

existiu antes da divergência entre espécies patogênicas e saprofíticas (99). A maioria dos 

genes (77% - 81%) que compõe o genoma de Leptospira não possui ortólogos nos genomas 

de outras espiroquetas, indicando um grande distanciamento das leptospiras dos demais 

membros do phylum durante o processo evolutivo (18, 100). O estudo dos genes que 

codificam proteínas imunogênicas e virulentas tem sido o eixo principal de diversas pesquisas 

para a compreensão da patogenia da leptospirose e para o desenvolvimento de vacinas. 

 

 

1.9 Patogenicidade 

 

 

 O sistema imune inato constitui a primeira linha de defesa do hospedeiro, 

desempenhando um papel crucial no reconhecimento e eliminação de leptospiras. A superfície 

bacteriana é a interface entre o patógeno e o hospedeiro e diferenças nas proteínas de 

membrana externa podem refletir na variação de mecanismos de patogenicidades.  

Para estabelecer e manter a infecção, leptospiras patogênicas interagem com uma 

grande quantidade de componentes de matriz extracelular e outros componentes do 

hospedeiro tais como laminina, colágeno tipo I e IV, fibronectina celular e plasmática, 

fibrinogênio, elastina e proteoglicanos (101-104) através de fatores de virulência chamadas de 

adesinas. Além disso, Leptospira interrogans são capazes de aderir em células endoteliais, 
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monócitos / macrófagos, linhagens de células em cultura do epitélio renal e fibroblastos em 

ensaios realizados in vitro (105, 106).  

É importante ressaltar que leptospiras virulentas, além de serem patógenos 

extracelulares, são microrganismos altamente invasivos e também são capazes de aderir e 

invadir células hospedeiras mais eficientemente que linhagens não virulentas e/ou saprofíticas 

(106). De fato, foi demonstrado que cepas patogênicas translocam-se através de células 

Madin-Darby renal canino (MDCK) polarizadas em monocamadas em uma taxa 

significantemente maior que Leptospiras não patogênicas (107). Alguns autores também 

especulam que a bactéria patogênica possui um breve período intracelular permitindo-a 

escapar do sistema complemento e anticorpos. Foi demonstrado que Leptospira interrogans é 

capaz de escapar do fagolisossomo para o citossol de linhagens de macrófagos humanos 

(108).  

Com relação à hemorragia pulmonar, a principal causa de morte por leptospirose no 

Brasil, estudos propõem a ação de toxinas e processos auto-imunes como responsáveis para 

esta condição. A baixa quantidade de bactérias recuperadas do tecido pulmonar sugere uma 

possível toxina bacteriana circulante, produzida de algum lugar distante como o fígado (109). 

Apesar da toxina responsável ainda não ter sido identificada, há uma grande quantidade de 

genes codificantes para hemolisinas e proteases, nos genomas de Leptospira patogênicas, que 

podem estar relacionadas com os danos pulmonares (95, 97, 98). Também foi demonstrado 

em cobaias e humanos que um possível mecanismo auto-imune está presente na patogênese 

da SPHL, através da deposição linear de imunoglobulinas (48) e complemento ao longo da 

membrana basal do epitélio pulmonar e no espaço intra-alveolar (110, 111). A identificação 

da possível toxina permitiria uma melhor compreensão do mecanismo de patogenia para esta 

forma da doença e o desenvolvimento de uma possível terapia anti-toxina, que proporcionaria 

uma redução de incidência de SPHL e, conseqüentemente, redução das altas taxas de mortes 

por leptospirose. 

 Assim sendo, a melhor compreensão dos mecanismos de infecção e evasão das 

leptospiras bem como a identificação dos fatores de virulência e toxinas pode auxiliar no 

desenvolvimento de melhores bases terapêuticas para o tratamento da doença e no 

desenvolvimento de vacinas profiláticas eficientes contra leptospirose.  

 

 

 



31 

 

1.10 Vacinologia reversa e triagem do genoma de Leptospira interrogans sorovar 

Copenhageni  

 

 O seqüenciamento do genoma de Haemophilus infuenzae, o primeiro microrganismo a 

ter o genoma seqüenciado, em 1995, revolucionou o campo da vacinologia (112). 

Concomitantemente, os avanços no campo da biologia molecular, bioinformática e tecnologia 

de seqüenciamento viabilizaram a seleção de candidatos in silico e, conseqüentemente, o 

desenvolvimento de inúmeros algoritmos para o desenho de possíveis antígenos. Essa 

abordagem, chamada de vacinologia reversa, permitiu a identificação de potenciais antígenos 

vacinais independente de suas características de expressão e sem a necessidade do cultivo do 

patógeno (92, 113-118). Esta estratégia foi empregada com sucesso primeiramente no 

desenvolvimento de vacinas contra Neisseria meningitidis, sorogrupo B (119) e, 

subseqüentemente, em diversos microrganismos tais como Streptococcus pneumoniae (120), 

Porphyromonas gingivalis (121) entre outros.  

 Atualmente, como mencionado anteriormente, estão disponíveis publicamente os 

seqüenciamentos genômicos de seis cepas de leptospiras, compreendendo duas espécies 

patogênicas e uma espécie saprofítica. A partir da seqüência genômica de Leptospira 

interrogans sorovar Copenhageni, foram selecionados para o presente estudo doze genes para 

clonarmos e expressarmos as proteínas recombinantes correspondentes para avaliarmos o seu 

potencial vacinal. Os genes selecionados são: lic10881, lic20087, lic11211, lic10544, 

lic10291, lic13435, lic11399, lic10642, lic10359, lic12558, lic10995 e lic10462. Estes genes 

foram selecionados por codificarem proteínas hipotéticas (com função desconhecida), com 

seqüência sinal, indicando que são proteínas secretadas ou que são proteínas da membrana 

externa. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Caracterizar o potencial antigênico e papel biológico de proteínas hipotéticas 

selecionadas do genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni. 

 

2.2 Objetivo específico 

 

- Identificar 12 proteínas hipotéticas cuja localização celular seja de superfície externa 

ou secretada para clonar, expressar e purificar as respectivas proteínas. 

- Avaliar a conservação dessas proteínas entre diferentes sorovares e espécies de 

Leptospira spp. e a capacidade de interação com componentes de matriz extracelular. 

- Avaliar a imunoreatividade frente a soros de pacientes diagnosticados com 

leptospirose e hamster infectados experimentalmente. 

 - Caracterizar o potencial antigênico e protetor contra leptospirose. 
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3  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1  Métodos analíticos 

 

3.1.1   Eletroforese de ácidos nucléicos em gel de agarose 

 

Os géis de eletroforese em agarose foram preparados derretendo-se agarose (0,8 a 1% 

(p/v)) em tampão TAE (Tris Acetato 40 mM pH 8,5, EDTA 1 mM), com a adição de solução 

de brometo de etídio (10 mg/mL) para concentração final de 0,4 μg/mL. As amostras foram 

aplicadas nos géis com a adição de solução de amostra 10x (azul de bromofenol 0,25% (p/v), 

xileno cianol FF 0,5% (p/v), glicerol 50% (v/v)). As corridas foram feitas em tampão TAE, 

sob voltagem de 60 a 80 V, até que a frente do corante atingisse a extremidade do gel. O DNA 

foi visualizado sob luz UV para análise ou excisão para purificação. 

O padrão molecular usado nos géis de agarose foi o DNA de fago Lambda, digerido 

com HindIII (125 a 23,130 bp). 

 

3.1.2 Purificação de DNA em gel de agarose 

 

O produto da reação de PCR ou digestão de plasmídeos foi submetido à eletroforese 

em gel de agarose e, após a migração, a banda de interesse foi excisada para purificação com 

o auxilio de uma lâmina de bisturi. O DNA foi purificado da agarose utilizando-se o kit 

“GFX
TM

 Gel Band Purification” (GE Healthcare), conforme as recomendações do 

fabricante. 

 

3.1.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 

 Os géis de eletroforese em poliacrilamida foram preparados conforme Laemmli (122) 

e Sambrook et al. (123), utilizando-se uma solução estoque de acrilamida 30% (acrilamida 

29% (p/v), N,N’-metilenobisacrilamida 1% (p/v)), tampão do gel de empilhamento (Tris HCl 

0,5 M pH 6,8, SDS 0,1% (p/v)) ou tampão do gel de separação (Tris HCl 1,5 M pH 8,8, SDS 

0,1% (p/v)), persulfato de amônio 10% (p/v) e TEMED. Os géis de empilhamento foram 

feitos com concentração de 5% e os géis de separação foram feitos com concentrações entre 

12 e 15% e espessura entre 1,0 mm e 1,5 mm. As corridas foram realizadas em tampão de 

eletroforese (Tris HCl 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, SDS 0,1% (p/v)), sob voltagem de 
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120 V, em temperatura ambiente. Os géis foram corados utilizando se corante Coomassie 

Brilliant Blue (ácido acético glacial 10%, etanol 45%, azul de Coomassie R250 0,25%) ou 

transferidos para membrana de PVDF. 

 Em eletroforeses em condições redutoras, foi utilizado tampão de amostra 5x com 

agente redutor (Tris HCl 50 mM pH 6,8, azul de bromofenol 0,1% (p/v), glicerol 10% (v/v), 

SDS 2% (p/v), β-mercaptoetanol 100 mM) e aquecimento da amostra a 96 °C por 10 minutos. 

Em eletroforeses em condições não redutoras, o tampão não continha agente redutor (Tris 

HCl 50 mM pH 6,8, azul de bromofenol 0,1% (p/v), glicerol 10% (v/v), SDS 2% (p/v)) e a 

amostra foi aplicada sem aquecimento.  

 

 

3.2 Análises in silico das características das proteínas selecionadas 

 

A conservação dos genes foi avaliada através da análise comparativa das seqüências 

de aminoácidos preditas com auxílio do algoritmo BLASTP (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) 

(124, 125). A presença de domínios comuns a outras proteínas foi avaliada com auxílio dos 

programas SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) (126), Pfam (http://www.sanger.ac.uk/) 

(127) e Conserved Domains (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), (128, 

129). 

 As análises de predição de localização celular foram realizadas com o auxílio do 

programa PSORTb versões 2.0.4 e 3.0.2 (http://www.psort.org/) (130, 131). A presença de 

sinal de clivagem ou lipidação foi avaliada com auxílio do programa SignalIP 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (132-134). O programa PyMOL 

(http://www.pymol.org/) foi utilizado para modelagem e visualização de proteínas em 3D. 

 

3.3 Seleção de genes candidatos contra leptospirose   

 

Como já mencionado anteriormente na introdução, foi realizado uma análise do 

genoma da Leptospira interrogans sorovar Copenhageni (número de acesso do GenBank 

AE016823) e, com o auxílio de ferramentas de bioinformática disponíveis em servidores de 

rede públicos, foram selecionados 12 genes candidatos vacinais para este projeto (lic10881, 

lic20087, lic11211, lic10544, lic10291, lic13435, lic11399, lic10642, lic10359, lic12558, 

lic10995 e lic10468). Estes genes foram selecionados por codificarem proteínas hipotéticas 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://smart.embl-heidelberg.de/
http://www.sanger.ac.uk/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
http://www.psort.org/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.pymol.org/
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(com função desconhecida) e por possuírem seqüência sinal, indicando que são proteínas 

secretadas ou que são proteínas da membrana externa. 

O fragmento carboxi-terminal da proteína LytM de Staphylococcus aureus foi 

selecionado para clonar e expressar para usarmos como controle em ensaios enzimáticos 

(135). O fragmento carboxi-terminal da proteína LigA de Leptospira interrogans sorovar 

Copenhageni também foi selecionado para utilizarmos como controle em alguns experimentos 

(136). 

 

 

3.4 Desenho de iniciadores específicos para PCR 

 

Os oligonucleotídeos iniciadores (primers) para obtenção de produtos de PCR das 

respectivas seqüências selecionadas foram desenhados utilizando o programa Generunner 

(Hastings Software) e seqüências flanqueadoras ou, sítios de restrição para o vetor de 

expressão pAE foram inseridos nas extremidades de ambos os primers (forward e reverse). 

 

 

3.5  Obtenção e cultivo de cepas de Leptospira virulentas e não virulentas 

 

 As linhagens de Leptospira utilizadas neste trabalho foram obtidas do Laboratório de 

Zoonoses Bacterianas da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de 

São Paulo (FMVZ-USP). 

 A obtenção de leptospiras virulentas foi realizada conforme o protocolo descrito por 

Nally et. al (48). Basicamente, hamsters recém desmamados foram injetados 

intraperitonialmente com 500 L de cultura de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa L1-

130 virulentas na diluição de 10
8
 células/mL. Esses animais foram acompanhados diariamente 

até o aparecimento dos sintomas da doença, como perda de peso e mobilidade, que ocorrem 

em aproximadamente 5 dias após a infecção, e foram posteriormente sacrificados em câmara 

de CO2. Os rins e fígados desses animais foram retirados, macerados e cultivados em meio 

EMJH (Difco) semi-sólido, enriquecido com 10% de soro de coelho com L-asparagina, 

piruvato de sódio, cloreto de cálcio e cloreto de magnésio e 0,2% de ágar, a uma temperatura 

de 28 
o
C, e sub-cultivados em meio EMJH líquido (sem ágar), por no máximo duas passagens 

para a manutenção da virulência das leptospiras (10 a 15 dias). Para a obtenção de leptospiras 

de passagens definidas (número de vezes em que a cultura bacteriana foi repicada), a cultura 
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de leptospiras em meio EMJH líquido mencionada anteriormente (primeira passagem) foi 

repicada sucessivamente, por exemplo, o repique da cultura de primeira passagem deu origem 

à cultura de segunda passagem e, o repique desta cultura (segunda passagem) deu origem à 

cultura de terceira passagem e assim por diante. 

As culturas de leptospiras de variados sorovares não virulentos foram mantidas em 

meio EMJH líquido (sem ágar). A cultura foi mantida a uma temperatura de 28 ºC sem 

agitação, por cerca de 7 a 10 dias, período em que o cultivo tende a se encontrar em fase 

estacionária. Foram cultivadas 5 espécies patogênicas (L. interrogans, L. santarosai, L. 

borgpetersenii, L. kirshneri e L. noguchii) e uma espécie saprofítica (L. biflexa). A espécie, 

sorogrupo e sorovar das cepas cultivadas estão descritas na te bela 1.  

