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RESUMO 

 

CARDENAS-ARIAS, A. R. Identificação de proteínas de membrana de Leptospira 
que interagem com moléculas da matriz extracelular e reguladores do sistema 
complemento do hospedeiro. 2018. 111 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) – 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 

 

A leptospirose é causada por espécies patogênicas da espiroqueta Leptospira. 

É uma das zoonoses mais disseminadas em todo o mundo, representando um grande 

problema de saúde pública em países tropicais subdesenvolvidos. No processo de 

infecção, leptospiras patogênicas, quando presentes em grande número, são capazes 

de sobreviver, se multiplicar e desencadear uma resposta imune específica. Isto se 

deve à capacidade que apresentam de aderir a células eucariotas e a proteínas da 

matriz extracelular e à habilidade de escapar aos mecanismos de defesa inata do 

hospedeiro. 

O principal objetivo deste trabalho foi identificar proteínas de membrana externa 

de Leptospira capazes de interagir com moléculas do hospedeiro. Proteínas de 

membrana externa (OMPs) da bactéria foram obtidas e incubadas com proteínas da 

matriz extracelular, da cascata de coagulação e com o regulador negativo do sistema 

complemento Fator H, pré-imobilizados em esferas magnéticas. Os ligantes foram 

identificados por espectrometria de massas. Uma série de proteínas foi identificada, 

algumas já descritas como supostas adesinas e outras com função ainda 

desconhecida. Do total de proteínas obtidas, cinco (LIC20001, LIC11003 ou LruA 

/LipL71, LIC12966 ou LipL41, LIC12901 e LIC13322) foram selecionadas e produzidas 

em sistema heterólogo em Escherichia coli. A seleção dessas proteínas baseou-se na 

presença de domínios relacionados à adesão e na ocorrência apenas em espécies 

patogênicas de Leptospira.  

A interação com componentes específicos do hospedeiro foi validada por 

ensaios de Far - Western blot. À exceção da LipL41, todas as demais proteínas 

tiveram suas interações confirmadas por esta técnica. Duas das cinco proteínas 

(LIC20001 e LIC13322) foram melhor caracterizadas, e os dados mostraram que o 

domínio discoidina da LIC20001 é o responsável pela interação com fibrinogênio, 

fibronectina, laminina e vários tipos de colágeno. A localização na superfície da 
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bactéria foi experimentalmente confirmada por microscopia eletrônica e a proteína foi 

capaz de inibir, ainda que marginalmente, a interação da bactéria a alguns dos 

componentes testados. A outra proteína, LIC13322, é uma metaloprotease que vem 

sendo estudada pelo grupo, capaz de se ligar e clivar moléculas da cascata do 

complemento. Neste trabalho, demonstrou-se que LIC13322 liga-se à vitronectina, 

nos domínios de interação com heparina e, aparentemente, forças iônicas estão 

envolvidas nesta interação. 

A caracterização funcional destas proteínas, assim como a identificação das 

moléculas-alvo do hospedeiro com as quais essas proteínas são capazes de 

interagir, podem contribuir para a compreensão dos mecanismos de invasão, 

disseminação e evasão imune utilizados por leptospiras patogênicas. 

 

Palavras‐chave Leptospira. Proteínas da membrana externa. Interação. Fibronectina. 

Fibrinogênio. Laminina. Vitronectina. Fator H. 



13 

 

 

ABSTRACT 

CARDENAS-ARIAS, A. R. Identification of Leptospiral membrane proteins 
interacting with extracellular matrix molecules and host complement system 
regulators. 2018. 111 p. Tese (Doutorado em Microbiologia) – Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 

 

Leptospirosis is caused by pathogenic species of the spirochete Leptospira. It 

is one of the most widespread zoonoses worldwide and represents a major public 

health problem in tropical and developing countries. During the infection process, 

pathogenic leptospires are able to survive, multiply and trigger a specific immune 

response if they are present in a large number. This is attributed to their ability to 

adhere to eukaryotic cells and extracellular matrix proteins and the ability to escape 

the mechanisms of innate host defense.  

The main objective of this work was to identify outer membrane proteins of 

Leptospira capable of interacting with host molecules. Outer membrane proteins 

(OMPs) from the bacterium were obtained, and incubated with proteins from the 

extracellular matrix, the coagulation cascade and the negative complement regulator 

Factor H, pre-immobilized on magnetic beads. Ligands were identified by mass 

spectrometry. A variety of proteins have been identified, some already described as 

putative adhesins and others with still unknown function. Of the total proteins obtained, 

five (LIC20001, LIC11003 or LruA / LipL71, LIC12966 or LipL41, LIC12901 and 

LIC13322) were selected and produced in a heterologous system in Escherichia coli. 

The selection of these proteins was based on the presence of domains related to 

adhesion and on the occurrence only in pathogenic species of Leptospira. 

Interaction with specific host components was validated by Far - Western blot 

assays. Excluding LipL41, all other proteins had their interactions confirmed by this 

technique. Two of the five proteins (LIC20001 and LIC13322) were better 

characterized, and the data showed that the discoidin domain of LIC20001 is 

responsible for the interaction with fibrinogen, fibronectin, laminin and various types of 

collagen. Surface localization of LIC20001 was experimentally confirmed by electron 

microscopy and the protein was able to inhibit, albeit marginally, the interaction of the 

bacteria with some of the components tested. The other protein, LIC13322, is a 

metalloprotease that has been studied by the group, capable of binding and cleaving 
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molecules of the complement cascade. In this work, LIC13322 has been shown to bind 

to the heparin domains of vitronectin, and apparently ionic forces are involved in this 

interaction. 

The functional characterization of these proteins, as well as the identification of 

target host molecules with which these proteins are capable of interacting, may 

contribute to understanding the mechanisms of invasion, dissemination and immune 

evasion used by pathogenic leptospires. 

 

Key words: Leptospira. Outer membrane proteins. Interaction. Fibronectin. 

Fibrinogen. Laminin. Vitronectin. Factor H. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 A BACTÉRIA LEPTOSPIRA 

 

As leptospiras são espiroquetas de aproximadamente 0,1 µm de diâmetro por 

6 a 20 µm de comprimento. O gênero Leptospira pertence à família Leptospiraceae, 

ordem Spirochaetales (FAINE et al., 1999). Até o momento foram descritas 21 

espécies de Leptospira (Figura 1). O gênero inclui espécies saprófitas (de vida livre), 

intermediárias e patogênicas. As saprófitas podem ocasionalmente infectar animais, 

mas não causam a doença, uma vez que são rapidamente eliminadas da corrente 

sanguínea pelo sistema imune inato. As espécies intermediárias podem causar uma 

doença leve em animais, incluindo humanos. As espécies patogênicas são as 

responsáveis por infectar e causar doença (ADLER; DE LA PEÑA MOCTEZUMA, 

2010; LEVETT, 2001).  