 

Tabela 1 - Cepas de Leptospira cultivadas 

Espécie Sorogrupo Sorovar 

 Australis Bratislava 

 Autumnalis Autumnalis 

 Canicola Canicola 

L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni 

 

Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae 

 Pomona Pomona 

 Pyrogenes Pyrogenes 

 Serjroe Hardjo 

L. borgpetersenii 
Ballum Castellonis 

Javanica Javanica 

L. santarosai 
Bataviae Bataviae 

Shermani Shermani 

L. kirshneri 
Grippotyphosa Grippotyphosa 

Cynopteri Cynopteri 

L. noguchii Panama Panama 

L. biflexa Semaranga Patoc 

 

3.6 Obtenção e cultivo de Staphylococcus aureus 

 

 A cepa 469/10 de Staphylococcus aureus foi gentilmente cedida pela pesquisadora 

Silvia Regina dos Santos do Hospital Universitário da Universidade de São Paulo (HU-USP). 

As bactérias foram extraídas de uma placa ágar sangue (NewProv, enriquecido com 5% de 

sangue de carneiro) e cultivadas em meio THY (Todd Hewitt Broth – Difco, enriquecido com 

0,5% de extrato de levedura) a 37 ºC por 16 horas.  
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3.7  Soros de pacientes com leptospirose 

 

 Os soros de pacientes diagnosticados com leptospirose foram obtidos da coleção de 

soros sob responsabilidade da Dra. Eliete Caló Romero do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, 

Brasil.  

 

3.8 Extração de DNA genômico de Leptospira 

 

 Os DNAs genômicos das culturas mencionadas anteriormente foram obtidos com uma 

solução de guanidina-detergente (DNAzol
®
 Reagent, Invitrogen), de acordo com as instruções 

do fabricante. 

 

3.9  Extração de RNA de leptospira 

 

 Para a extração de RNA, foram utilizados 20 mL de cultura de cepas de Leptospira 

interrogans sorovar Pomona, Canicola, Copenhageni e Leptospira biflexa sorovar Patoc nas 

mesmas condições de cultivo descritas previamente. As culturas foram centrifugadas (4600 x 

g por 30 min, a 4 ºC), e o sobrenadante descartado. Os sedimentos bacterianos foram lavados 

duas vezes em PBS 1x. A extração de RNA foi feita utilizando-se método do ácido guanidino 

tiocianato fenol-clorofórmio, utilizando-se o reagente TRIzol® (Invitrogen), de acordo com 

as instruções do fabricante. Um micrograma de RNA de cada amostra foi tratado com 1 U de 

DNAse I (Invitrogen) por 15 min em temperatura ambiente. A DNAse I foi inativada através 

da adição de 1 L de uma solução de 25 mM EDTA, seguindo por uma incubação a 65 ºC por 

10 min. A integridade dos RNAs extraídos foram analisadas em gel de agarose 1% contendo 

brometo de etídeo (123). 

 

3.10 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

Os oligonucleotídeos iniciadores foram ressuspensos em água MilliQ para 

concentração final entre 3,2 a 10 μM. Os oligonucleotídeos utilizados nas amplificações de 

DNA e seqüenciamentos estão nas tabelas 2 e 3. 
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Tabela 2 - Oligonucleotídeos utilizados no seqüenciamento de plasmídeos pGem-T Easy e pAE  

Oligonucleotídeos Seqüência 5’ – 3’ 

M13F GTTTTCCCAGTCACGAC 

M13R CAGGAAACAGCTATGAC 

T7 TAATACGACTCACTATAGGG 

PrSetRev ATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGG 

 

Tabela 3 - Oligonucleotídeos empregados na amplificação de fragmentos de DNA por PCR 

Lócus / 

gene 
Iniciadores (5´→ 3´) * 

Tamanho do 

fragmento 

amplificado 

(pb) 

Massa molecular 

esperada da 

proteína 

recombinante 

(KDa) 

LIC20087 
F: GGATCCGTAGAAAATCCTTCGTTCAG   

894 33,75 
R: AAGCTTTTACTTAGAAGAAGTTTCCG 

    

LIC10544 
F: GGATCCGATTCTCAAAAATCAGATTC 

1332 51,34 
R: CAGCTGTTATATTTTAACCGAAATCG 

    

LIC11211 
F: GGATCCCAAGAACAGAGAAAATCTACG 

1029 38,84 
R: AAGCTTCTAATTCGTTTTAGAATCCTG 

    

LIC10291 
F: GGATCCGATGAGTCCGAGAAAAAAACTTATTC 

456 17,3 
R: AAGCTTTTACTCTACGGTTGTAATTTC 

    

LIC10881 
F: CTCGAGGGCACCTTATGGGCAAAGGCTTCTC 

1602 60.42 
R: AAGCTTTCATTCTCTTGATTTATCGTAG 

    

LIC13435 
F: GGATCCCAAACTTTGGATCAGAAC 

537 20,2 
R: AAGCTTTTAATTAGATGGATCTGTTTT 

 
   

LIC11399 
F: CTCGAGGCCCCAATCGCCTACGGAAATTTA   

1089 41 
R: AAGCTTTCAATCCACTCCGTTTCTTTTG 

C-terminal F: CTCGAGGGTTATTCGTTTCCAGTTC 615 22,6 
 

 
  

LIC10642 
F: GGATCCGATACAATCATCTTAAAAGACGGCC 

906 34,4 
R: AAGCTTTTATAACTTAAATCCGGTTCC 

    

LIC10359 
F: GGATCCGATCCTGGAAGAGATAGACTAG 

555 19,9 
R: AAGCTTTTATTCCTTTTCGTTCAGAG 

    

LIC10468 
F: GGATCCTTCGTTTCTCGAAAACTGATTTTTATAGC 

753 27,9 
R: AAGCTTTCATTGGATAAAATCTCGGATTAG 

    

LIC12558 
F: GGATCCCAAACTAAAAACGCTGATAAACAAG 

654 25,2 
R: AAGCTTTTATCCGTTAGACGAAACCCATAT 

    

LIC10995 
F: GGATCCCAAACTTTGGATCAGAAC 

1068 39 
R: AAGCTTTTAAAAAAGAGAAAGAAAAAG 

    

ctLigA 
F: CTCGAGGGTTACCAAGGACAAGCTTAC 

R: AAGCTTTTATGGCTCCGTTTTAATAGAGGC 
1266 44,2 

    

ctLytM 
F: CTCGAGAAAGCGACAGCTAGT GGTCAT G 

R: AAGTTTTATCTACTTTGTAAGTATGACG 
456 16,2 

* A seqüência da enzima de restrição utilizada está sublinhada 

 

As reações de PCR foram realizadas de acordo com a temperatura de anelamento de 

cada oligo utilizado e comprimento do fragmento esperado, utilizando-se como molde o DNA 
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genômico de L. interrogans sorovar Copenhageni (linhagem Fiocruz L1-130). As 

amplificações foram realizadas em volume de 50 L contendo 0,5 M de cada 

oligonucleotídeo, 0,4 mM de cada dNTP, cerca de 60 g de DNA genômico, 1 L de 

Platinum Pfx DNA polimerase 400 U/L (Invitrogen), tampão da Pfx DNA polimerase 1x 

(fornecido pelo fabricante pronto para uso) e 1 mM MgSO4.  

As reações foram realizadas utilizando-se termociclador (Perkin-Elmer). As 

características dos ciclos foram otimizadas para cada produto. As etapas 2 a 4 foram repetidas 

por 25 a 30 ciclos, dependendo do produto desejado. As etapas de desnaturação, anelamento e 

amplificação do DNA estão na tabela 4. 

Os produtos de PCR foram submetidos a uma migração eletroforética em gel de 

agarose (123) para análise. 

 

Tabela 4 – Ciclos de amplificação de fragmentos de DNA por PCR 

 Temperatura Tempo 

1. Desnaturação inicial 95 
o
C 3 minutos 

2. Desnaturação 95 
o
C 30 segundos 

3. Anelamento 48 – 58 
o
C 30 segundos 

4. Amplificação 72 
o
C 3 minutos 

5. Amplificação final 72 
o
C 5 minutos 

 

 

3.11 Transcrição reversa e RT-PCR (Transcriptase reversa seguida de reação em 

cadeia da polimerase) 

 

Os RNAs foram reversamente transcritos para obtenção do DNA complementar 

(cDNA), utilizando-se kit comercial SuperScript TM III First-Strand Synthesis System for RT-

PCR (Invitrogen) de acordo com as instruções do fabricante. Para a RT-PCR, um décimo do 

produto da transcrição reversa foi amplificado em uma reação de PCR conforme descrito 

acima. Os produtos de RT-PCR foram submetidos a uma migração eletroforética em gel de 

agarose para análise (123). 
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3.12  Vetores recombinantes utilizados 

 

3.12.1 Vetor de clonagem 

 

 O vetor pGem-T Easy (Promega) (figura 5) possui origem de replicação pUC ori que 

permite a propagação em bactérias, um gene que confere resistência à ampicilina (AmpR) e o 

gene para metabolismo de lactose (lacZ) que, quando rompido pela presença do inserto, 

permite a seleção de clones positivos por formação de colônias brancas em presença de X-gal. 

Este vetor é fornecido pelo fabricante na forma linear, preparado a partir da digestão do 

plasmídeo pGEM-5Zf(+) com a enzima de restrição EcoRV, e posterior adição de timinas nas 

extremidades 3’. As timinas livres possibilitam a ligação de produtos de PCR, já que esses 

possuem adenosinas livres nas extremidades 3’, adicionadas pela atividade transferase da 

enzima Taq polimerase utilizada na reação sem necessidade de digestão prévia do fragmento 

ou do vetor.  

                         

Figura 5 - Mapa do vetor pGEM-T-Easy (Promega) de clonagem. F1 ori: origem; lacZ: gene para 

metabolismo de lactose (-Galactosidase); AmpR: gene de resistência à ampicilina. 

 

                                         

 

3.12.2 Vetor de expressão 

 

 O vetor de expressão em modelo procarioto empregado nas clonagens foi o pAE 

(137), construído a partir dos plasmídeos pRSET-A (Invitrogen) e pET3-His (138). O vetor 

pAE (Figura 6) é constituído pelo promotor de alta cópia do fago T7 (pT7), sítio de ligação ao 

ribossomo (RBS), sítios de múltiplas clonagens (MCS), terminador de transcrição (T7 term.), 



41 

 

e seqüência codificadora para  - lactamase que confere resistência ao antimicrobiano 

ampicilina (AmpR). Na extremidade amino-terminal do inserto a ser clonado, há uma região 

codificadora para 6 resíduos de histidina na proteína heteróloga, o que permite a purificação 

da mesma por cromatografia de afinidade a metais bivalentes (137). 

                             

 Figura 6 – Representação esquemática do vetor de expressão pAE. O vetor pAE adiciona uma seqüência 

contendo seis resíduos de histidinas na região amino-terminal da proteína recombinante. 

 

                

 

3.13  Subclonagem dos produtos de PCR 

  

 Para subclonagem, os produtos de PCR foram ligados no vetor pGEM-T easy 

(Promega). Para a reação de ligação dos insertos ao vetor de subclonagem, os produtos de 

PCR foram submetidos a uma migração eletroforética em um gel de agarose 1% (123). Após 

a migração, as bandas referentes aos fragmentos amplificados foram excisadas e purificadas 

do gel utilizando-se o kit “GFX
TM

 Gel Band Purification” (GE Healthcare). Os fragmentos de 

DNA purificados foram, quando necessário, submetidos a uma reação de adenilação (descrito 

a baixo), pois, o vetor pGEM-T easy, no qual foram ligados, é fornecido pelo fabricante na 

forma linear, com um resíduo de timina nas extremidades 3’. 
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3.13.1 Reação de adenilação 

 

 Para cada reação de 50 L foram utilizados cerca de 50 g do inserto purificado, 1 

mM MgCl2, dATP 0,2 mM, 1 unidades (U) de Taq polimerase (Invitrogem)  em H2O. As 

reações de adenilação foram realizadas a 72 C por 30 minutos, utilizando-se um 

termociclador. 

 

3.13.2  Reação de ligação 

 

 Cerca de 50 g de cada fragmento submetido à adenilação foi incubado com 25 g do 

vetor pGEM-T easy, 1 L de T4 DNA ligase 400 U/L na presença da solução tampão 

fornecida pelo fabricante da enzima, num volume total de 20 L por 16 horas a 16 C. 

 

3.14 Transformação de bactérias competentes 

 

 Foram adicionados a 50 L de bactérias E. coli DH5 quimiocompetentes 

(competência por Ca
2+

) 2 L do produto da reação de ligação. A mistura foi incubada em gelo 

por 30 minutos e em seguida submetida a choque térmico de 42 C por 2 minutos seguidos 

por 5 minutos de incubação em gelo. Após essa incubação adicionou-se 400 L de meio 2YT 

e deixou-se incubando a 37 C por 1 hora. O volume total dessa mistura foi dividido e 

plaqueado em meio sólido (2YT-ágar), contendo 100 g / mL de ampicilina e incubados por 

16 horas a 37 C. 

 

 

3.15 Análise de plasmídeos através de extração com fenol-clorofórmio 

 

 O método de fenol : clorofórmio (139) foi usado para verificar a presença e o tamanho 

de fragmentos clonados em plasmídeos diretamente de culturas de bactérias.  

 As colônias resistentes a ampicilina e uma colônia com vetor vazio (controle negativo) 

foram inoculados em 5 mL de meio de 2YT contendo ampicilina e incubados por 16 horas a 

37 C. Uma alíquota de 400 L foi centrifugada por 2 minutos a 13.400 x g e o sobrenadante 

foi descartado e adicionou-se ao precipitado bacteriano 100 L de Ficoll Dye 2x (azul de 

bromofenol 0,05% (p/v), xileno cianol FF 0,1% (p/v), glicerol 10% (v/v)), e 38 L de uma 
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solução 1:1 de fenol: clorofórmio (V/V) (fenol pH 7,6 50% (v/v), clorofórmio 50% (v/v)). A 

mistura foi agitada por 1 minuto e centrifugada por 1 minuto a 13.400 x g. Foram aplicados 

20 L do sobrenadante dessa mistura contendo DNA genômico e plasmidial em um gel de 

agarose 1% (123) para análise. 