Figura 1 – Espécies de Leptospira agrupadas em três clados 

  

Espécies de Leptospira agrupadas em três clados: Patogênicas, intermediarias e não patogênicas Fonte: Levett 

(2001) 
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 Estas espiroquetas podem sobreviver em diferentes ambientes, podendo 

permanecer em ambientes aquáticos ou invadir e causar infecção leve, aguda e 

crônica em diferentes animais. Para sobreviver nos diferentes ambientes, as 

leptospiras possuem um sistema de motilidade conferido por dois endoflagelos ou 

flagelos periplasmáticos, ancorados em cada extremidade da espiroqueta e 

localizados entre o cilindro protoplasmático e a bainha da membrana (Figura 2) 

(CHARON et al., 2012; LI et al., 2000; NAKAMURA et al., 2014). Estes endoflagelos 

são responsáveis pela movimentação tipo saca-rolha. A Leptospira é caracterizada 

pela motilidade translacional rápida, podendo se movimentar por uma distância média 

de 20 μm em 2–3 segundos em meio líquido (FAINE et al., 1999). Porém a velocidade 

de locomoção da bactéria aumenta em condições de viscosidade, o que permite a 

penetração na matriz extracelular, rica em ácido hialurônico, encontrada nos tecidos 

(BERG; TURNER, 1979; revisado em CHARON; GOLDSTEIN, 2002). 

 

Figura 2 – Diagrama longitudinal de uma espiroqueta típica. 

 

As espiroquetas possuem uma estrutura única e distinta, com flagelos periplasmáticos que se sobrepõem no centro 
da célula e estão ancorados em cada extremidade da bactéria. Fonte: Charon et al. (2012). 

 

As leptospiras possuem uma estrutura típica de dupla membrana: após a 

membrana citoplasmática ou interna encontra-se uma camada de peptidoglicanos e 

logo acima está a membrana externa (Figura 3). Esta é composta principalmente de 

fosfolipídeos, proteínas de membrana externa (OMPs) e de lipopolissacarídeos (LPS). 

As membranas externas das espiroquetas contêm, pelo menos, três tipos de 

proteínas: lipoproteínas (que estão ancoradas a ambos os lados da membrana, 

através de seus lipídeos), proteínas transmembrana e OMPs periféricas (que estão 
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associadas à membrana externa). Proteínas transmembrana situadas nas 

membranas citoplasmáticas bacterianas formam α-hélices, enquanto aquelas que 

atravessam a membrana externa formam os chamados β-barris. As proteínas com 

peptídeo sinal aminoterminal, incluindo as lipoproteínas, são exportadas pelo sistema 

Sec. O processamento das proteínas no periplasma é realizado por três lipoproteínas 

que removem o peptídeo sinal e modificam o novo N-terminal: a 

diacilgliceriltransferase (Lgt), que liga um grupo diacil contendo dois ácidos graxos ao 

resíduo sulfidrilo da cisteína através de uma ligação tioéster; a lipoproteína sinal 

peptidase (Lsp) responsável pela remoção do péptideo sinal, de modo que a cisteína 

se torne o aminoácido N-terminal da lipoproteína madura e a lipoproteína N-acil 

transferase (Lnt), que adiciona um terceiro e último ácido graxo ao resíduo amino 

disponível da cisteína (HAAKE; MATSUNAGA, 2002; KOVACS-SIMON; TITBALL; 

MICHELL, 2011; NASCIMENTO et al., 2004). 

A lipoproteína pode ficar na membrana interna ou ser exportada via um 

homólogo de Lol até a parte interna ou externa da membrana externa, pode chegar à 

superfície e ficar ancorada na membrana como proteína periférica ou ser secretada 

para o exterior da célula (CULLEN; HAAKE; ADLER, 2004). Entre as principais 

lipoproteínas que constituem a membrana de Leptospira estão a LipL32, Loa22 (a 

segunda lipoproteína mais abundante da membrana de Leptospira), LipL41, as 

proteínas da família Lig (Leptospiral immunoglobulin-like proteins): LigA e LigB, 

OmpA, FecA, CirA e OmpL1 (Figura 4). Por serem proteínas de superfície, estão em 

contato direto com células e componentes da matriz extracelular do hospedeiro, e são 

as responsáveis pelo primeiro contato com o hospedeiro, sendo algumas importantes 

fatores de virulência (ADLER; DE LA PEÑA MOCTEZUMA, 2010; BULACH; ADLER, 

2018; CULLEN; HAAKE; ADLER, 2004; HAAKE, 2006). 
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Figura 3 – Tomografia crio-eletrônica da membra de Leptospira. 

 

Tomografia crio-eletrônica de L. interrogans (esquerda) e L. biflexa (direita). Pode-se observar a membrana interna 
(IM), a camada de peptidoglicano (PG), a membrana externa (OM) e lipopolissacarídeo (LPS). Nota-se que a 
espessura da camada de LPS de L. interrogans é maior (9,2 nm) que da L. biflexa (6,0 nm). Fonte: Raddi et al. 

(2012). 

 

Figura 4 – Representação esquemática da arquitetura da membrana de Leptospira. 

 

Representação da membrana de Leptospira, onde se encontra a membrana inerna (IM), associada à parede de 
peptideoglicanos (PG) e logo se encontra o espaço periplasmático e a membrana externa (OM). Na OM destacam 
se as lipoproteínas como a LipL32, Loa22, LenA. Fonte: Fraga, Barbosa e Isaac (2011). 
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 LEPTOSPIROSE 

 

A leptospirose é uma das zoonoses mais disseminadas em todo mundo, 

representando um grande problema de saúde pública. As manifestações clínicas da 

doença humana são diversas, variando de sintomas leves, como um quadro gripal, a 

formas mais graves como a síndrome de Weil. A doença grave é caracterizada por 

icterícia, insuficiência renal e hepática aguda, insuficiência pulmonar e hemorragia, 

podendo levar a óbito (FAINE et al., 1999). 

A leptospirose acomete mais de 150 espécies de mamíferos, que incluem 

animais de estimação, rebanhos e animais selvagens. Os ratos, portadores 

assintomáticos, são o principal reservatório urbano da doença, uma vez que 

leptospiras podem permanecer em seus túbulos renais durante anos. A infecção 

geralmente ocorre por contato direto com água ou solo contaminados com urina ou 

outros dejetos (excreções) destes roedores, como também pelo contato com sangue 

ou tecidos de animais infectados pela bactéria. Leptospiras podem sobreviver por 

meses na água, especialmente a temperaturas entre 25oC a 30oC, sendo esta uma 

importante fonte de transmissão da doença (ROCA, 2006). 

No Brasil a leptospirose é uma doença com maior incidência nos períodos 

chuvosos e se torna epidêmica nas capitais e regiões metropolitanas, principalmente 

por causa das condições precárias de salubridade que fazem com que os roedores 

proliferem (SECRETARIA DE VIGILâNCIA EM SAÚDE, 2005). No período de 2010 a 

2017, 30.553 casos foram confirmados no Brasil, dos quais 2.557 vieram a óbito. A 

letalidade para os casos notificados no Brasil é de aproximadamente 9% 

(MINISTERIO DA SAÚDE, 2018)  

 

 FATORES DE VIRULÊNCIA 

 

Até então, poucos fatores de virulência foram confirmados com ensaios de 

mutagênese. Entre eles estão genes envolvidos na síntese de LPS, que são os 

principais componentes da membrana externa de Leptospira. O LPS é a principal 

estrutura utilizada para classificação sorológica. Contribui para a integridade estrutural 

das bactérias, uma vez que a quelação de cátions divalentes, que fazem as pontes 
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entre as moléculas de LPS, promove uma desestabilização da membrana externa 

(HAAKE; MATSUNAGA, 2010). Embora o LPS de Leptospira seja semelhante 

estrutural e imunologicamente ao de outras bactérias Gram negativas, eles possuem 

um lipídeo A particular, com uma unidade dissacarídica fosforilada e metilada, até 

então não descrita em outras bactérias (ADLER; DE LA PEÑA MOCTEZUMA, 2010). 

Este lipídeo auxilia na ancoragem do LPS à membrana externa e na maioria das 

Gram-negativas é essencial para a sobrevivência das bactérias. Nas leptospiras, 

diferentemente de outras bactérias, há dois homólogos do gene lpxD (envolvido na 

biossíntese do lipídeo A), que auxiliam na estabilidade da membrana externa da 

bactéria quando esta muda de ecossistema (ambientes aquáticos para um 

hospedeiro) (ESHGHI et al., 2015). Ensaios de tomografia crio-eletrônica (Figura 3) 

revelaram que as moléculas de LPS parecem ser mais abundantes e longas em cepas 

patogênicas, como L. interrogans, quando comparadas com as de espécies saprófitas, 

como L. biflexa (RADDI et al., 2012). Dados de mutagênese mostraram que tais 

moléculas são um fator de virulência de Leptospira, pois mutantes que não produzem 

moléculas de LPS não são capazes de promover uma infecção bem sucedida 

(MURRAY et al., 2010). Também se demonstrou que o teor de LPS, em particular os 

níveis de antígeno O, estão associados à colonização dos túbulos renais (NALLY et 

al., 2005). Outra particularidade do LPS é que contrariamente a outras bactérias, onde 

o LPS é reconhecido pelo Toll-like receptor 2 de células humanas, o LPS de Leptospira 

é reconhecido pelo Toll-like receptor 4 (WERTS et al., 2001). 

Estudos de mutagênese indicam ainda a existência de outros fatores de 

virulência de Leptospira, como por exemplo, as proteínas Loa22 (da família das 

proteínas OmpA), heme oxigenase (que auxilia na aquisição do grupo heme), FliY 

(flagellar motor switch protein), e FlaA2 (flagelar filament outer layer protein), as três 

últimas relacionadas à motilidade (revisado em FRAGA et al., 2015), proteínas 

envolvidas na resposta ao estresse oxidativo como a KatE, a chaperona ClpB, e HtpG, 

uma proteína homóloga a Mce que em Micobacterium auxilia a entrada deste 

patógeno na célula (ZHANG et al., 2012) e ColA, uma colagenase capaz de hidrolisar 

diversos colágenos in vitro (KASSEGNE et al., 2014). 
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Outros supostos fatores de virulência em Leptospira vem sendo estudados, 

como as proteínas LigA e LigB. Elas pertencem à superfamília de proteínas 

bacterianas com domínios de repetição imunoglobulina-like encontrados na intimina 

de Escherichia coli enteropatogênica e na invasina da Yersinia pseudotuberculosis. 

As proteínas Lig são capazes de induzir uma resposta de anticorpos em pacientes e 

animais infectados e interagem com diversos componentes da matriz extracelular 

dentre os quais fibronectina, laminina, colágeno, fibrinogênio, elastina e tropoelastina. 

Elas também contribuem para evasão imune de leptospiras patogênicas mediante a 

interação com os reguladores do complemento humano Fator H e a proteína ligadora 

de C4b (C4BP) (CASTIBLANCO-VALENCIA et al., 2012). 

Outro exemplo de moléculas presentes na membrana, possivelmente 

relacionadas à virulência bacteriana em uma série de sorovares de Leptospira são as 

hemolisinas, assim denominadas por lisar eritrócitos (RAMARAO; SANCHIS, 2013). 

Pelo menos sete genes sphA-like foram detectados em leptospiras patogênicas 

(ADLER; DE LA PEÑA MOCTEZUMA, 2010). Entre as hemolisinas incluem-se as 

esfingomielinases, que catalisam a hidrólise de esfingomielina em ceramida e 

fosforilcolina. Com base em estudos de outras toxinas bacterianas, foi proposto que 

as esfingomielinases de leptospiras, independentemente de sua atividade catalítica, 

podem desempenhar funções moleculares adicionais em benefício da espiroqueta. 

Além de causar hemorragias, elas podem ter um papel na patogênese, como a 

capacidade de adesão à matriz extracelular, a aquisição de nutrientes, difusão e 

evasão imune (CARVALHO et al., 2009; NARAYANAVARI et al., 2012). 

Ainda, foi descrito um grupo de seis proteínas de superfície, denominadas 

LenABCDEF, as quais possuem domínios endostatin-like. Alguns membros dessa 

família podem se ligar tanto ao regulador do complemento Fator H como ao 

componente de matriz extracelular laminina do hospedeiro (BARBOSA et al., 2006; 

STEVENSON et al., 2007). A abundante proteína de membrana LipL32 também se 

liga a diversos componentes de matriz como laminina, colágenos e fibronectina 

(HAUK et al., 2008). 
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 MOLÉCULAS-ALVO DO HOSPEDEIRO: COMPONENTES DE MATRIZ 

EXTRACELULAR E REGULADORES DO SISTEMA COMPLEMENTO 

 

 Laminina 
 

 A laminina é composta de três cadeias polipeptídicas, designadas como α, β e 

γ (Figura 5). A região C-terminal da laminina, contendo domínios globulares, é 

necessária para a ligação a integrinas, que são a principal classe de receptores de 

laminina. Além de possuir regiões de ligação a integrinas, a laminina pode se ligar ao 

colágeno, a domínios celulares, entactinas, distroglicano, heparan sulfato, heparina. 

Os mamíferos possuem 5 cadeias α (α1-5), 3 cadeias β (β1-3) e 3 cadeias γ (γ1-3), 

cujas combinações dão origem a 16 isoformas distintas de laminina. Cada isoforma é 

expressa em uma forma específica do tecido de acordo com cada estágio de 

desenvolvimento, exercendo suas funções através da ligação das integrinas (revisado 

em SASAKI; FÄSSLER; HOHENESTER, 2004; YAMADA; SEKIGUCHI, 2015). 

Figura 5 – Representação esquemática da laminina. 

 

A laminina é composta de uma cadeia alfa central de aproximadamente 400 kDa, com um número variável de 
regiões globulares e duas cadeias de aproximadamente 200 kDa (beta e gama), com regiões helicoidais e 
globulares. Repetições ricas em cisteína são prevalentes em todas as cadeias de laminina. Possuem regiões de 
ligação a: colágeno, integrinas, domínios celulares, entactinas e proteoglicanos, como o distroglicano. Fonte: 
Laminin www.sigmaaldrich.com. 
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A laminina é uma glicoproteína multifuncional que desempenha um papel 

importante na morfogênese, sinalização e migração celular, assim como no reparo 

tecidual. Esta proteína está presente em diversos tecidos como parte da membrana 

basal, constituindo uma camada de proteção em torno dos vasos sanguíneos e 

capilares. Para invadir, patógenos são capazes de romper a lâmina basal e degradar 

proteínas da matriz utilizando proteases próprias ou do hospedeiro, como 

plasminogênio e metaloproteinases de matriz. A maioria dos patógenos associados 

com os sistemas respiratório, gastrointestinal, urogenital e também com o sistema 

nervoso central ou pele tem a capacidade de se ligar e degradar colágenos e laminina, 

a fim de aderir e invadir os tecidos do hospedeiro (SINGH; SU; RIESBECK, 2010). Os 

mecanismos pelos quais as leptospiras patogênicas invadem e colonizam o 

hospedeiro são ainda pouco conhecidos. Dentre as supostas adesinas de leptospiras 

descritas até então podemos mencionar algumas proteínas de ligação exclusiva a 

laminina como Lsa24 e Lsa27 e outras com espectro de ligação mais amplo como 

LigB, Lsa21 e LipL53. É possível que tais proteínas contribuam para a colonização de 

tecidos do hospedeiro (revisado em Vieira et al., 2014). 