 A banda do plasmídeo do controle negativo (plasmídeo sem inserto) deve ter maior 

mobilidade que os plasmídeos dos clones positivos, devido à diferença de massa molecular 

entre eles. Portanto, os clones que migraram menos em relação ao controle negativo, foram 

selecionados para serem purificados. 

 

 

3.16 Purificação de plasmídeos 

 

 Os cultivos selecionados utilizados na pesquisa de clones positivos foram utilizados 

para purificação dos plasmídeos com o kit “Promega Wizard Plus Miniprep”. Foi utilizado 3 

mL de cada meio de cultivo selecionado e as etapas subseqüentes foram realizadas conforme 

as instruções do fabricante. Após a purificação dos plasmídeos os mesmos foram 

seqüenciados usando os primers específicos para pGEM-T easy pelo método de terminação 

de cadeia (140), no seqüenciador de DNA ABI 3100 (Applied Biosystems do Brasil). 

 

 

3.17 Clonagem em vetor de expressão 

  

 Para a clonagem dos inserto no vetor pAE, foi necessário submeter os plasmídeos 

purificados e o vetor pAE vazio à digestão com as respectivas enzimas de restrição que 

“flanqueiam” os insertos de interesse. Os produtos das digestões com as endonucleases foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose 1%, para excisar a banda relativa ao fragmento 

linearizado com o tamanho esperado. Essas bandas foram purificadas e os respectivos 

fragmentos foram ligados ao vetor de clonagem da mesma maneira descrita anteriormente. Os 

produtos das ligações foram transformados em E. coli DH5 quimiocompetentes e 

submetidos à seleção de clones positivos e seqüenciados com primers específicos para pAE 

conforme descrito anteriormente.  
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3.18 Indução protéica em bactérias de expressão e purificação 

 

 Após as análises por seqüenciamento, os genes corretamente inseridos nos vetores de 

expressão foram transformados nas linhagens de bactérias de expressão disponível em nosso 

laboratório. 

 A expressão das proteínas foram avaliadas nas bactérias de expressão Escherichia coli 

BL21 SI, Escherichia coli Star pLysS (Invitrogen) e Escherichia coli (DE3) C43 (Avidis). 

 As bactérias que expressaram a proteína recombinante de interesse foram lisadas por 

French Pressure
®
. O lisado foi centrifugado para separar a fração solúvel e insolúvel de 

proteínas. No caso da expressão da proteína de interesse na fração insolúvel (em corpúsculos 

de inclusão), foi necessário realizar a solubilização e renaturação (refolding) da proteína, para 

depois ser purificada por cromatografia em coluna de afinidade a metais bivalentes. 

Os corpúsculos de inclusão obtidos do precipitado da suspensão bacteriana após lise 

celular e centrifugação, foram lavados primeiramente com 20 ml de uma solução contendo 

200 mM Tris-HCl, pH 8.0, 5 mM -mercaptoetanol e 1 M uréia (solução 1 M uréia). A 

seguir, os corpúsculos de inclusão foram solubilizados por 16 horas em 20 ml de uma solução 

contendo 200 mM Tris-HCl, 5 mM -mercaptoetanol, 8 M uréia (solução 8 M uréia). Para a 

renaturação protéica, foi utilizada uma solução de 2 litros contendo 200 mM de Tris HCl, pH 

8.0, onde os 20 ml da solução 8 M uréia foi gotejada lentamente sob agitação. Após o 

gotejamento da solução, os 2 litros de solução de renaturação ficaram durante uma noite sob 

agitação. Uma coluna (GE-Healthcare) com 1 cm de diâmetro, contendo 5 mL de resina com 

afinidade a metais bivalentes foi preparada com uma solução 300 mM NiSO4, lavada com 10 

ml de água para a remoção do excesso da solução de níquel e posteriormente equilibrada com 

o tampão de equilíbrio (tampão de renaturação protéica, 200 mM Tris HCl, pH 8.0). A 

solução foi então adsorvida pela coluna, com o auxílio da bomba peristáltica, com fluxo de 

3,5 ml/min. A resina, com a proteína recombinante adsorvida, foi submetida a lavagens e 

eluição com soluções de concentração crescente de imidazol (5 mM, 20 mM, 40 mM, 60 mM 

e 1M em 200 mM de Tris HCl, pH 8.0). A fração contendo a proteína purificada foi dialisada 

em 4 litros de tampão 200 mM Tris HCl, pH 8.0, a 4ºC por 12 horas sob agitação. Após a 

diálise, a amostra foi fracionada em alíquotas de 1 mL e congelada a – 20 °C.  

Para as proteínas expressas na fração solúvel do lisado da bactéria de expressão, o 

sobrenadante do lisado foi filtrado e diretamente aplicado na coluna de cromatografia com 

resina de afinidade a metais bivalentes, com o auxílio de uma bomba peristáltica, porém, com 

um fluxo de 1 mL/min. Após a adsorsão da proteína pela resina de afinidade a metais 
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bivalentes, a purificação da proteína procedeu conforme mencionado anteriormente. A 

concentração de proteína total foi estimada por densitometria a partir de um gel de SDS-

PAGE e pelo método de Bradford (141). A quantidade relativa de proteína foi calculada em 

relação a uma curva-padrão estabelecida, com quantidades crescentes de BSA. 

 

 

3.19 Ensaio de dicroísmo circular 

 

 Espectros de dicroísmo circular (CD) foram captados em espectropolarímetro Jasco 

modelo J-810 (“circular dichroism system”, Japan Spectroscopic, Tokyo, Japan). As amostras 

de proteínas foram diluídas para uma concentração final de 10 M dialisadas contra tampão 

fosfato 10 mM (pH 7,4).  Foram mensurados comprimentos de onda de 190 a 260 nm, 

utilizando-se cubetas de quartzo com 1 mm de caminho óptico, por nove vezes consecutivas, 

a temperatura de 20 ºC, em intervalo de 0,5 em 0,5 nm, e velocidade de 50 nm/min. Os 

espectros de CD foram expressos em termos de elipticidade molar residual: 

[] =  (mdeg) / 10 x C(M) x I(cm) 

Onde  é elipticidade, C é a concentração  da proteína e L é o caminho ótico (142). 

 Os dados gerados pelo CD foram interpretados com o auxílio do algoritmo CONTIN 

(http://s-provencher.com/pages/contin-cd.shtml)(143), e comparado com a predição de 

estrutura secundária teórica, gerado com o auxílio do programa público GOR (GOR IV 

Secondary Structure Prediction Method http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html) (144). 

 

 

3.20 Seqüenciamento de proteína 

 

O seqüenciamento da porção amino-terminal da proteína foi realizado conforme 

descrito por Edman (145), utilizando o seqüenciador de proteína automatizado PPSQ-21 

Shimadzu (Japão), de acordo com as instruções do fabricante. O seqüenciamento foi realizado 

no Laboratório de Bioquímica e Biofísica do Instituto Butantan, Brasil. 

  

http://s-provencher.com/pages/contin-cd.shtml
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html
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3.21 Imunização de camundongos para obtenção de soro hiperimune 

 

 As proteínas recombinantes purificadas foram utilizadas para induzir a produção de 

anticorpos em camundongos. Grupos de 5 camundongos Balb-C fêmeas, foram imunizados 

intraperitonealmente com 10 g de proteína na presença de 100 g de adjuvante hidróxido de 

alumínio (proporção de 10 g de íon Al
3+

 para cada 1 g de proteína recombinante). As 

imunizações foram realizadas por pelo menos quatro semanas, com aplicação de doses 

semanais. Os animais foram sangrados pelo plexo retrorbital e o sangue coletado foi mantido 

a 37 C por 30 minutos e, posteriormente, centrifugado a 800 x g por 15 minutos. Após a 

centrifugação o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20 C. 

 

 

3.22 Titulação dos anticorpos policlonais 

 

 A análise da especificidade e título dos anticorpos contra as respectivas proteínas 

recombinantes foi monitorada por ELISA (Enzyme-Linked Immnosorbent Assay). Para 

adsorção dos antígenos, placas de microtítulo (Maxisorp-NUNC) foram expostas a 100 L / 

poço de solução tampão cabonato / bicarbonato 0,05 M (pH 9,6) contendo 1 g de proteína 

recombinante purificada e incubadas por 16 horas a 4 °C. As placas foram lavadas 3 vezes 

com tampão PBS acrescido de Tween-20 0,05% (PBS-T) e bloqueadas com 200 L / poço de  

PBS-T contendo leite desnatado em pó 10% por 1 hora a  37 ºC. Após essa encubação, as 

placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T 0,05%.  

 Diluições seriadas dos soros foram preparadas em 100 L / poço de tampão PBS-T 

0,05% acrescido de BSA 1% e incubadas por 90 minutos a 37 ºC. Após essa etapa, as placas 

foram lavadas 3 vezes com PBS-T 0,05%. A seguir, foram adicionados 100 L / poço de 

PBS-T 0,05% acrescido de BSA 1% contendo anticorpo anti-IgG de camundongo, conjugado 

com peroxidase (Sigma) gerado em cabra, em uma diluição de 1: 10.000 e incubado por 1 

hora a 37 ºC. Após essa incubação, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T 0,05%. 

 A reação foi desenvolvida com a adição de 100 L de solução de revelação OPD (8 

mg de o-fenilenodiamina) em 20 mL de tampão citrato-fostato 0,2M, pH 5,0 na presença de 

10 L de H2O2 30%)  e interrompida após 15 minutos pela adição de 50 L de 8M H2SO4. A 

intensidade da absorbância foi analisada em espectrofotômetro a 492 nm em leitor de 
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microplacas (Labsystems Uniscience Multiskan EX). O título de anticorpos foi considerado 

como a maior diluição do soro capaz de resultar em uma absorbância a 492 nm igual a 0,1. 

 

 

3.23 Adesão a componentes de matriz extracelular (MEC) 

 

 Todas as macromoléculas incluindo as proteínas controle fetuína e BSA foram 

compradas da empresa Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.). A Laminina I e colágeno tipo 

IV são derivados da membrana basal de sarcoma murino de Engelbreth-Holm-Swarm, a 

fibronectina celular é derivada de fibroblasto humano, enquanto que a fibronectina plasmática 

é isolada do plasma humano. 

O ensaio de adesão a componentes de matriz extracelular foi realizado de acordo com 

Barbosa et al.(101). Brevemente, poços de uma placa de micro-poços foram revestidos com 

um micrograma de cada MEC, diluídos em 100 L de PBS, e incubados por, pelo menos, 16 

horas a  4 C. A solução de revestimento foi então lavada 3 vezes com PBS-T 0,05%  e os 

poços foram bloqueados com 200 L de BSA 1% em PBS por 2 horas a 37 C. Em seguida, 1 

g de cada proteína recombinante diluído em PBS foi adicionado aos poços, e estas foram 

incubadas por 90 minutos a 37 C. Após a incubação, os poços foram lavados 6 vezes com 

PBS-T 0,05% e incubados com o antisoro especifico da proteína de interesse, diluído em PBS 

(1:4000), por 1 hora a 37 C. A seguir, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T 0,05% e 

incubadas com o anti-IgG de camundongos conjugado a peroxidase diluídos em PBS 

(1:5000), por 1 hora a 37 C. Após essa etapa, os poços foram lavados 3 vezes com PBS-T 

0,05% e revelados com a adição 100 L de uma solução contendo 8 mg de o-fenilenodiamina 

(OPD) em 20 mL de tampão citrato-fostato 0,2M, pH 5,0 na presença de 10 L de H2O2  e 

interrompida após 20 minutos pela adição de 50 L de 8M H2SO4. A absorbância a 492 nm 

foi determinada em um leitor de microplacas (Labsystems Uniscience Multiskan EX). Os 

experimentos foram realizados 3 vezes, todos em triplicata. 

Para as análises estatísticas, a ligação das proteínas recombinantes aos componentes de 

matriz celular foi comparada às respectivas ligações à fetuína (controle negativo) através do 

teste t de Student. 
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3.24 Obtenção dos extratos protéicos totais de cultura de leptospira 

 

 A cultura de leptospiras, ao atingirem uma concentração celular de aproximadamente 

10
8
 células / mL contadas em câmara de Ptroff-Hausser em microscópio de campo escuro, 

foram centrifugadas (12.800 x g, 4 ºC, 30 min), e os sedimentos bacterianos foram lavados 

por 2 vezes com solução PBS 1x. Posteriormente, cada sedimento bacteriano foi 

ressuspendido em solução de lise (7 M uréia, 10% SDS), na proporção de 5 L por miligrama 

de bactérias. A lise celular foi feita por agitação em vortex, seguido por sucessivas passagens 

em seringa de 1 mL. Em seguida, fez-se uma centrifugação a 20.000 x g por 10 min para a 

retirada do sedimento celular, e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 ºC. 

 

 

3.25 Western blot 

 

 O procedimento usado é basicamente o mesmo descrito por Towbin et. al (146). 