 

 Vitronectina 
 

Além da laminina, a vitronectina pode ser alvo de interação durante o processo 

de infecção. A vitronectina possui na sua porção N-terminal um domínio de 43 

aminoácidos denominado somatomedina B, seguido do sítio RGD (Arg–Gly– Asp) de 

ligação a integrinas das células. Apresenta também quatro domínios hemopexina-like 

que hipoteticamente se ligam ao grupo heme, e três domínios de ligação a heparina. 

As proteínas E de Haemophilus influenza e a proteína de superficie A2 de Moraxella 

catarrhalis ligam-se à porção C terminal da vitronectina (HBD-3) (Figura 6). A 

vitronectina, que pode ser encontrada em diferentes tecidos humanos, é sintetizada 

principalmente no fígado e secretada para o plasma onde se encontra em 

concentrações elevadas (200-700 µg/mL) (BOYD; BRADWELL; THOMPSON, 1993; 

SU; RIESBECK, 2018). Valores particularmente elevados são observados no fígado, 

tonsilas palatinas, estômago, duodeno, coração, músculo esquelético e nos tecidos 

do pulmão, assim como em alguns carcinomas malignos.  
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A maior parte da vitronectina que circula no sangue encontra-se na forma 

monomérica (65 e 75 kDa), enquanto a vitronectina extravascular ancorada às células 

encontra-se na forma multimérica (PETERSON, 1998). A vitronectina desempenha 

um papel crucial em muitos processos biológicos, incluindo a migração celular, 

adesão e angiogênese. Também está envolvida na regulação da via terminal da 

ativação do complemento para limitar a resposta imune inata (PREISSNER; 

SEIFFERT, 1998; SU; RIESBECK, 2018). Dados da literatura sugerem que muitas 

espécies bacterianas interagem com vitronectina, mas o significado destas interações 

na patogênese ainda não foi totalmente elucidado. A vitronectina possui sítios de 

ligação distintos para agentes patogênicos e células epiteliais, e pode funcionar como 

uma ponte entre bactérias e células. Essa interação pode culminar na internalização 

do patógeno (SINGH; SU; RIESBECK, 2010). 

A interação da vitronectina com diversos patógenos tem sido estudada por 

vários grupos. Há relatos de que esta molécula interage com bactérias Gram-

negativas, como Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Pseudomonas 

aeruginosa, Escherichia coli, Yersinia pseudotuberculosis, Neisseria meningitidis, 

Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Clostridium difficile, Helicobacter 

pylori e Porphyromonas gengivalis e também com bactérias Gram-positivas, dentre 

as quais várias espécies de Streptococcus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

epidermidis e Enterococcus faecalis. Esta interação pode ser altamente vantajosa ao 

microorganismo, por conferir-lhe resistência ao soro, bem como facilitar a adesão e, 

subsequentemente, sua internalização nos tecidos (SINGH; SU; RIESBECK, 2010). 
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Figura 6 – Modelo esquemático dos domínios da molécula vitronectina. 

 

Modelo esquemático da vitronectina contendo um peptídeo sinal (verde), domínio somatomedina B (SMB, 
amarelo), domínio de ligação a integrina (RGD), domínios hemopexina-like (lilás), domínios de ligação a heparina 
(HBD, azul) e região de ligação às proteínas E de H. influenza e a proteína A2 de M. catarrhals (vermelho). Fonte: 
adaptado de Singh et al. (2010). 

 

 Fibronectina 
 

A fibronectina usualmente encontra-se como dímero composto de 

subunidades de aproximadamente 250 kDa ligadas covelentemente perto da região 

C-terminal por ligações disulfeto. Cada monômero possui três tipos de unidades de 

aminoácidos repetidas (repetições tipo I, II e III) (Figura 7) (PANKOV; YAMADA, 

2002). A fibronectina é secretada por vários tipos de células no espaço intercelular 

circundante, conecta o citoesqueleto intracelular com a matriz extracelular e serve 

como suporte para a adesão e migração celular. Além de regular a proliferação e 

diferenciação celulares, a fibronectina é uma importante molécula de regeneração 

dos tecidos, migração, proliferação e contração de células envolvidas no processo de 

cicatrização como também angiogênese. (revisado em WANG; NI, 2016). A 

fibronectina possui sítios de ligação a integrinas (LIAO et al., 2002), 

glicosaminoglicanos, colágenos, fibrina, actina, DNA, etc (MOSHER, 1989). Bactérias 

possuem diversas adesinas que se ligam a esta glicoproteína (HENDERSON et al., 

2011; STOFFELS; ZHAO; BARON, 2013). 

 



37 

 

 

Figura 7 – Representação esquemática da fibronectina. 

 

 

A fibronectina possui três tipos de unidades de aminoácidos repetidas, repetições tipo I (roxo), II (verde) e III 
(vermelho). Pode-se observar, à esquerda, os sítios de ligação a bactérias, fibrina, heparina e colágeno.  
Fonte: Pankov e Yamada (2002). 

 

 Fibrinogênio 
 

O fibrinogênio é uma glicoproteína homodimérica de 340 kDa. Possui seis 

cadeias polipeptidicas: 2Aα, 2Bβ, e 2γ ligadas por 29 pontes dissulfeto. Todas as seis 

cadeias de fibrinogênio são montadas com seus N terminais localizados em um 

“nódulo E” central e se estendem para fora em um arranjo de bobina enrolada. (Figura 

8) (KATTULA; BYRNES; WOLBERG, 2017; ZHMUROV et al., 2011).  
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A síntese de fibrinogênio ocorre principalmente nos hepatócitos, e sua meia-

vida é de aproximadamente 3 a 4 dias (Revisado em STANG; MITCHELL, 2013)  

O fibrinogênio é uma importante proteína da cascata de coagulação presente 

no plasma. Durante a lesão vascular e tecidual, ela é convertida enzimaticamente 

pela trombina em fibrina e, posteriormente, em um coágulo sanguíneo à base de 

fibrina. O fibrinogênio funciona principalmente para ocluir os vasos sanguíneos e, 

assim, parar o sangramento excessivo. No entanto, os coágulos de fibrina são 

dissolvidos pelo sistema fibrinolítico, atuando em uma série de reações enzimáticas 

com feedback positivo e negativo (DE MOERLOOSE; CASINI; NEERMAN-ARBEZ, 

2013; WEISEL; LITVINOV, 2017). 

 

Figura 8- Estrutura cristalográfica do fibrinogênio. 

 

 

O nódulo central, formado pelas porções N-terminais de todas as seis cadeias, é conectado aos nódulos β e γ 
distais formados pelas porções C-terminais das cadeias β e γ, respectivamente. Fonte: Zhmurov et al. (2011) 

 

Muitas bactérias patogênicas interagem com fibrinogênio, como 

Staphylococcus, os quais expressam receptores de superfície (proteínas de 

superfície com regiões ricas em repetições serino-aspartato) que são específicos 

para fibrinogênio e fibronectina. Uma destas proteínas é a Efb (extra- cellular 

fibrinogen-binding protein). Esta proteína pode se ligar a plaquetas, recrutar 

fibrinogênio e inibir a ativação plaquetária (AUBRON et al., 2014; HAMZEH-

COGNASSE et al., 2015). 
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 Fator H 
 

Para sobreviver no hospedeiro, microrganismos patogênicos precisam resistir 

à ação do sistema imune inato. Para tanto, desenvolveram estratégias sofisticadas 

para burlar o sistema de defesa de uma variedade de hospedeiros, incluindo a 

inativação do sistema complemento ou escape ao ataque lítico. Uma das estratégias 

utilizadas por leptospiras patogênicas para esta finalidade de evasão é a secreção de 

proteases que clivam a molécula C3, central para a ativação das três vias do 

complemento, além de inativar proteínas específicas de cada uma das vias, tais como 

Fator B, C2 e C4b (FRAGA et al., 2014; FRAGA; BARBOSA; ISAAC, 2011). Além da 

secreção de proteases, outro mecanismo de evasão, é a aquisição de reguladores 

solúveis do complemento do hospedeiro, como o Fator H (FH), principal regulador da 

via alternativa. Este regulador é uma proteína plasmática de 155 kDa composta por 

20 unidades repetitivas denominadas Short Consensus Repeats (SCR) (VIK et al., 

1988, 1990b). O FH regula a via alternativa ligando-se ao fragmento C3b, dissociando 

a C3 convertase C3bBb e servindo como cofator para a clivagem proteolítica de C3b 

pelo Fator I (Figura 9). Fator H serve para impedir a ativação espontânea na ausência 

de antígeno e limitar a extensão da ativação do complemento por um invasor exógeno 

(VIK et al., 1990a). 

Figura 9 - Inativação da via alternativa do complemento por Leptospira patogênica 

pela interação com Fator H. 

 

Leptospiras patogênicas são capazes de inibir a via alternativa do complemento se ligando ao Fator H, que por 
sua vez atua como cofator na clivagem de C3b pelo Fator I, interrompendo a cascata e impedindo a formação do 
complexo de ataque a membrana (MAC). Fonte: Fraga et al. (2015) 
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 O FH e alvo de vários microorganismos patogênicos, como Yersinia pestis, Y. 

enterocolitica e Y. pseudotuberculosis (THOMSON; PLECHA; KRUKONIS, 2018), 

Aspergillus fumigatus (DASARI et al., 2018), Streptococcus pneumoniae (CODEMO 

et al., 2018), Haemophilus influenzae (HALLSTRÖM et al., 2008), Borrelia burgdorferi 

(HART et al., 2018). A aquisição de FH por leptospiras patogênicas confere um efeito 

protetor crucial para a sobrevivência destas bactérias in vitro (CASTIBLANCO-

VALENCIA et al., 2012). Algumas proteínas de Leptospira já foram descritas como 

ligantes de Fator H, como a LcpA (BARBOSA et al., 2010), LenA e LenB (leptospiral 

endostatin-like protein A e B (STEVENSON et al., 2007; VERMA et al., 2010). 
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2 OBJETIVO 

Identificação de proteínas de superfície de Leptospira que interagem com 

laminina, fibronectina, vitronectina, fibrinogênio e Fator H humanos. 

 

 ETAPAS DO TRABALHO 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 SOLUÇÕES E REAGENTES 

 

Eletroforese em gel de agarose: 

Tampão TAE: tampão Tris-Acetato 40 mM pH 8,5, EDTA 1 mM, pH 8,5 

Gel de agarose: 0,8 a 1% de agarose em tampão TAE 

Tampão de amostra 10x: azul de bromofenol 0,25%, xilenocianol 0,5% e glicerol 

50% 

 

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE): 

Acrilamida 30%: acrilamida 29% e N,N’-metilenobisacrilamida 1% 

Tampão Tris-HCl pH 8,8: tampão Tris-HCl 1,5 M e SDS 0,1% pH 8,8 

Tampão Tris-HCl pH 6,8: tampão Tris-HCl 0,5 M e SDS 0,1% pH 6,8 

 

TEMED 

Solução de persulfato de amônio: persulfato de amônio 10% 

Butanol: n-butanol 91% 

 

Tampão de amostra redutor 5 X: tampão Tris-HCl 50 mM pH 6,8 azul de 

bromofenol 0,1%, glicerol 10%, β-mercaptoetanol 100 mM e SDS 2% 

Tampão de amostra não redutor 5 X: tampão de amostra redutor 5 X sem β-

mercaptoetanol 

Tampão de corrida: tampão Tris-HCl 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1%, pH 8,3  

Solução corante: ácido acético glacial 10%, etanol 45% e azul Coomassie R250 

0,25% 

Solução descorante: ácido acético glacial 10% e etanol 30% 

Solução secante: ácido acético glacial 10% e etanol 50% 

 

Western blot: 

Tampão de transferência: Tris-HCl 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, SDS 0,02% e 

metanol 20% 

Tampão de bloqueio: leite desnatado 10% em PBS  

Solução de Ponceau: Ponceau S 0,5% e ácido glacial 10% 
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Solução de revelação A: DAB/H2O2 (Sigma) que contém: DAB 0,05%, H2O2 

0.03%, em água deionizada ultrapura. Após adição da solução há formação de um 

precipitado de cor castanha na própria membrana onde houver reação. Para 

interromper a revelação adiciona-se água. 

Solução de revelação B: Super Signal Wester Pico Chemiluminescent Substrate 

(Pierce) que contém duas soluções: uma com luminol e um amplificador da reação, 

e outra com H2O2. 

 

ELISA: 

PBS: cloreto de potássio 2,7 mM, cloreto de sódio 137 mM, fosfato dibásico de 

sódio 8,1 mM e fosfato de monobásico de potássio de 1,5 mM; pH 7,5 

Solução de lavagem: PBS-Tween 20 0,05% 

Solução de bloqueio: PBS-Tween 20 0,01% contendo 10% de molico  

Solução de revelação: OPD 0,05% e H2O2 0,015%, em tampão citrato pH 5,0 

Solução stop: ácido sulfúrico (H2SO4) 8 N 

 

Meios de cultura para bactérias  

 

Os meios de cultura foram esterilizados por autoclavação a 121 ̊C por 20 min. Após 

o resfriamento, foram adicionadas soluções estéreis dos antibióticos segundo a 

contração final desejada.  

 

Meios de cultura líquidos  

LB: triptona 1,0%, extrato de levedura 0,5% e NaCl 1,0 % 

Meio EMJH com BSA: EMJH (Difco) base (0,23%) enriquecido com 10% albumina 

bovina, 1,25% Tween 80 e vários mierais e vitaminas (Haake 2006) 

 

Meios de cultura sólidos 

Adição de ágar 1,5% na composição dos meios líquidos  
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 CEPAS BACTERIANAS E CONDIÇÕES DE CULTIVO 

 

Nesse estudo foram utilizadas Leptospira interrogans sorovar Kennewicki 

estirpe Fromm e Leptospira biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc I. Estas cepas foram 

fornecidas pelo Laboratório de Zoonoses Bacterianas da Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo. As bactérias foram cultivadas 

a 29ºC sob condições aeróbias em meio líquido EMJH (Ellinghausen McCullough 

Johnson Harris) (Difco) com suplemento a base de BSA (Difco) para todos os ensaios, 

exceto para os ensaios de extração de proteínas de membrana em que as leptospiras 

foram cultivadas em meio líquido EMJH (Difco) com 10% de soro de coelho 

enriquecido com L-asparagina (0,015%), piruvato de sódio (0,001%), cloreto de cálcio 

(0,001%) e cloreto de magnésio (0,001%) (BARBOSA et al., 2006). 

As cepas de Escherichia coli empregadas estão descritas na Tabela 1. Todas 

são quimicamente competentes pelo tratamento com cloreto de cálcio (SAMBROOK; 

FRITSCH; MANIATIS, 1989). As bactérias foram cultivadas em meio LB (Luria-Bertani 

broth) ou placas ágar LB em condições aeróbias a 37oC e, dependendo de cada 

procedimento, foram ajustadas as condições de temperatura. 