Alíquotas do preparado protéico foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 

SDS-PAGE 12 ou 15%, e imediatamente transferidas, para uma membrana de nitrocelulose 

(Hybond ECL, GE Healthcare) utilizando-se um aparato tipo sanduíche (Biorad), submersa 

em tampão de transferência (Tris-Glicina acrescido de 1,85 % de SDS). Após a transferência, 

a membrana foi corada com Ponceau S (Sigma), para a visualização e marcação de bandas 

correspondente aos padrões de massa molecular.  Após isso, a membrana foi lavada com 

PBS-T (0.05% Tween 20 em PBS 1x) para remoção do Ponceau S e bloqueada com PBS-T 

acrescido de 10% de leite desnatado a 4 ºC por 16 horas. Após esta etapa, a membrana foi 

lavada com PBS-T 0,05% durante 10 minutos por 3 vezes em temperatura ambiente, e 

incubada com o antisoro de interesse diluído em PBS-T 0,05% acrescido de 10% de leite 

desnatado por 90 minutos sob agitação, em temperatura ambiente. Em seguida, a membrana 

foi novamente submetida a 3 lavagens de 10 minutos com PBS-T 0,05%. Após as lavagens, a 

membrana foi incubada com um anticorpo específico conjugado à peroxidase, diluído de 

acordo com o título previamente determinado por ELISA, em PBS-T 0,05% com leite 

desnatado a 10% por uma hora sob agitação, em temperatura ambiente. Após isso, a 

membrana foi novamente lavada por 3 vezes com PBS-T 0,05% e revelada com um substrato 

quimioluminescente (ECL - GE Healthcare), em temperatura ambiente, de acordo com as 

instruções do fabricante. Após a incubação com o substrato, a membrana foi exposta a filmes 

de raio-X.  
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3.26 Imunoprecipitação 

 

 Para analisar o perfil de secreção de proteínas durante o crescimento de leptospira, o 

sobrenadante de cinco culturas de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni, contendo 30 

mL cada, foram coletados em dias diferentes.  

Contando a partir do primeiro dia de cultivo, a cultura do 1º, 3º, 5º, 7º e 10º dia foram 

centrifugadas (12.800 x g, 4 ºC, 30 min), e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20 

ºC. 

Para o ensaio de imunoprecipitação, as amostras de sobrenadante foram pré-limpas, 

com Proteína A-Sefarose, para remoção de imunoglobulinas IgG presente nos cultivos. Um 

volume de1600 L do sobrenadante, de cada cultura, foi tratado com 50 L de Proteína A–

Sefarose, previamente lavadas e incubadas por 2 horas, a 4 ºC, sob agitação. As amostras 

foram centrifugadas a 2000 rpm por 1 minuto, para separação das Proteínas A-Sefarose e o 

sobrenadante foi coletado. 

O sobrenadante agora “limpo” de IgG foi incubado com 8 L de antisoro, gerado 

contra a proteína de interesse, por 2 horas a 4 ºC, sob agitação. Após essa etapa, adicionou-se 

50 L de Proteína A-Sefarose, previamente lavadas e, novamente, incubaram-se as amostras 

por 2 horas, a 4 ºC, sob agitação. Após o tratamento com Proteína A-Sefarose, as amostras 

foram centrifugadas a 2000 rpm, por 1 minuto e descartou-se o sobrenadante, ficando com o 

precipitado contendo a Proteína A-Sefarose ligada aos anticorpos e imunocomplexos. 

O precipitado foi lavado 3 vezes com PBS, ressuspendido com 80 L de tampão SDS-

redutor 2x e fervido por 10 min antes de ser utilizado ou armazenado a -20 ºC. 

 

 

3.27 Detecção de atividade proteolítica sobre substrato elastina 

 

 O ensaio de proteólise sobre o substrato comercial Elastina-Congo Red (Sigma) foi 

realizado de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante (147). Resumidamente, o 

substrato insolúvel Elastina-Congo Red é incubado com a enzima de interesse em tampão 15 

mM Tris HCl, pH 8.0, a 37 C por 12 a 16 horas sob agitação. O substrato Elastina-Congo 

Red quando degradado se torna solúvel e o nível de degradação é determinado através de 

leituras de absorbância a 495 nm. A inibição da atividade proteolítica foi avaliada através da 
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adição de 15 mM de EDTA. Como controle positivo foi utilizado elastase pancreática porcina 

comercial (Sigma).  

 

 

3.28 Zimografia em gel de poliacrilamida com SDS 

 

 A zimografia é uma técnica na qual a matriz em que as proteínas serão separadas é 

composta por poliacrilamida co-polimerizada com determinados substratos, com a finalidade 

de se identificar atividades enzimáticas manifestadas por proteínas específicas. Este ensaio foi 

realizado para caracterizar uma possível atividade elastinolítica de uma das proteínas deste 

estudo. A metodologia empregada é a descrita por Heussen (148) com algumas modificações. 

Para este ensaio, foram utilizados géis na concentração de 12% de poliacdrilamida, contendo 

elastina solúvel bovina (Elastin Products Company, Missouri) na concentração final de 

1mg/mL. A eletroforese ocorreu em temperatura de 4 
o
C, voltagem de 100 V, corrente de 40 

mA e sobre condições não redutoras. Após a corrida, os géis foram lavados por 30 minutos 

em tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,0, contendo 2,5% do detergente Triton S-100 (Sigma), para 

remoção do SDS presente no gel. Em seguida, os géis foram lavados por 10 minutos em 

tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 para a remoção do Triton X-100. Por fim, o géis foram 

incubados em tampão Tris-HCl 200mM, pH 8,0 com ZnCl2 5 mM por 48 horas. Após esta 

etapa, os géis foram submetidos ao mesmo processo de revelação de bandas protéicas 

aplicado para SDS-PAGE, utilizando o corante Comassie Brilliant Blue, contudo, a 

descoloração foi feita até o aparecimento das áreas de atividade proteolítica. 

  

 

3.29 Desafio animal 

 

Os ensaios de imunização e desafio em hamsters foram feitos em colaboração com o 

laboratório de zoonoses bacterianas da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 

Universidade de São Paulo (FMVZ – USP), coordenado pelo professor Dr. Silvio Arruda 

Vasconcellos. As imunizações e sangrias dos animais foram realizadas em colaboração com a 

Dra. Patricia Antonia Estima Abreu de Aniz.   

Grupos de dez hamsters machos jovens foram imunizados intraperitonealmente por 2 

vezes, com 50 g da proteína recombinante juntamente com 500 g de adjuvante hidróxido 

de alumínio (proporção de 10 g de Al(OH)3 para cada 1 g de proteína recombinante, com 
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um intervalo de 14 dias. No 28º dia, os hamsters foram desafiados com cerca de 6x10
3
 

Leptospira interrogans sorovar Copenhageni injetadas intraperitonealmente. Após 21 dias do 

desafio, os animais sobreviventes foram sacrificados e seus rins foram triturados e 

examinados quanto à presença de leptospiras através de cultivo em meio EMJH. O controle 

positivo foi realizado com uma vacina comercial (Pfizer) e o controle negativo foi imunizado 

com PBS 1x ou não foi imunizado. 

 Os animais também tiveram o sangue coletado, pelo plexo retrorbital, antes de cada 

imunização e do desafio. O sangue coletado foi centrifugado, sob refrigeração, para obtenção 

do soro.   
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4   RESULTADOS 

 

4.1 Identificação de genes  

  

 Com o auxílio de ferramentas de bioinformática e a ferramenta de predição de 

sublocalização celular PSORTb v2.0.4, foram selecionados 12 genes (lic10881, lic20087, 

lic11211, lic10544, lic10291, lic13435, lic11399, lic10642, lic10359, lic12558, lic10995 e 

lic10468) que codificam proteínas hipotéticas conservadas, preditas como sendo de superfície 

externa ou secretada por L. interrogans sorovar Copenhageni, além do gene codificante para a 

região carboxi-terminal da proteína LigA e a região carboxi-terminal da proteína LytM de 

Staphylococcus aureus (tabela 3). O motivo pelos quais estas 2 últimas proteínas foram 

selecionadas é descrito adiante.  

 A atual versão da ferramenta de predição de sublocalização celular PSORTb v3.0.2, 

prediz que o gene lic10881 codifica para uma proteína de membrana interna e o gene lic10642 

codifica para uma proteína citoplasmática, contrariando as predições realizadas inicialmente. 

O anexo A apresenta o alinhamento de cada proteína com as predições in silico dos domínios 

(quando presente), peptídeo sinal e sítios ligantes dos iniciadores (primers). 

 

 

4.2 Expressão e purificação de proteínas recombinantes 

 

 Foi possível amplificar todos os genes selecionados por PCR, utilizando iniciadores 

específicos (primers) a partir do DNA genômico de L. interrogans sorovar Copenhageni. Os 

fragmentos amplificados foram clonados no vetor de expressão pAE e sua expressão foi 

avaliada em três linhagens de hospedeiro bacterianos de Escherichia coli. Somente a 

expressão das proteínas recombinantes LIC13435 (rLIC13435), LIC11399 (rLIC11399), e os 

fragmentos carboxi-terminal das proteínas recombinantes LIC11399 (ctLIC11399) e LigA 

(ctLigA) foram obtidas nos sistemas de expressão analisados. O fragmento carboxi-terminal 

de LytM (ctLytM) também foi amplificado por PCR, a partir do DNA genômico de 

Staphylococcus aureus, e expresso. Estas proteínas foram purificadas através de 

cromatografia de afinidade a metais bivalentes.  

A proteína rLIC13435 foi expressa em bactéria a E. coli BL 21(SI), na fração solúvel e 

foi purificada do sobrenadante do lisado de bacteriano. O rendimento obtido foi de 
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aproximadamente 20 mg em 1 litro de meio de cultura e a concentração final foi de 

aproximadamente 1 g / l (figura 7). 

 

Figura 7 - Gel de SDS-PAGE 15% com curva padrão de BSA e concentrações crescentes da proteína 

recombinante rLIC13435. A análise por densitometria estimou a concentração da proteína em 1g 

/ L. A proteína rLIC13435 possui massa molecular de aproximadamente 20,2 KDa. 1 - Indicador 

de massa molecular LMW; 2 - 8 g de BSA; 3 – 4 g de BSA; 4 – 2 g de BSA; 5 – 1 g de BSA; 

6 - Vazio; 7- 5 L da amostra; 8 – 10 L da amostra; 9 - 15 L da amostra.  

 

 

 A proteína ctLigA foi amplificada, clonada e expressa na bactéria E. coli Star pLysS, 

induzível por IPTG. Sua expressão majoritária foi em forma de corpúsculo de inclusão e a 

purificação foi realizada após o processo de renaturação.  

O rendimento final obtido foi de aproximadamente 20 mg de proteína em um litro de 

cultura, em uma concentração de 0,1g/L (figura 8). 
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Figura 8 - Gel de SDS-Page 12% com curva padrão de BSA e concentrações crescentes da proteína 

recombinante ctLigA. A análise por densitometria estimou a concentração da proteína em 0,1 g / 

L. A proteína ctLigA possui massa molecular de aproximadamente 44,2 KDa. 1 - Indicador de 

massa molecular LMW ; 2 - 8 g de BSA; 3 – 4 g de BSA; 4 – 2 g de BSA; 5 – 1 g de BSA; 6 - 

0,5 g de BSA; 7 - 5 L da amostra; 8 – 10 L da amostra; 9 - 15 L da amostra; 10 – 20 L da 

amostra.  

 

As proteínas rLIC11399 e ctLIC11399 foram expressas e purificadas. A bactéria 

utilizada para a expressão de ambas as proteínas foi a E. coli BL 21(SI). Em ambos os casos, a 

proteína foi majoritariamente expressa na fração insolúvel em forma de corpúsculo de 

inclusão. O processo de renaturação e a purificação foram realizados, conforme o protocolo 

descrito em materiais e métodos. O rendimento para 1 litro de meio de cultura foi de 

aproximadamente 20 mg para ambas as proteínas, sendo que a concentração da proteína 

rLIC11399 foi de 0,1 g/L, enquanto que para ctLIC11399 foi de aproximadamente 

0,g/L (figuras 9 e 10). 
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Figura 9 - Gel de SDS-Page 15% com curva padrão de BSA e concentrações decrescentes da proteína 

recombinante rLIC11399. A análise por densitometria estimou a concentração da proteína em 

0,08g/L. A proteína rLIC11399 possui massa molecular de aproximadamente 41 KDa. 1 - 

Indicador de massa molecular LMW ; 2 - 8g de BSA; 3 - 4g de BSA; 4 - 2g de BSA; 5 - 1g de 

BSA; 6 - Vazio; 7- 15 L da amostra; 8 - 10L da amostra; 9 - 5 L da amostra.  

 

         

Figura 10 - Gel de SDS-Page 15% com curva padrão de BSA e concentrações decrescentes da proteína 

recombinante ctLIC11399. A análise por densitometria estimou a concentração da proteína em 

0,13g/L. A proteína ctLIC11399 possui massa molecular de aproximadamente 22,6 KDa. 1 - 

Indicador de massa molecular LMW ; 2 - 8g de BSA; 3 - 4g de BSA; 4 - 2g de BSA; 5 - 1g 

de BSA; 6 –0,5L de BSA ; 7- 20L da amostra; 8 - 15L da amostra; 9 - 10L da amostra; 10 – 

5L da amostra.   

 
  

 A proteína ctLytM foi expressa em bactéria E. coli BL21 (DE3) Star PlysS e foi 

purificada do sobrenadante do lisado de bactérias. O rendimento final da proteína foi de 

aproximadamente 35 mg em 1 litro de meio de cultura em uma concentração de 

aproximadamente de 1,6 g/L (figura 11). 
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Figura 11 - Gel de SDS-Page 15% com curva padrão de BSA e concentrações crescentes da proteína 

recombinante ctLytM. A análise por densitometria estimou a concentração da proteína em 1,6 g / L. A 

proteína ctLytM possui massa molecular de aproximadamente 16,2 KDa. 1 - Indicador de massa molecular 

LMW ; 2 - 5 L da amostra; 3 – 10 L da amostra; 4 – 15 L da amostra; 5 – 0,5 g de BSA; 6 – 1 g de BSA; 

7 – 2 g de BSA; 8 – 4 g de BSA ; 9 – 8 g de BSA.  

 

 

4.3  Análise bioinformática complementar do gene lic13435 

 

 As análises in silico do gene lic13435 revelaram que esta proteína não possui 

domínios definidos e que genes ortólogos da proteína LIC13435 estão presentes nos genomas 

de leptospiras patogênicas, porém ausente no genoma de leptospiras de vida livre (não 

patogênicos) seqüenciados até agora (figura 12). 
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Figura 12 - Alinhamento do gene lic13435 com genes homólogos de diferentes genomas de Leptospira. 