Tabela 1-Propriedades das cepas de E. coli utilizadas 

Cepa Características Utilização Proteína expressa Referência 

DH5α 

Possui alta eficiência na transformação, 
estabilidade na inserção do plasmídeo, 
fornece alta qualidade de DNA 
plasmidial para minipireparações e 
auxila na seleção de colônias brancas e 
azuis 

Clonagens e 
obtenção de 

plasmídeos em 
massa 

Não se aplica 
(WOODCO
CK et al., 

1989) 

BL21 
(DE3) 

Alta eficiência na transformação (>1 × 
107 CFU/μg). 
Possui o gene RNA polimerase do fago 
T7 ligado ao promotor induzível por 
IPTG 

Expressão de 
proteínas 

recombinantes 

LIC12901 
(regulador 
metabólico 

molibdato,dominio 
LRR), LipL41, 

LIC20001 
(fragmento menor) 

(New 

England 

Biolabs) 

C43 

Derivada da estirpe C41 (DE3). Possui 
um plasmídeo de expressão para as 
subunidades B e C da F-ATPase. Pode 
ser induzida com IPTG. 
Efetiva na expressão de proteínas 
tóxicas e de membrana. 

Expressão de 
proteínas 

recombinantes 

LIC20001 

(fragmento maior) 

LruA/LipL71 e 

fragmento LysM 

(MIROUX; 
WALKER, 

1996) 
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 BIOTINILAÇÃO E ISOLAMENTO DE PROTEÍNAS DE SUPERFÍCIE DE 

LEPTOSPIRA 

 

A biotinilação de proteínas de superfície de leptospiras foi realizada como 

descrito em Kunert et al. 2007 com algumas modificações. As bactérias (3x109 

células/mL) foram lavadas em tampão (PBS pH 7,4, CaCl2 1mM, MgCl2 0,5 mM) e 

sedimentadas por centrifugação a 8oC por 25 min a 5432 x g. As proteínas de 

superfície foram marcadas com biotina, por incubação com 500 µL de EZLinkSulfo-

NHS-LC-Biotin (400 µM) (Pierce) durante 1 h e 30 min no gelo. As bactérias foram 

lavadas 3 vezes em tampão (Tris 50 mM pH 7,4, NaCl 100 mM, KCl 27 mM, CaCl2 1 

mM e MgCl2 0,5 mM) e foram ressuspendidas no mesmo tampão suplementado com 

Cocktail de inibidor completo de proteases (Roche). As bactérias foram lisadas por 

sonicação (2 ciclos de 5 min e um ciclo de 3 min). As proteínas de superfície 

biotiniladas foram purificadas por cromatografia de afinidade usando uma coluna de 

avidina (Monomeric Avidin kit - Pierce). A coluna foi lavada com PBS pH 7,4 e depois 

foram adicionados 6 mL de solução de bloqueio/tampão de eluição. A coluna foi lavada 

com 8 mL de PBS pH 7,4 e se adicionou o preparado de proteínas biotiniladas. Após 

a passagem da amostra pela coluna, adicionou-se 0,25 mL de PBS pH 7,4. As 

proteínas foram incubadas por 1 h e 20 min, a 4oC. Após a incubação, a coluna foi 

transferida para um novo tubo e foram adicionados 2 mL de PBS pH 7,4. Repetiu-se 

o processo até que fosse coletado um total de seis frações de 2 mL cada. Monitorou-

se a presença de proteína medindo-se a absorbância de cada fração a 280 nm. 

Para eluir as moléculas biotiniladas ligadas à coluna, adicionou-se tampão de 

eluição (D-biotina 2 mM em PBS) e coletaram-se seis frações de 2 mL. A absorbância 

de cada fração foi medida a 280 nm. 

 

 Extração das OMPs com o detergente sarcosil 
 

As bactérias foram cultivadas em 3 L de meio líquido EMJH enriquecido (Difco). 

A coleta da massa bacteriana foi feita por centrifugação a 15214 x g, 4ºC por 30 min. 

Em seguida, ressuspedeu-se o sedimento em Tris-HCl 10 mM pH 8,0, EDTA 5 mM e 

centrifugou-se novamente a 10404 x g, 4ºC por 20 min. O sobrenadante foi removido 
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e foram adicionados 5 mL de Tris-HCl 10 mM + EDTA 5 mM para cada grama de 

sedimento. Após ressuspensão, o material foi estocado a -20ºC. Adicionou-se 1 mL 

de solução de Cocktail de inibidor completo de proteases e incubou-se por 30 min no 

gelo. Esse preparado foi lisado no frenchpress a 1000 psi, cinco vezes, e centrifugado 

a 5432 x g, 4ºC por 20 min. O sobrenadante foi transferido e centrifugado a 104630 x 

g, 4ºC por 1h 30 min. O sedimento foi ressuspendido em 1,5 mL de Tris-HCL 10 mM 

pH 8,0, lavado com 0,5 mL de Tris-HCl 10 mM pH 8,0 e posteriormente foi incubado 

em 16 mL de solução sarcosil 1,67% e Tris-HCl 10 mM pH 8,0. O preparado foi 

submetido à agitação (agitador US2000A), na velocidade máxima, por 30 min e 

centrifugado a 15996 x g, 4ºC por 1h 30 min. O sedimento foi ressuspendido em 1,5 

mL de Tris-HCl 10 mM pH 8,0 e incubado a 4ºC sob agitação. As proteínas extraídas 

foram estocadas em microtubos de 1,5 mL a -80oC. A concentração protéica foi 

estimada por Bradford. 

Amostras de proteínas de membrana de leptospiras obtidas pelos métodos 

supracitados foram submetidas à análise em SDS-PAGE 12%. Os géis foram corados 

por prata. 

 

 INTERAÇÃO DAS OMPS COM MOLÉCULAS DO HOSPEDEIRO POR 

OVERLAY 

 

Amostras de OMPs obtidas por biotinilação ou por extração com sarcosil foram 

submetidas a SDS-PAGE 12% e transferidas para membranas de nitrocelulose. Após 

bloqueio com BSA 5% (fibrinogênio, laminina e fibronectina) ou leite desnatado 10% 

(vitronectina e Fator H) a 4oC por 16 horas, as membranas foram incubadas por 1h 30 

min com 10% de soro humano normal (SHN) como fonte de Fator H ou de vitronectina, 

ou com 100 µg de laminina, fibronectina ou fibrinogênio purificados. Após três 

lavagens com PBS-T (PBS pH 7,4 com 0,05% de Tween-20), as membranas foram 

incubadas por 1 h com os anticorpos primários específicos (1:5000) diluídos em PBS-

T contendo 5% de leite desnatado ou BSA 3% dependendo da molécula. Após três 

lavagens com PBS-T foram incubadas com anticorpos secundários conjugados a 

peroxidase por 1 h, diluídos em PBS-T contendo 5% de leite desnatado ou BSA 3%. 

Após três lavagens com PBS-T, a revelação foi feita usando o kit Super Signal West 
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Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce) e o filme fotográfico Hyperfilm (GE 

Healthcare). 