Seqüência do gene lic13435 de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa. Fiocruz L1-130 

(GenBank Accession No. AE016823.1)  alinhado com genes homólogos dos genomas de L. 

interrogans sorovar Lai cepa 56601 (GenBank Accession No. AE010300.1), L. borgpetersenii 

sorovar Hardjo-bovis JB197 (GenBank Accession No. CP000350.1) e L. borgpetersenii sorovar 

Hardjo-bovis L550 (GenBank Acceession No. CP000348.1). O asterisco indica aminoácidos 

idênticos, dois pontos indicam aminoácidos com propriedades químicas semelhantes e, um ponto 

indica aminoácidos com propriedades químicas diferentes. 

 

 

4.4  Análise bioinformática complementar do gene lic11399 

  

 As análises in silico do gene lic11399 indicam que genes ortólogos estão presentes nos 

genomas de leptospira patogênicas seqüenciados até agora e ausente no genoma de leptospira 

não patogênica (figura 13). Além disso, as análises também indicam que o gene possui dois 

domínios distintos: Um domínio semelhante aos fatores V e VIII da cascata de coagulação na 

porção amino-terminal (resíduos 56 aa a 173 aa) e um domínio semelhante ao de 

metalopeptidase da família M23 na porção carboxi-terminal (resíduos 218 aa a 363 aa). A 

família M23 compreende metaloproteases dependentes de zinco, secretadas, com atividade 

elastinolítica e está presente em diversos microorganismos (135, 149, 150). Assim sendo, 

baseado nos trabalhos relacionados às metaloproteases já descritos até então, optamos por 

clonar, expressar e purificar a porção carboxi-terminal da proteína LytM (ctLytM) de 

Staphylococcus aureus para utilizarmos como um controle em nossos experimentos. LytM é 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=24204616&dopt=GenBank&RID=P2XB76H5016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116123488&dopt=GenBank&RID=P2XB76H5016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116119596&dopt=GenBank&RID=P2XB76H5016
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uma metaloprotease bastante caracterizada com o domínio catalítico similar ao da LIC11399 

(135, 151, 152). A figura 14 mostra a identidade entre a seqüência de aminoácidos de 

LIC11399 com a seqüência de LytM de Staphylococcus aureus e os prováveis sítios ligantes a 

zinco em LytM (HXXXD e HXH). Com auxílio do programa de modelagem PyMOL, foi 

possível gerar a provável estrutura terciária tridimensional da proteína rLIC11399. A figura 

15 mostra a modelagem tridimensional obtida para rLIC11399 em comparação com a 

estrutura cristalográfica caracterizada para a proteína LytM (135). A estrutura terciária do 

provável domínio catalítico da metaloprotease de rLIC11399 é similar ao da proteína LytM de 

Staphylococcus aureus. Odintsov et. al. demonstraram que a proteína recombinante LytM tem 

como principal substrato a elastina e sua atividade enzimática é aumentada quando clivada, 

sugerindo que a proteína seja uma pré-enzima com atividade elastinolítica. Por este motivo, 

optamos por clonar, expressar e purificar a região carboxi-terminal de LIC11399 

(ctLIC11399) e de LytM (ctLytM) exatamente da mesma maneira à descrita no artigo, para 

utilizarmos em teste de atividade proteolítica com as proteínas rLIC11399 e ctLIC11399 

sobre o substrato Elastin Congo-Red (Sigma). 
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Figura 13 - Alinhamento do gene lic11399 com genes ortólogos de diferentes genomas de Leptospira. 

Seqüência do gene lic11399 de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 

(GenBank Accession No. AE016823.1)  alinhado com genes homólogos dos genomas de L. 

interrogans sorovar Lai cepa 56601 (GenBank Accession No. AE010300.1), L. borgpetersenii 

sorovar Hardjo-bovis JB197 (GenBank Accession No. CP000350.1) e L. borgpetersenii sorovar 

Hardjo-bovis L550 (GenBank Acceession No. CP000348.1). O asterisco indica aminoácidos 

idênticos, dois pontos indicam aminoácidos com propriedades químicas semelhantes e, um ponto 

indica aminoácidos com propriedades químicas diferentes. 

 
 

 

 

 

 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=24204616&dopt=GenBank&RID=P2XB76H5016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116123488&dopt=GenBank&RID=P2XB76H5016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=116119596&dopt=GenBank&RID=P2XB76H5016
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Figura 14 - Homologia entre a seqüência de aminoácidos de LIC11399 com a seqüência de LytM de 

Staphylococcus aureus. As setas indicam homologia entre os prováveis sítios ligantes a zinco em 

LytM (HXXXD e HXH). 

 

Figura 15 - Imagem tridimensional da estrutura terciária das proteínas rLIC11399 e LytM. A: Provável 

estrutura terciária da proteína rLIC1139. A esfera representa uma molécula de zinco que se liga aos 

respectivos sítios ligantes (em branco). B: Estrutura tridimensional da proteína LytM de 

Staphylococcus aureus. A esfera representa uma molécula de zinco, cofator do domínio 

metaloprotease. 
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4.5  Seqüenciamento da porção amino-terminal da proteína rLIC13435 

 

 Com o propósito de confirmar se a proteína purificada realmente é a rLIC13435, foi 

realizado o seqüenciamento dos primeiros 15 resíduos de aminoácidos da porção amino 

terminal, pelo método de Edman. O resultado do seqüenciamento obtido confirmou que a 

proteína purificada é a rLIC13435. A seqüência obtida foi: M-H-H-H-H-H-H-L-E-G-S-Q-T-

L-D, sendo que os primeiros 11 resíduos são do vetor de expressão pAE e os 4 resíduos 

restantes são da proteína rLIC13435. 

 

4.6  Avaliação da conservação do gene lic13435 em genomas de leptospiras 

patogênicas 

 

Utilizando o mesmo par de primers desenhado para o gene lic13435 de Leptospira 

interrogans sorovar Copenhageni, foi feito um PCR a partir do DNA genômico de 9 

sorovares de leptospira patogênicas sendo 8 da espécie L. interrogans (sorovares Pomona, 

Canicola, Copenhageni, Icterohaemorrhagie, Hardjo, Pyrogenes, Autumnalis, Bratislava), 1 

da espécie L. kirschneri sorovar Grippotyphosa e 1 espécie de Leptospira saprófita (L. biflexa 

sorovar Patoc). Foi possível detectar a amplificação de genes ortólogos somente nos DNA 

genômicos de leptospiras patogênicas, indicando que este gene é conservado entre os 

sorovares patogênicos testados e, como esperado, não foi detectado amplificação no DNA 

genômico de Leptospira biflexa Patoc (figura 16). 

 

Figura 16 - Amplificação do gene lic13435 a partir de DNAs genomicos de Leptospira. O DNA 

genômico de cultivos de Leptospira variados foi extraído e amplificado por PCR 

utilizando primers específicos para LIC13435. 1 – Marcador de massa molecular de 1 Kb; 

2 – L. interrogans sorovar Copenhageni; 3 - L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagie; 4 

- L. interrogans sorovar Pomona; 5 - L. kirschneri sorovar Grippotyphosa; 6 - L. 

interrogans sorovar Hardjo; 7 - L. interrogans sorovar Canicola; 8 – L. interrogans 

sorovar Bratislava; 9 - L. interrogans sorovar Autumnalis; 10 - L. interrogans sorovar 

Pyrogenes; 11 - L. biflexa sorovar Patoc. 
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4.7 Avaliação da presença de transcritos gênicos do gene lic13435  

 

O RNA total de algumas espécies de leptospira foi extraído e transcrito em DNA 

complementar (cDNA) para análise por RT-PCR. 

 As análises por RT-PCR utilizando cDNA de 2 leptospiras patogênicas  (L. 

interrogans sorovar Pomona e Canicola) e de 1 leptospira não patogênica (L. biflexa sorovar 

Patoc), revelaram que além do gene estar presente nos genomas de bactérias patogênicas, o 

mesmo está sendo transcrito. O DNA genômico de L. interrogans sorovar Copenhageni foi 

utilizado como controle positivo (figura 17). 

Transcritos gênicos de 2 leptospiras patogênicas (L. interrogans sorovares Pomona e 

Canicola) em variados estágios de virulência (amostras LPF e LO4 respectivamente), e suas 

respectivas bactérias atenuadas (de muitas passagens, POM A e CAN A respectivamente) 

também foram avaliadas. Os resultados indicam a presença de transcritos gênicos de 

LIC13435 (figura 18). 

 

Figura 17 - Amplificação de transcritos gênicos lic13435 de Leptospira. O RNA de cultivos de Leptospira 

variados foi extraído e retro-transcrito. O cDNA obtido foi utilizado em um PCR utilizando primers 

específicos para LIC13435. O DNA genômico de L. interrogans sorovar Copenhageni foi utilizado 

como controle positivo. 1 – Marcador de massa molecular; 2 – cDNA de L. interrogans sorovar 

Pomona; 3 – cDNA de L. biflexa sorovar Patoc; 4 – cDNA de L. interrogans sorovar Canicola; 5- 

gDNA de L. interrogans sorovar Copenhageni. 
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Figura 18 - Amplificação de transcritos gênicos de Leptospira. O RNA de cultivos de Leptospira variados foi 

extraído e retro-transcrito. O cDNA obtido foi utilizado em um PCR utilizando primers específicos 

para LIC13435 (RT+). Um controle negativo (RT-), sem retro-transcrição, foi realizado para cada 

amplificação para excluir a possibilidade de contaminação com DNA genômico. As siglas LPF e 

POM A correspondem a L. interrogans sorovar Pomona virulento e atenuado respectivamente. As 

siglas LO4 e CAN A correspondem a L. interrogans sorovar Canícola virulento e atenuado 

respectivamente. O número após as siglas LPF e LO4 correspondem ao número de passagem da 

cultura. 

 

 

4.8 Análise da estrutura secundária por dicroísmo circular (CD) 

 

Dicroísmo circular (CD) é uma técnica reconhecida para avaliação da estrutura secundária de 

proteínas em solução. Os diferentes tipos de estruturas secundárias regulares encontradas em 

proteínas em solução dão origem a espectros de CD característicos conforme demonstrado na 

figura 19 (142, 153). Foram tomados 3 espectros de cada proteína recombinante e as médias 

resultantes estão representadas na figura 20. Os dados gerados pelo CD foram interpretados 

com o auxílio do algoritmo CONTIN (http://s-provencher.com/pages/contin-cd.shtml) (143). 

 Os espectros obtidos indicam que todas as proteínas apresentam estrutura secundária 

regular e possuem integridade estrutural. Os resultados gerados por CD foram comparados 

com a predição de estrutura secundária teórica, obtida com o auxílio do programa público 

GOR (GOR IV Secondary Structure Prediction Method http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html) (144), a partir da sequência de aminoácidos de 

cada proteína conforme a figura 21.  

   

  

http://s-provencher.com/pages/contin-cd.shtml
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html
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Figura 19 - Espectro de CD associado a vários tipos de estrutura secundária. Linha sólida, alfa-hélice; 

tracejado longo, folha-beta antiparalela; linha pontilhada,volta - beta tipo 1; tracejado cruzado, 

hélice 31 estendida ou hélice poli II (pro); tracejado curto, estrutura irregular. 
 

                                       
 
Fonte: Adaptado de Kelly et al., 2005 (142). 
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Figura 20 - Espectro de CD obtido para cada proteína recombinante. Os espectros obtidos evidenciam que 

as proteínas recombinantes possuem estrutura secundária regular. Um exemplo dos padrões de 

espectro associados a vários tipos de estruturas secundárias ordenadas é mostrado. 
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Figura 21 – Avaliação da estrutura secundária obtida por CD. Os dados gerados por CD foram comparados 

com a estrutura secundária predita para cada proteína. 

 

 
 

4.9  Avaliação da imunogenicidade das proteínas geradas em camundongos 

 

 O soro coletado após cada imunização foi avaliado quanto à imunogenicidade das 

proteínas testadas. Todos os soros coletados tiveram seus anticorpos titulados por ELISA. Os 

títulos obtidos foram de 512.000 para os soros anti-rLIC13435, anti-rLIC11399 e anti-

ctLIC11399. Para o soro anti-ctLigA o título obtido foi de 256.000 (figura 22). Estes valores 
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demonstram que as proteínas são imunogênicas e que o protocolo é adequado para obtenção 

de soro hiperimune. 

 

Figura 22 - Presença de anticorpos em soros de camundongos imunizados. Os animais foram semanalmente 

imunizados intraperitonealmente com 10 g de proteína recombinante na presença de adjuvante 

hidróxido de alumínio. Os soros obtidos foram recolhidos num pool e seus títulos determinados 

por ELISA contra a proteína homóloga. 

 
 

 

4.10 Análise de especificidade dos anticorpos gerados por Western blot 

 

 Os anticorpos gerados em camundongo contra as proteínas recombinantes rLIC13435, 

rLIC11399 e ctLIC11399 foram avaliados quanto a sua especificidade. Para este propósito, 

um painel contendo variadas proteínas recombinantes de Leptospira interrogans sorovar 

Copenhageni foi testado com cada anticorpo individualmente. 

 A especificidade do anticorpo anti-rLIC13435 foi avaliada em um painel contendo 

aproximadamente 1 g de proteínas recombinantes LipL32 e TlyC. O anticorpo anti-

rLIC13435 reagiu especificamente com a sua respectiva proteína recombinante (figura 23). 

 A especificidade do anticorpo anti-LIC11399 e anti-ctLIC11399 foi avaliada em um 

painel contendo aproximadamente 1 g de proteínas recombinantes LipL32, rLIC11399 e 
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ctLIC11399. O anticorpo anti-LIC11399 não reconheceu a proteína recombinante LipL32, 

porém, reagiu com sua respectiva proteína recombinante e também com seu fragmento 

ctLIC11399, o mesmo aconteceu com o anticorpo anti-ctLIC11399, que não reconheceu a 

proteína recombinante LipL32, porém reconheceu sua respectiva proteína ctLIC11399 e 

também rLIC11399 (figura 24). O reconhecimento cruzado reforça a qualidade das proteínas 

recombinantes purificadas e anticorpos gerados, pois, a seqüência de uma proteína faz parte 

da outra. O anticorpo anti-LipL32 foi incluído como um controle, pois, é descrita como sendo 

uma lipoproteína majoritariamente expressa na superfície externa de leptospiras patogênicas e 

apresentada ao sistema imune humano (89).            

                                                  

Figura 23 – Análise da especificidade do anticorpo gerado contra a proteína rLIC13435. Antisoro gerado 

contra a proteína recombinante rLIC13435 foi utilizado em um western blot contra um painel com 

proteínas variadas de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni. 1 – Marcador de massa 

molecular LMW; 2 – LipL32; TlyC; 4 – rLIC13435. 

  

 

Figura 24 – Análise da especificidade do anticorpo gerado contra a proteína rLIC11399 e ctLIC11399. 

Antisoro gerado contra as proteínas rLIC11399 e ctLIC11399 foi utilizado em um western blot 

contra um painel com proteínas variadas de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni. 1 – 

Marcador de massa molecular LMW; 2 – rLIC11399; 3 – ctLIC11399; 4 – rLIC13435. Os 

anticorpos avaliados e um indicador de massa molecular estão indicados. 
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4.11 Análise da conservação da proteína nativa LIC13435 em Leptospira sp. 

  

 Para a análise da conservação da proteína nativa LIC13435 em extratos de Leptospira 

sp., foram utilizados os anticorpos gerados em camundongos contra a proteína rLIC13435. 

Um painel com extratos de 9 sorovares de leptospira patogênicas sendo 8 da espécie L. 

interrogans (sorovares Pomona, Canicola, Copenhageni, Icterohaemorrhagie, Hardjo, 

Pyrogenes, Autumnalis, Bratislava), 1 da espécie L. kirschneri sorovar Grippotyphosa e 1 

espécie de Leptospira saprófita (L. biflexa sorovar Patoc) foi avaliado quanto à presença da 

proteína nativa por western blot.  

 Os resultados obtidos indicam que a proteína nativa possivelmente sofre modulação 

em sua expressão, pois, sua detecção foi bastante variada. Como os resultados não foram 

conclusivos, não foi possível determinar precisamente se a proteína nativa LIC13435 é 

expressa por leptospiras em cultivo (dados não apresentados).  

 

 

4.12 Análise da conservação da proteína nativa LIC11399 em Leptospira sp. 

 

Para a análise da conservação da proteína nativa LIC11399 em Leptospira sp. foram 

utilizados os anticorpos gerados em camundongos contra as proteínas rLIC11399 e 

ctLIC11399. Um painel com extratos de variadas espécies de leptospiras patogênicas (L. 

interrogans, L. santarosai, L. borgpertesenii, L. kirshneri, L. noguchii) e uma espécie de 

leptospira saprófita (L. biflexa) foi avaliado quanto à presença da proteína nativa por western 

blot. Foram testados os seguintes extratos: L. interrogans sorovares Pomona, Canicola, 

Copenhageni, Icterohaemorrhagie, Hardjo, Pyrogenes, Autumnalis, Bratislava; L. santarosai 

sorovares Shermani e Batavia; L. borgpertesenii sorovares Castelonis e Javanica; L. kirshneri 

Cynopteri e Grippotyphosa; L. noguchii sorovar Panama e L. biflexa sorovar Patoc. Os 

resultados obtidos indicam que a proteína nativa é expressa somente por leptospiras 

patogênicas, não sendo possível detectar uma banda imunorreativa na região correspondente 

do extrato de leptospira biflexa (figuras 25, 26 e 27). Além disso, os soros anti-rLIC11399 e 

anti-ctLIC11399 não só foram capazes de reconhecer a proteína nativa, como também tiveram 

reconhecimento cruzado, onde o soro anti-rLIC11399 foi capaz de detectar a proteína 

ctLIC11399 e vice-versa. 
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Figura 25 - Detecção da expressão de LIC11399 em cultivos de Leptospira.  Antisoro gerado contra a 

proteína rLIC11399 foi utilizado em um western blot contra um painel de extratos diferentes de 

Leptospira. Um indicador de massa molecular (em KDa) é mostrado em ambos os lados; 1 – 

Marcador de massa molecular LMW; 2 – L. interrogans sorovar Copenhageni; 3 - L. interrogans 

sorovar Icterohaemorrhagie; 4 - L. interrogans sorovar Pomona; 5 - L. kirschneri sorovar 

Grippotyphosa; 6 - L. interrogans sorovar Hardjo; 7 - L. interrogans sorovar Canicola; 8 - 

L..interrogans sorovar Bratislava; 9 - L. interrogans sorovar Autumnalis; 10 - L. interrogans 

sorovar Pyrogenes; 11 - L. biflexa sorovar Patoc; 12 – rLIC11399; 13 – ctLIC11399.  

 

 

Figura 26 - Detecção da expressão de LIC11399 em cultivos de Leptospira.  Antisoro gerado contra 

ctLIC11399 foi utilizado em um western blot contra um painel de extratos diferentes de 

Leptospira. Um indexador de massa molecular (em KDa) é mostrado em ambos os lados; 1 – L. 

interrogans sorovar Copenhageni; 2 - L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagie; 3 - L. 

interrogans sorovar Pomona; 4 - L. kirschneri sorovar Grippotyphosa; 5 - L. interrogans sorovar 

Hardjo; 6 - L. interrogans sorovar Canicola; 7 - L..interrogans sorovar Bratislava; 8 - L. 

interrogans sorovar Autumnalis; 9- L. interrogans sorovar Pyrogenes; 10 - L. biflexa sorovar 

Patoc; 11 – ctLIC11399; 12 – rLIC11399. 

 

 

Figura 27 - Detecção da expressão de LIC11399 em cultivos de Leptospira.  Antisoro gerado contra 

rLIC11399 foi utilizado em um western blot contra um painel de extratos diferentes de 

Leptospira. Um indexador de massa molecular (em KDa) é mostrado em ambos os lados; 1 – L. 

interrogans sorovar Copenhageni; 2 - L. interrogans sorovar Pomona; 3 - L. santarosai sorovar 

Shermani; 4 - L santarosai sorovar Batavia; 5 - L. borgpertesenii sorovar Castelonis; 6 – L. 

borgpertesenii sorovar Javanica; 7 - L. kirshneri sorovar Cynopteri; 8 – L. kirshneri sorovar 

Grippotyphosa; 9 – L. noguchii sorovar Panama; 10 – rLIC11399. 
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4.13 Detecção da proteína nativa LIC13435 durante a infecção por leptospira em 

hospedeiros 

  

Soro de hamster infectado por L. interrogans sorovar Copenhageni foi avaliado quanto 

a presença de anticorpos do tipo IgG dirigidos contra a proteína rLIC13435 e, não foi 

evidenciado nenhuma banda imunorreativa (dados não apresentados). 

Soros de pacientes humanos infectados foram avaliados quanto a presença de 

anticorpos do tipo IgG e IgM dirigidos contra a proteína rLIC13435 e, não foi evidenciado 

nenhuma banda imunorreativa. A figura 28 representa o resultado da detecção de anticorpos 

do tipo IgG em pacientes humanos. A proteína LipL32 foi incluída no experimento como 

controle positivo.  

                                         

Figura 28 - Detecção da proteína nativa LIC13435 durante a infecção por leptospira em humanos.  1 

Marcador de massa molecular; 2 – 3g de rLIC13435; 3 - 500g de LipL32; A seta indica a 

reatividade do soro testado com a proteína LipL32 recombinante. 

 

 

4.14 Detecção da proteína nativa LIC11399 durante a infecção por leptospira em 

hospedeiros 

 

 Soros de hamsters e soros de pacientes humanos infectados foram avaliados quanto à 

presença de anticorpos do tipo IgG dirigidos contra as proteína rLIC11399 e ctLIC11399.  O 

soro de hamster foi coletado 10 dias após um desafio com Leptospira interrogans sorovar 

Copenhageni virulento. Os soros de pacientes humanos infectados foram coletados durante a 

segunda semana de infecção por leptospira (fase imune). Em ambos os casos foi possível 
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detectar a presença de anticorpos do tipo IgG dirigidos contra rLIC11399 e / ou ctLIC11399. 

Como controle positivo foi utilizado a proteína LipL32, e como controle negativo, utilizamos 

a proteína recombinante rLIC13435 (figuras 29 e 30). Informações dos soros de pacientes 

testados estão na tabela 5. 

 Com o intuito de saber se a proteína LIC11399 é apresentada ao sistema imune do 

hospedeiro durante a fase aguda da infecção, procuramos por anticorpos do tipo IgM em soros 

da primeira semana de infecção dos mesmos pacientes. Não foi possível evidenciar anticorpos 

do tipo IgM dirigidos contra a proteína rLIC11399 (dados não apresentados). 

                                                 
 Figura 29 – Detecção de anticorpos do tipo IgG dirigido contra as proteínas rLIC11399 e ctLIC11399 em 

          soro de hamster com leptospirose. 1 – Marcador de massa molecular; 2 – 3g de ctLIC11399;      

         3 - 3g  de rLIC11399;  4 – 3g de rLIC13435. 
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Figura 30 - Detecção de anticorpos do tipo IgG dirigido contra a proteína rLIC11399 em soros de 

pacientes humanos com leptospirose. 1 – Marcador de massa  molecular; 2 – 3g de rLIC11399; 

3 - 3g de rLIC13435; 4 – 500ng de LipL32  
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Tabela 5 - Soro infectante e título de MAT de 7 soros de pacientes com leptospirose  

Paciente Número do soro Reatividade sorovar Leptospira 
Título inverso 

do MAT 

1 
1334/07 

16/08 
Negativo 

Icterohaemorrhagiae / Copenhageni 
Negativo 

6.400 

2 
641/07 
670/07 

Icterohaemorrhagiae / Copenhageni 
Icterohaemorrhagiae / Copenhageni 

200 
6.400 

3 
05/08 
30/08 

Negativo 
Icterohaemorrhagiae / Copenhageni 

Negativo 
3.200 

4 
1235/07 
1287/07 

Icterohaemorrhagiae 
Icterohaemorrhagiae 

100 
12.800 

5 
682/07 
727/07 

Inconclusivo 
Cynopteri 

800 
25.600 

6 
124/07 
670/07 

Cynopteri 
Icterohaemorrhagiae 

200 
6.400 

7 
* 

142/04 
* 

Autummnalis 
* 

25.400 

  

 

4.15 Detecção da proteína nativa LIC11399 secretada em meio de cultura 

 

Além dos domínios presentes na proteína LIC11399, as análises in sílico também 

revelaram a presença de um peptídeo sinal, sugerindo que a mesma possa ser secretada. 

Estudos de proteínas homólogas de outros microrganismos relataram a secreção destas 

proteínas para o ambiente externo (149, 150). Baseado nesses fatos, procuramos saber se a 

proteína LIC11399 nativa é secretada pela bactéria. Para isso, o sobrenadante de cultivos de L. 

interrogans sorovar Copenhageni de dias variados foi imunoprecipitado com o soro anti-

rLIC11399 gerado em camundongo. O material imunoprecipitado foi aplicado em um gel de 

poliacrilamida SDS-PAGE 12% para realização posterior de Western blot. Para evitar a 

detecção de imunoglobulinas (cadeia leve e pesada) de camundongo, utilizamos o soro anti-

rLIC11399 gerado em hamster como anticorpo primário e, como anticorpo secundário, 

utilizamos IgG de cabra anti IgG de hamster, conjugado a peroxidase. A revelação da 

membrana indica que a proteína nativa LIC11399 é secretada para meio de cultivo durante o 

crescimento da leptospira (figura 31). 
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Figura 31 - Detecção da proteína nativa LIC11399 secretada por leptospiras. O sobrenadante da cultura de 

leptospiras, de variados estágios de crescimento, foi imunoprecipitado com anticorpo anti-

rLIC11399 gerado em camundongo. O Western-blot foi realizado com anticorpo anti-rLIC11399 

gerado em hamster. 1 – Marcador de massa molecular; 2 – 1º dia; 3 – 3º dia; 4 – 5º dia; 5 – 7° dia; 

6 – 10° dia; 7 – 200ng de rLIC11399. 

 

 

4.16 Avaliação da capacidade das proteínas rLIC13435 e rLIC11399 de interagir com 

componentes de matriz extracelular (MEC) 

 

A interação de patógenos com componentes de matriz extracelular pode desempenhar 

um papel importante na colonização dos tecidos do hospedeiro. A aderência aos tecidos é 

mediada por adesinas, proteínas expostas na superfície bacteriana, expressas pelos 

microorganismos durante a infecção. O bloqueio da interação dessas adesinas com os tecidos 

do hospedeiro pode ser uma estratégia efetiva contra a infecção bacteriana. Assim sendo, as 

proteínas rLIC13435 e rLIC11399 foram avaliadas quanto a sua capacidade de interagir com 

componentes de MEC.  

Para este ensaio, foram utilizados os anticorpos gerados em camundongo contra ambas 

as proteínas purificadas e foram testados os seguintes substratos: fibronectina plasmática, 

fibronectina celular, laminina e colágeno tipo IV. Como controle positivo foi utilizado a 

proteína recombinante TlyC que se liga especificamente à laminina, colágeno tipo IV e à 

fibronectina plasmática (154). Como controle negativo foi utilizado fetuína. As proteínas 

rLIC13435 e rLIC11399 não apresentaram interação aos MEC com significância estatística 

em relação ao controle fetuína (figura 32). Os experimentos foram realizados 3 vezes, todos 

em triplicata. 
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Figura 32 - Adesão de rLIC13435 e rLIC11399 a componentes da MEC. Poços de microplacas foram 

revestidos com um micrograma de cada componente da MEC e incubados com 1 g de cada 

proteína recombinante. A detecção das proteínas aderidas foi feita por ELISA usando os soros 

anti-rLIC11399, anti-rLIC13435 e anti-TlyC. Os dados representam a média de 3 experimentos 

independentes, cada um realizado em triplicata. A adesão das proteínas recombinantes aos 

componentes de matriz extra celular foram comparadas com a ligação ao controle fetuína através 

do teste T- Student (*, P < 0,0001). 