 

 ISOLAMENTO DE LIGANTES DE LAMININA, FIBRONECTINA, 

FIBRINOGÊNIO, FATOR H E VITRONECTINA PRÉ-IMOBILIZADOS EM ESFERAS 

MAGNÉTICAS 

 

O protocolo para isolamento de proteínas de leptospiras ligadas às moléculas 

do hospedeiro imobilizadas em esferas magnéticas foi feito como descrito em Kunert 

et al. 2007. Moléculas da matriz (previamente dialisadas contra o tampão de oxidação 

acetato de sódio 0,1 M pH 5,5) foram acopladas covalentemente a esferas magnéticas 

(Dynabeads M-270 Amine, Invitrogen) de acordo com as instruções do fabricante. 

Estas esferas foram incubadas com 200 µL (~ 120 μg) de proteínas de superfície de 

Leptospira durante 2 h a 37°C. Após três lavagens com PBS pH 7,4, as proteínas 

foram aquecidas por 5 min a 94°C e submetidas a SDS-PAGE 12%. As bandas 

correspondentes às proteínas de Leptospira que interagiram com as moléculas 

imobilizadas nas esferas foram visualizadas por coloração com prata. As bandas 

foram excisadas do gel e submetidas à análise por espectrometria de massas para 

identificação das proteínas. 

 

 IDENTIFICAÇÃO DOS LIGANTES BACTERIANOS POR ESPECTROMETRIA 

DE MASSAS 

Os ligantes (proteínas bacterianas) foram analisados por espectrometria de 

massas. Os géis de SDS-poliacrilamida foram recortados em regiões de interesse, 

correspondentes aos ligantes mencionados acima, e os fragmentos foram submetidos 

ao processo de digestão tripsínica in gel segundo o protocolo descrito por 

(GOLDBERG et al., 2000). Inicialmente, os fragmentos de gel recortados foram 

incubados em 500 µL de uma solução de metanol 50% e ácido acético 5% em água, 

por duas horas. Em seguida, essa solução foi removida por aspiração com pipeta e 

foram adicionados mais 500 µL da mesma solução aos fragmentos, que 

permaneceram por mais uma hora nesta solução. Em seguida, os fragmentos de gel 
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foram desidratados pela incubação em 200 µL de acetonitrila (ACN) 100%, por 10 

minutos (2 vezes de 5 minutos). Após esta etapa, os pedaços de gel foram reidratados 

por 30 minutos em 30 µL da solução redutora (ditiotreitol (DTT) 10 mM em solução de 

bicarbonato de amônio 100 mM). Decorrido o tempo de reidratação com DTT, os 

fragmentos de gel foram incubados por 30 minutos em 30 µL da solução alquilante 

(iodoacetamida (IAA) 50 mM em solução de bicarbonato de amônio 100 mM) Em 

seguida, a solução alquilante foi removida e os pedaços de gel foram submetidos à 

incubação em 100 µL de uma solução de bicarbonato de amônio 100 mM por 10 

minutos, à temperatura ambiente. Após esta etapa, a solução de bicarbonato de 

amônio foi retirada e 200 µL de ACN 100% foram adicionados sobre os fragmentos 

de gel, que foram incubados por 5 minutos. A solução de ACN foi removida e os 

fragmentos foram submetidos à incubação por 10 minutos em 200 µL da solução de 

bicarbonato de amônio 100 mM. Na última etapa de desidratação, a solução de 

bicarbonato de amônio foi retirada e os fragmentos foram incubados por 10 minutos 

(duas vezes de 5 minutos) em 200 µL de ACN 100%. Os fragmentos de gel foram 

então reidratados em 5 µL de uma solução de tripsina (Sigma-Aldrich; 50 ng/µL em 

bicarbonato de amônio 50 mM), em banho de gelo, por 30 minutos. Em seguida foi 

adicionada uma solução de bicarbonato de amônio 50 mM em volume suficiente para 

cobrir os pedaços de gel, que foram incubados em banho termostatizado a 37°C por 

18 horas. A extração dos peptídeos do gel foi realizada com a adição de 30 µL de uma 

solução de ácido fórmico (AF) 5% (solução de extração 1) e incubação por 10 minutos, 

à temperatura ambiente. Em seguida, a solução foi transferida para um novo tubo e, 

sobre os fragmentos de gel foram adicionados 30 µL de uma solução composta de AF 

5% e ACN 50% (solução de extração 2). Após incubação por 20 minutos, a solução 

foi removida e transferida para o mesmo tubo contendo a solução de extração 1. A 

etapa de incubação dos fragmentos de gel com a solução de extração 2 foi repetida 

mais uma vez e as amostras de peptídeos extraídos foram submetidas à secagem em 

speed-vac. As amostras foram dessalinizadas utilizando Zip Tip C-18 (Millipore) 

seguindo o protocolo do fabricante e foram eluídas com 20 μl de TFA a 0,1% em 50% 

de acetonitrila. 

A mistura de peptídeos resultante foi analisada em um espectrômetro de 

massas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Scientific) acoplado ao sistema EASYnanoLC-II 

liquid chromatography (Thermo Scientific) em um gradiente de 5 a 95% de solução B 
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(ácido fórmico 0,1% em acetonitrila), a um gradiente de 200 nL/min utilizando uma 

precoluna preparada no laboratório (100 µm, I. D. x O.D 360 µm) empacotada com 5 

cm de esferas C18 Jupiter (Phenomenex) de 10 µm ligados a uma coluna analítica 

(75 µm I.D. x OD 360 µm) com 15 cm de esferas AQUA  (Phenomenex) de 5 µm  

operando no modo de aquisição dependente de dados. Cinco principais íons 

precursores em cada ciclo foram selecionados para fragmentação por dissociação 

induzida por colisão por 15 segundos. A fonte de ionização por electrospray foi 

ajustada para a voltagem de 2,4 kV e temperatura de 250 oC. O intervalo de varredura 

de massas considerado foi de 300-1.800 m/z, com resolução de 30.000.  Os dados 

brutos foram convertidos para o formato Mascot Generic Format usando o MS Convert 

(ProteoWizard Software Foundation) e os espectros MS/MS foram pesquisados 

usando o software Mascot (Matrix Science Ltd. Versão 2.4.0) e analisados contra o 

banco de dados Leptospira interrogans acessado a partir do Uniprot em setembro de 

2017. Como parâmetros de busca foram considerados, como modificação fixa a 

carbamidometilação de resíduos de cisteínas, e como modificação variável a oxidação 

de resíduos de metionina. A tolerância de massa para íons precursores foi definida 

como de 10 ppm para íons precursores e para os íons-filho ± 0,5 Da. Proteínas foram 

selecionadas usando o Software Scaffold (version_4.4.4, Proteome Software Inc., 

Portland, OR), com os seguintes parâmetros: limite de proteína 95%, limite peptídeo 

80% e número mínimo de peptídeos 1.  