 

 

4.17 Avaliação da atividade elastinolítica das proteínas recombinantes rLIC11399 e 

ctLIC11399 

 

 Baseado nas análises dos domínios presentes no gene lic11399 e na semelhança ao 

domínio metaloprotease de LytM descrito por Odintsov (135), as proteínas recombinantes 

rLIC11399, ctLIC11399 e ctLytM foram avaliadas quanto a capacidade de degradar elastina. 

A proteína LipL 32 foi acrescentada ao ensaio como controle de proteína recombinante 

expressa pelo mesmo sistema heterólogo de expressão e purificação que não deveria 

hidrolizar a elastina. Um miligrama do substrato Elastina-Congo Red (Sigma) foi incubado 

com concentrações crescentes de proteína por aproximadamente 15 horas. Elastase 

pancreática porcina comercial (Sigma) foi utilizada como controle positivo e 15mM de 

quelante EDTA foi utilizado para avaliar a inibição da atividade enzimática. A densidade 

ótica da reação foi normalizada com um controle onde não foi adicionado nenhuma proteína 

ao substrato Elastina-Congo Red. Podemos observar na tabela 06 e 07 que a proteína ctLytM 

diferentemente do esperado, não apresentou atividade proteolítica sobre o substrato Elastina 

Congo Red. Em experimentos independentes, foi possível detectar atividade proteolítica das 

proteínas rLIC11399 e ctLIC11399 sobre o substrato e, a adição de EDTA inibiu essa 
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atividade. A densidade ótica máxima obtida pela degradação do substrato pela elastase 

comercial foi de aproximadamente 0,6.   

 A proteína LipL32 não apresentou atividade. As figuras 33 e 34 mostram o resultado 

de ensaios independentes de proteólise com as proteínas ctLIC11399, LipL32, o controle 

negativo e o controle positivo sobre o substrato Elastin-Congo Red. A figura 35 mostra o 

resultado de um ensaio de proteólise com ctLytM sobre o mesmo substrato. 

 

 
Tabela 6 - Atividade proteolítica sobre o substrato Elastina-Congo Red. Densidade ótica referente à 

quantidade de degradação do substrato. 

Amostra  Concentração  O.D. 495  

Branco 

 

---- 

 

0 

 

   Controle positivo Elastase 

comercial 
~20 unidades 0,6 

      

ctLytM (1,6mg/mL) 

 

ctLytM + EDTA 

20mM 

14mM 

7mM 

20mM + 15mM EDTA 

0 

0 

0 

0 

  15mM  0,383 

ctLIC11399 (0,4mg/mL)  10mM  0,165 

  5.2mM  0,131 

ctLIC11399 + EDTA  15mM + 15mM EDTA   0 

rLIC11399 (0,15mg/mL) 

 

rLIC11399 + EDTA 

3.3mM 

2.2mM 

1.1mM 

3.3mM + 15mM EDTA 

0,125 

0 

0 

0 

  12.4 mM  0  

LipL32  8.2 mM  0  

  4.1 mM  0  
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Tabela 7 - Atividade proteolítica sobre o substrato Elastina-Congo Red. Densidade ótica referente à 

quantidade de degradação do substrato. 

Amostra Concentração O.D. 495 

Branco 
 

0 

   Controle positivo Elastase 

comercial 
~20 unidades 0,6 

   

ctLytM (1,6mg/mL) 

 

ctLytM + EDTA 

20mM 

14mM 

7mM 

20mM + 15mM EDTA 

0 

0 

0 

0 

 11.5 mM 0,293 

ctLIC11399 (0,3mg/mL) 7.6 mM 0,097 

 3.8 mM 0 

ctLIC11399 + EDTA 11.5mM + 15mM EDTA 0 

rLIC11399 (0,4mg/mL) 

 

rLIC11399 + EDTA 

8.9mM 

5.9mM 

3.0mM 

8.9mM + 15mM EDTA 

0,117 

0 

0 

0 

 
12.4 mM 0 

LipL32 8.2 mM 0 

 
4.1 mM 0 

 

 

 
Figura 33 - Imagem representativa de um ensaio de proteólise de ctLIC11399 e LipL32 sobre o subtrato 

Elastina-Congo Red. Um miligrama do substrato Elastina-Congo Red foi incubado com 

concentrações crescentes de proteína por aproximadamente 14 horas. Elastase pancreática porcina 

comercial foi utilizada como controle positivo e não foi adicionado nada no controle negativo.  
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Figura 34 - Imagem representativa de um ensaio de proteólise de ctLIC11399 e LipL32 sobre o subtrato 

Elastina-Congo Red. Um miligrama do substrato Elastina-Congo Red foi incubado com 

concentrações crescentes de proteína por aproximadamente 14 horas. Elastase pancreática porcina 

comercial foi utilizada como controle positivo e não foi adicionado nada no controle negativo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 35 - Imagem representativa de um ensaio de proteólise de ctLytM sobre o subtrato Elastina-Congo 

Red. Um miligrama do substrato Elastina-Congo Red foi incubado com concentrações crescentes de 

proteína por aproximadamente 14 horas. Elastase pancreática porcina comercial foi utilizada como 

controle positivo e não foi adicionado nada no controle negativo.  

 

 
 

 

4.18 Avaliação da atividade elastinolítica de ctLIC11399 por zimografia 

 

 Géis de SDS-PAGE foram co-polimerizados com elastina solúvel em uma 

concentração final de 1 mg/mL. Concentrações decrescentes da proteína ctLIC11399 

 



80 

 

purificada foram aplicadas no gel na presença ou não de quelante (EDTA) ou inibidor de 

protease (PMSF) em condições não desnaturantes. Elastase pancreática porcina comercial 

(Sigma) foi utilizada como controle positivo. Após a eletroforese, os géis foram incubados a 

37 
o
C por 48 horas. A atividade proteolítica foi avaliada após coloração com o corante 

Comassie Brilliant Blue e descoloração até o aparecimento de áreas de atividade proteolítica 

(regiões mais claras no gel, contrastando com o fundo azul (resultado da digestão do substrato 

presente na matriz poliacrilamida-elastina). Este ensaio foi realizado três vezes com amostras 

de diferentes purificações. A figura 36 é representativa de um ensaio de avaliação proteolítica 

por zimografia. 

 A proteína ctLIC11399 não apresentou atividade proteolítica sobre o substrato 

presente no gel. 

 

Figura 36 - Imagem representativa de um ensaio de zimografia de ctLIC11399. 1 – Marcador de peso 

molecular; 2 a 5 - g, 20g, 15g e 10g de ctLIC11399 respectivamente; 6 -  20g de 

ctLIC11399 com 10 mM de EDTA; 7 - 20g de ctLIC11399 com 10M de PMSF; 8 – 2U de 

elastase porcina comercial. 

 

 

4.19 Ensaio de proteção contra desafio homólogo 

 

 Nos ensaios de imunização e desafio em modelo animal utilizados para leptospirose, 

grupos de 10 hamsters foram imunizados subcutaneamente com as proteínas recombinantes e 

desafiados com Leptospira interrogans sorovar Copenhageni virulentos para avaliar a 

capacidade dos antígenos de conferir proteção. Os animais também foram vacinados com a 

vacina comercial (Pfizer), PBS ou não foram imunizados. A imunização com a proteína 

ctLigA foi incluída nos experimentos como controle de antígeno capaz de conferir proteção 
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aos animais imunizados. Os animais vacinados que sobreviveram até 21 dias após o desafio 

foram sacrificados e tiveram seus rins coletados para análise quanto à presença de leptospiras 

in vitro. 

 Em três ensaio independentes, os animais imunizados com a proteína rLIC13435 não 

sobreviveram ao desafio com Leptospira interrogans sorovar Copenhageni virulentos. Como 

esperado, 100% dos animais imunizados com  ctLigA e a vacina comercial sobreviveram ao 

desafio. Não houveram sobreviventes entre os animais imunizados com PBS ou não 

imunizado (figura 37).  

 

Figura 37 - Análise da porcentagem de sobrevivência dos grupos de animais vacinados e desafiados. 

Gráfico representativo de um dos ensaios de desafio. Os animais imunizados com rLIC13435, 

ctLigA, PBS, vacina comercial ou não imunizados foram desafiados com a cepa L. interrogans 

sorovar Copenhageni virulento e observados por 21 dias. 

 

 

 

 Em dois experimentos independentes, a imunização com rLIC11399 foi capaz de 

conferir proteção em 30% dos animais, enquanto que 100% dos animais imunizados com 

ctLigA e a vacina comercial sobreviveram ao desafio. Não houve sobreviventes entre os 

animais imunizados com PBS ou não imunizados (figura 38 e 39). Os animais vacinados que 

sobreviveram até 21 dias após o desafio foram sacrificados e tiveram seus rins coletados para 

análise quanto à presença de leptospiras in vitro. Na tabela 8, pode-se verificar que não foi 

possível detectar leptospiras no cultivo do macerado renal dos animais imunizados com a 

vacina comercial, enquanto que foi constatada a presença de bactérias no cultivo do macerado 

dos rins dos animais imunizados com rLIC11399 e ctLigA. A análise dos níveis de IgG por 
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ELISA, dos soros coletados dos animais imunizados, mostrou que as proteínas rLIC11399 e 

ctLigA geraram respectivamente títulos de anticorpos em torno de 16.000 e 32.000 (dados não 

apresentados). 

 

Figura 38 - Análise da porcentagem de sobrevivência dos grupos de animais vacinados e desafiados. Os 

animais imunizados com rLIC11399, ctLigA, PBS, vacina comercial ou não imunizados foram 

desafiados com a cepa L. interrogas sorovar Copenhageni virulento e observados por 21 dias. 

 

 

Figura 39 - Análise da porcentagem de sobrevivência dos grupos de animais vacinados e desafiados. Os 

animais imunizados com rLIC11399, ctLigA, PBS, vacina comercial ou não imunizados foram 

desafiados com a cepa L. interrogas sorovar Copenhageni virulento e observados por 21 dias. 
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Tabela 08 - Avaliação do desafio animal quanto ao número de animais sobreviventes e a presença de 

leptospiras nos rins dos animais vacinados (portadores).  

Grupos 

vacinados 

Porcentagem de 

sobrevivência 

Vivos/total 

Portadores/Total de 

sobreviventes 

rLIC11399 30% 6/20 2/6 

ctLigA 100% 20/20 20/20 

PBS --- 0/10 --- 

Não imunizado --- 0/20 --- 

Vacina comercial 100% 20/20 0/20 
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5 DISCUSSÃO 

 

 A notificação de ocorrências de leptospirose no Brasil ainda é compulsória e, a média 

referente à notificação entre 1997 e 2010 foi de aproximadamente 3.365 casos por ano, com 

taxa de mortalidade de aproximadamente 10% (155). O principal fator de risco para o óbito é 

o desenvolvimento de quadros hemorrágicos, principalmente a SPHL (45, 46).  Neste sentido, 

urge o desenvolvimento de uma vacina profilática ou melhores tratamentos contra esta 

zoonose. Estão disponíveis atualmente no mercado vacinas para uso veterinário, obtidas a 

partir de preparação de leptospiras atenuadas ou inativadas por formaldeído ou calor, 

entretanto, essas formulações produzem apenas uma resposta imune de curta duração, não 

conferem proteção contra sorovares não contidos na preparação e podem causar reações 

adversas. 

 O seqüenciamento do genoma de 6 Leptospira, aliado ao desenvolvimento de 

ferramentas de bioinformática revolucionou o campo da vacinologia. Os constantes estudos 

no campo da biologia molecular, bioinformática e tecnologia de seqüenciamento propiciam 

melhorias e atualizações das inúmeras ferramentas e algoritmos para análises in silico. As 

análises de proteínas in silico a partir do genoma de um organismo são indicativas da provável 

função biológica, localização ou estrutura conformacional destas proteínas. Entretanto, apesar 

dos avanços nesse campo, a determinação absoluta da função ou localização de proteínas só é 

possível após a verificação in vivo. Assim sendo, visando contribuir de forma efetiva no 

melhor entendimento, diagnóstico e combate à disseminação da leptospirose, propusemos 

investigar e caracterizar 12 antígenos de L. interrogans sorovar Copenhageni (lic10881, 

lic20087, lic11211, lic10544, lic10291, lic13435, lic11399, lic10642, lic10359, lic12558, 

lic10995 e lic10468), cujas funções ainda não estão caracterizadas, para o desenvolvimento de 

uma possível vacina. No entanto, a versão do programa disponível no momento da seleção 

dos candidatos vacinais deste projeto (PSORTb v2.0.4) predizia que os 12 antígenos 

selecionados eram de membrana externa ou secretada pela bactéria L. interrogans sorovar 

Copenhageni. Porém, a atual versão deste mesmo programa (PSORTb v3.0.2) prediz que o 

gene lic10881 é codificante para uma proteína de membrana interna e o gene lic10642 é 

codificante para uma proteína citoplasmática, contrariando as predições realizadas 

inicialmente. 

 Proteínas cuja localização é intra-celular ou periplasmática ou de membrana interna da 

célula não são bons antígenos para o desenvolvimento de uma vacina, uma vez que não são 
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apresentados ao sistema imune do hospedeiro. No entanto, diversas proteínas intracelulares 

participam de diversos processos regulatórios essenciais para a manutenção do patógeno, tais 

como metabolismo celular, geração de energia (ATP) (96), captação de nutrientes (156), 

sistema SOS (96, 157) entre outros. Portanto, apesar da ferramenta PSORTb v2.0.4 predizer 

que a sublocalização das proteínas LIC10881 e LIC10642 não serem de membrana externa ou 

secretada, a caracterização dessas proteínas pode contribuir para um melhor entendimento da 

fisiologia do patógeno. Além disso, a confirmação da verdadeira sublocalização celular de 

todas as proteínas selecionadas só poderá ser realizada após análises in vivo. 

 Além dos 12 antígenos selecionados para este projeto, o gene codificante para a região 

carboxi-terminal da proteína LigA e a região carboxi-terminal da proteína LytM de 

Staphylococcus aureus também foram selecionados para estudo. As proteínas da família Lig 

são expressas apenas no hospedeiro infectado e são restritos a espécies patogênicas (158). A 

expressão da proteína LigA está correlacionada com a virulência bacteriana e sua porção 

carboxi-terminal confere imunoproteção em hamsters desafiados com leptospiras (136), por 

este motivo optamos por clonar expressar e purificar a região carboxi-terminal dessa proteína 

a fim de utilizarmos como controle em nossos experimentos. 

 O gene lic11399 apresenta um domínio semelhante aos fatores V e VIII da cascata de 

coagulação na porção amino-terminal e um domínio semelhante ao de metalopeptidase da 

família M23 na porção carboxi-terminal. A família M23 compreende metaloproteases 

dependente de zinco e, a proteína LytM de Staphylococcus aureus, bastante caracterizada, é 

uma metaloprotease com atividade elastinolítica e domínio catalítico similar ao de LIC11399. 

Por este motivo, optamos por clonar, expressar e purificar a porção carboxi-terminal da 

proteína LIC11399 (ctLIC11399) e da proteína LytM (ctLytM) para utilizarmos como um 

controle em nossos experimentos.  

 Todos os genes selecionados foram clonados, porém, somente os antígenos 

rLIC13435, rLIC11399 a porção carboxi-terminal das proteínas LIC11399 (ctLIC11399), 

LigA (ctLigA) e LytM (ctLytM) foram possíveis de expressar e purificar. As proteínas 

recombinantes foram expressas em fusão com uma seqüência de seis resíduos de histidina em 

bactérias E. coli BL21 (SI) ou E. coli BL21(DE3) Star plysS. As proteínas recombinantes 

rLIC13435, ctLytM foram expressas na forma solúvel enquanto que rLIC11399, ctLIC11399 

e ctLigA foram expressos em maiores quantidades na forma insolúvel, em corpúsculo de 

inclusão. As proteínas insolúveis foram solubilizadas pelo processo diluição para então serem 

purificadas. As proteínas foram purificadas através de cromatografia de afinidade a metais 

bivalentes e todas tiveram um bom rendimento final de 10 mg a 35 mg por litro de cultura. As 
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proteínas purificadas tiveram a sua estrutura secundária avaliada por dicroísmo circular e os 

espectros obtidos indicam que todas as proteínas recombinantes apresentam uma estrutura 

regular. Camundongos foram imunizados intraperitonealmente para obtenção de soros 

hiperimunes e, os títulos dos anticorpos obtidos indicam que as proteínas são imunogênicas.  

 As proteínas recombinantes rLIC13435 e rLIC11399 foram avaliadas quanto à 

capacidade de interagir com componentes de matriz extracelular (MEC). Ambas as proteínas 

não apresentaram interação com os componentes testados. 

 As análises in silico das proteínas LIC13435, LIC11399 revelaram que essas proteínas 

estão presentes nos genomas de leptospiras patogênicas seqüenciados até agora e ausente nos 

genomas de leptospiras de vida livre. A conservação do gene lic13435 foi avaliada por PCR 

que confirmou a presença de genes ortólogos nos genomas de leptospiras patogênicas testados 

e ausente no genoma de leptospira saprofítica. As análises por RT-PCR também revelaram 

que além dos genes ortólogos estarem presentes nos genomas de bactérias patogênicas, o 

mesmo está sendo transcrito. Entretanto, a detecção por western-blot dessa proteína foi 

bastante variada. A inconstância na detecção da proteína nativa em extratos de leptospiras 

pode ser atribuída aos mecanismos que modulam o perfil de expressão protéica das bactérias 

de acordo com as condições ambientais em que estão submetidas (159). Ao longo do ciclo de 

transmissão da bactéria, que compreende desde órgãos de animais selvagens ou humanos, até 

vida livre no solo ou na água, as leptospiras são sujeitas a condições ambientais amplamente 

distintas e variáveis (2). Para se adaptarem a condições nutricionais, sinalizadoras, 

quimiotáticas e de virulência tão divergentes, as leptospiras necessitam de uma regulação de 

expressão do conjunto de genes expressos em cada uma dessas condições. Embora se saiba 

que as leptospiras se adaptem e sobrevivam em muitos ambientes diferentes, pouco é sabido a 

respeito da natureza molecular dessas adaptações. Assim sendo, é possível que a expressão da 

proteína nativa LIC13435 pela bactéria seja modulada pelas condições de cultivo e por esta 

razão a sua detecção por western blot seja variada. Assim sendo, não foi possível determinar a 

expressão da proteína nativa LIC13435 por Leptospira patogênicas. O seqüenciamento da 

proteína recombinante pelo método de Edman confirmou a purificação da proteína correta. A 

pesquisa de anticorpos anti rLIC13435 em soros de pacientes humanos e hamsters infectados 

não evidenciou anticorpos dirigidos contra a proteína recombinante. Os ensaios de 

imunização e desafio homólogo contra leptospira virulenta revelaram que esta proteína é 

ineficaz como candidato vacinal, por estes motivos os estudos com essa proteína foram 

finalizados. 
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 Com relação à proteína LIC11399, a conservação do gene e expressão da proteína 

foram avaliadas através da técnica de western blot, que detectou a expressão da proteína 

nativa somente em extratos de espécies de leptospiras patogênicas. Além da expressão da 

proteína nativa em variados extratos de leptospiras, verificamos também reatividade cruzada 

entre os soros gerados contra as proteína rLIC11399 e ctLIC11399, reforçando a qualidade 

das proteínas e soros gerados. A pesquisa de anticorpos anti rLIC11399 em soros de hamsters 

e pacientes infectados por leptospirose detectou a presença de anticorpos do tipo IgG (fase 

imune) dirigidos contra a proteína recombinante, indicando que a proteína nativa é 

apresentada ao sistema imune do hospedeiro durante a infecção. No entanto, não foi possível 

evidenciar anticorpos do tipo IgM (fase aguda), em soros de pacientes de primeira semana de 

infecção. Também foi possível detectar a presença da proteína nativa no sobrenadante de 

culturas de leptospiras, indicando que a mesma é secretada pela bactéria. 

 Para avaliar a hipótese de as proteínas rLIC11399 e ctLIC11399 possuírem atividade 

elastinolítica, clonamos expressamos e purificamos a região carboxi-terminal de LytM 

(ctLytM) de Staphylococcus aureus para utilizarmos como controle em nossos experimentos. 

A proteína LytM é uma metaloprotease com atividade elastinolítica bastante caracterizada, no 

entanto, a proteína purificada em nosso laboratório não apresentou a atividade esperada nas 

condições testadas.  Os resultados indicam que as proteínas rLIC11399 e ctLIC11399 

possuem atividade proteolítica sobre o substrato comercial Elastina-Congo Red. Entretanto, 

apesar da atividade ter sido inibida na presença de quelante, foi preciso aplicar uma 

quantidade grande de proteína para verificarmos a presença da atividade elastinolítica. A 

necessidade de utilizarmos uma quantidade grande de proteínas pode ser atribuída a pouca 

quantidade de proteínas ativas. Apesar do espectro obtido por dicroísmo circular indicar que a 

proteína está estruturada, há a possibilidade de apenas poucas proteínas estarem com o sítio 

catalítico corretamente estruturado após o processo de refolding ao qual a proteína é 

submetida antes da purificação. Além disso, como as proteínas foram geradas em sistema 

heterólogo, é possível que contaminantes de Escherichia coli tenham sido co-purificadas e 

estes estarem reagindo com a elastina. Por estes motivos, buscamos avaliar a atividade 

proteolítica por zimografia para eliminar a possibilidade de contaminantes estarem reagindo 

com o substrato elastina. No entanto, não foi verificado nenhuma atividade proteolítica por 

parte da proteína recombinante ctLIC11399 ou contaminantes. A zimografia é uma técnica 

que evidencia proteínas com atividades enzimáticas específicas, porém, exige bastante 

manipulação do material a ser avaliado. Assim sendo, é possível que a atividade proteolítica 

das poucas proteínas ativas presentes na amostra tenha se perdido. 
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 Em dois ensaios indepentendes, a imunização de hamsters com a proteína rLIC11399 

na presença de hidróxido de alumínio como adjuvante conferiu proteção em 30% dos animais 

desafiados com leptospira virulenta. Apesar de dois terços dos animais sobreviventes não 

terem apresentado leptospiras no cultivo do macerado dos rins dos mesmos, é necessário fazer 

mais análises, por exemplo, um PCR para detectar a presença de DNA leptospiral para ter 

certeza de que estes animais não portavam leptospiras. A porção carboxi-terminal de LigA foi 

incorporado ao experimento como um controle positivo de proteína recombinante que 

apresenta atividade protetora (136, 160). Como esperado, a imunização com a porção 

carboxi-terminal de LigA conferiu 100% de proteção porém, conforme os resultados descritos 

na literatura, a proteção não foi esterilizante pois os animais continuavam sendo portadores de 

leptospiras nos rins.  

Embora o potencial hemorrágico da leptospirose ter sido descrita em 1886 por Weil e, 

diversos estudos tenham se focado para esta forma da doença (45, 48-54), o mecanismo de 

sua fisiopatologia ainda não foi completamente elucidado. Como mencionado na introdução, 

estudos propõem a ação de toxinas e processos auto-imunes como responsáveis pela 

progressão da doença para a SPHL, a forma mais letal da leptospirose. A baixa quantidade de 

bactérias recuperadas do tecido pulmonar sugere uma possível toxina bacteriana circulante, 

produzida de algum lugar distante (109) e, a toxina responsável ainda não foi identificada.  

Neste trabalho, levantamos a hipótese de que a proteína nativa LIC11399 possa estar 

relacionada com a degradação de elastina e eventos hemorrágicos, pois, possui um domínio 

semelhante ao de metalopeptidase da família M23 caracterizada por degradar elastina. 

Também foi demonstrado que a proteína nativa LIC11399 é expressa por diversas espécies de 

leptospiras patogênicas, secretada para o meio de cultura e apresentada ao sistema imune do 

hospedeiro durante a infecção. Entretanto, nas condições experimentais testadas, as proteínas 

rLIC11399 e ctLIC11399 não apresentaram uma atividade elastinolítica robusta.  

 Baseando-se nos dados gerados por este trabalho, é possível afirmar que os resultados 

apresentados são de grande contribuição para a compreensão da biologia e patogenicidade das 

leptospiras. A idenditificação da proteína LIC11399 abre caminho para a investigação de uma 

possível protease envolvida nos processos hemorrágicos tão letais para essa importante 

zoonose. A compreensão dos processos hemorrágicos e / ou a identificação da possível toxina 

permitirá o desenvolvimento de melhores bases terapêuticas para o tratamento da doença e / 

ou prevenção da SPHL e, conseqüentemente, redução das altas taxas de mortes por 

leptospirose.  
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6 CONCLUSÕES 

 

1 – Foram selecionados 12 genes que codificam proteínas hipotéricas conservadas, preditas 

como sendo de superfície externa ou secretada por Leptospira interrogans sorovar 

Copenhageni. 

2 – Somente as proteínas rLIC13545, rLIC11399, ctLIC11399, ctLigA e ctLytM foram  

possíveis de expressar e purificar. 

4 – Todas as proteínas purificadas apresentaram integridade estrutural. 

5 – As proteínas purificadas são bastante imunogênicas. Os títulos dos anticorpos foram 

superiores a 256.000. 

6 – Genes ortólogos de lic13435 estão presentes nos genomas das espécies patogênicas de 

Leptospira testados. 

7 – Transcritos gênicos de LIC13435 foram detectados por RT-PCR, porém, a detecção da 

proteína nativa foi inconstante. 

8 – Soros de hamster e pacientes com leptospirose não foram capazes de detectar a proteína 

rLIC13435. 

9 – A proteína rLIC13435 é ineficaz como candidato vacinal. 

10 – Genes ortólogos de lic11399 estão presentes nos genomas de Leptospira patogênicas e, a 

proteína nativa é expressa por diversas espécies patogênicas. 

11 - Os soros de hamster e pacientes humanos infectados evidenciaram anticorpos do tipo IgG 

dirigido contra a proteína rLIC11399 porém, não foi possível evidenciar anticorpos do tipo 

IgM. 

12  - As proteínas rLIC13435 e rLIC11399 não interagem com os componentes de matriz 

extracelular testados. 

13  - A proteína nativa LIC11399 é secretada pela bactéria durante seu crescimento in vitro. 
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14  - A imunização com rLIC11399 conferiu proteção em 30 % dos animais em dois ensaios 

de imunização e desafio homólogo com L. interrogans sorovar Copenhageni. 

15 – As proteínas rLIC11399 e ctLIC11399 apresentaram uma baixa atividade elastotinolíca 

nas condições testadas.  
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ANEXOS 

 

Anexo A - Alinhamento dos genes selecionados com genes homólogos de diferentes 

genomas de Leptospira. O asterisco indica aminoácidos idênticos, dois pontos 

indicam aminoácidos com propriedades químicas semelhantes e, um ponto 

indica aminoácidos com propriedades químicas diferentes. Os aminoácidos 

sublinhados em preto representam a sequência sinal predita; Os aminácidos 

sublinhados em vermelho representam os sítios de anelamento aos iniciadores 

(primers) e os aminoácidos sublinhados em azul representam domínios 

deduzidos in silico. 
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Os aminoácidos sublinhados em azul indicam um domínio semelhante ao domínio da lipoproteína carreadora 

LoaL  
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Os aminoácidos sublinhados em azul indicam um domínio semelhante ao receptor TomB dependente. 
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Os aminoácidos sublinhados em pontilhados azuis indicam o domínio semelhante aos fatores V e VII da cascata 

de coagulação. Os aminoácidos sublinhados com linha contínua azul indicam o domínio semelhante à 

metaloprotease da família M23. 
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Os aminoácidos sublinhados em azul indicam domínios semelhantes à região repetitiva da família Lig. 
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Os aminoácidos sublinhados em azul indicam o domínio semelhante à metaloprotease da família M23. 
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Anexo B  

 

Manuscrito: Failure of LIC13435 Protein of Leptospira interrogans Serovar Copenhageni to 

Confer Protection in Immunized Hamsters 

 