 

 CLONAGEM E EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS SELECIONADAS 

 Vetores 
 

Para a clonagem dos fragmentos gênicos e para a expressão das proteínas 

recombinantes foram utilizados os vetores pGEM-T easy vector (Promega), pAE 

(RAMOS et al., 2004) e pET28a (+) (Novagen) (Tabela 2 ). 
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Tabela 2- Descrição dos vetores empregados neste trabalho 

Vetor Características 

 
pGEM-T easy vector (Promega) 

 

                       

Fonte: www.promega.com.br 

Vetor linearizado para clonagem de 
produtos obtidos por reação em cadeia da 
polimerase (PCR) por ligação A-T com uma 
timina 3´ em cada terminação. Este vetor 
possui os promotores T7 e SP6 da RNA 
polimerase flanqueando o sítio de clonagem 
múltipla dentro da região codificadora do 
peptídeo α da enzima β-galactosidase. A 
inativação do peptídeo α por inserção de 
fragmentos gênicos permite a seleção de 
clones recombinantes por screening de 
colônias brancas (positivas) ou azuis 
(negativas) na presença de X-Gal. 

pAE 

            

Fonte: (RAMOS et al., 2004) 

Vetor utilizado na expressão e purificação 
de proteínas recombinantes em E. coli . 
Possui seis resíduos de histidina (6XHis) na 
região amino terminal que permitem a 
purificação da proteína por coluna de 
afinidade, um promotor do fago T7, um sítio 
de ligação ao ribossomo (RBS), um códon 
de iniciação ATG, um sítio de múltipla 
clonagem (SMC) e um gene de resistência 
a ampicilina (AMPR) (RAMOS et al., 2004) 

pET-28a(+) (Novagen) 

          

Fonte: http://www.merckmillipore.com 

O pET28a (+) é um vetor utilizado na 
expressão e purificação de proteínas 
recombinantes em E. coli. Ele possui seis 
resíduos de histidina (6XHis) na região 
amino terminal, uma sequência C-terminal 
His•Tag e um sítio de clivagem de trombina. 
Também apresenta um promotor do fago 
T7, e um gene de resistência a canamicina 
(KANR) 
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 Amplificação dos genes por PCR 

 

Os genes LIC20001, LIC11003, LIC12901 e LIC12966 foram amplificados por 

PCR com os oligonucleotídeos descritos na Tabela 3 -, confeccionados com o auxílio 

do programa Gene Runner versão 5.1.06 Beta. Utilizou-se o DNA genômico da 

bactéria Leptospira interrogans sorovar Copenhageni estirpe Fiocruz L1-130, 

registrada no GenBank sob o número de acesso NC_005824. 

 

Tabela 3 - Oligonucleotídeos, tamanho dos fragmentos amplificados e massa 
molecular predita das proteínas recombinantes. 

Gene1 Proteína Primers (5´  →    3´) 

Tamanho do 
fragmento 

(pb) 

Massa Molecular 
Predita (kDa) 

LIC20001 

Inteira 

           XhoI 
F: 5´ CTCGAGAATTCTGAATCAATTCGAATCAGC3´ 

R: 5´ GCGAAGCTTCTATTCGAAAACAAAGAAG3´ 
                   HindIII 

2526 92 

Fragmento 
maior 

            EcoRI 
F: 5´ GAATTCAATTCTGAATCAATTCGAATCAGC3´ 
R: 5´ CTCGAGACCAATTAACCCCGT 3´ 
             XhoI 
Internos: 
F: 5´ CCTGACTATGGTTGGTCATC3´ 
R: 5´ TCCCCTGATTGCGCCAATTG3´ 
 

1890 
71,9 

Fragmento 
menor 

(domínio 
discoidina) 

          XhoI 
F:5´ CTCGAGGGTCAATTGGAAGTTGGAATTTC 3´ 
R:5´ GAAGCTTCTAGTTGAGATCTGGCGTCGC 3´ 
           HindIII 

465 18,9 

LIC11003 
 

LruA/LipL71 
(Inteira) 

          EcoRI 
F: 5´GAATTCGAGGAATTAAGTGATGCAAAAAACT 3´ 
R: 5´CTCGAGTTGAAGATTTTCCGGATTTTC 3´  
            XhoI 

1593 62 

LruA/LipL71 
(Domínio LysM) 

          EcoRI 
F: 5´GAATTCCGGAAAAAAGTTCCTGCAG 3´ 
R: 5´CTCGAGAGTCGGGCCTTT 3´ 
           XhoI 

186 8,9 

LIC12901 
 

Regulador 
metabólico 
molibdato 

(Domínio LRR) 

         EcoRI 
F: 5´GAATTCCTATCCGGAACCAAATTTGAAC 3´ 
R: 5´CTCGAGCCATTTTGTGAGTTGATTGTA 3´    
          XhoI 

741 30,4 

LIC12966 LipL41 

            XhoI 
F: 5´CTCGAGGTATTCCCGAAAGATAAAGAAGG 3´ 
R: 5´GGATCCCTACTTTGCGTTGCTTTCATC 3´ 
           BamHI 

993 36,9 

1LIC: Leptospir ainterrogans Copenhageni Fiocruz L1-130. 

 

As reações de PCR foram feitas em um volume final de 25 µL contendo 2 µL 

de DNA (100 ng/µL), 2,5 µL de high fidelity PCR buffer (Tris-SO4 600 mM pH 8,9), 

(NH4)2SO4 180 mM) (Invitrogen), 0,75µL de MgSO4 (50mM), 0,5µL de dNTPs (10 mM), 

1µL de oligonucleotídeo iniciador forward (10 pb/µL) e 1 µL de oligonucleotídeo 

iniciador reverse (10 pb/µL) para cada reação, 0,5 µL de platinum taq DNA polymerase 
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high fidelity (5 U/µL Invitrogen) e 16,75 µL de água deionizada ultrapura. Para a 

amplificação foi usado o termociclador mastercycler (Eppendorf) com os seguintes 

ciclos: primeiro ciclo de 94oC por 5 min para desnaturação inicial, 35 ciclos de 94oC 

por 1 minuto para desnaturação, 50oC por 1 minuto para o anelamento, 68oC por 1 

minuto e 30 segundos para extensão e o último ciclo de 68oC por 7 min para uma 

extensão final. Os produtos amplificados foram analisados em géis de agarose 1% e 

purificados com o kit Pure Linkquick gel extraction (Invitrogen) segundo as instruções 

do fabricante. Os fragmentos foram adenilados utilizando-se 27 μL dos produtos de 

PCR, 4 μL de dATP (2 mM), 0,5 μL taq polimerase (5 U/μL Invitrogen), 4 μL de tampão 

da taq polimerase (Tris-HCl 200 mM pH 8,4, KCl 500 mM ) (Invitrogen), 1,2 μL de 

MgCl2 (50mM) e 2,8 μL de água deionizada ultrapura em um volume final de 40 μL, 

incubando-se a 72oC por 20 min. 

 

 Clonagem dos produtos amplificados no vetor pGEM-T e no vetor pET-28 
 

A reação de ligação foi realizada em um volume de 20 µL utilizando-se 50 ng 

de vetor pGEM-T easyvector (Promega) ou do vetor pET-28a(+) expression vector 

(Novagen), 200– 500 ng de inserto, 4 µL de tampão de ligação (Tris-HCl 250 mM (pH 

7,6), MgCl2 50 mM, ATP 5 mM, ditiotreitol 5 mM, polietilenoglicol-8000 25% (p/v) 

(Invitrogen) e 1 µL de T4 ligase (3 U/µL, Promega). As reações foram incubadas a 

temperatura ambiente por 1 h e, em seguida, a 16oC por 16-20 h. 

 

 Subclonagem dos genes no vetor de expressão pAE 

 

As construções obtidas no vetor pGEM-T foram digeridas com enzimas de 

restrição apropriadas (Tabela 3 -). Os insertos purificados foram subclonados no vetor 

pAE. Na ligação foram utilizados 10 µL de tampão de ligação (Tris-HCl 60 mM pH 7,8), 

MgCl2 20 mM, DTT 20 mM, ATP 2 mM e polietilenoglicol 10%) (Promega), 1µL de T4 

ligase (3 U/µL Promega) e quantidades otimizadas de inserto e vetor. Incubou-se a 

15oC por 16-20h. Foram utilizados 5 µL do produto de ligação na transformação de 

bactérias E. coli DH5α por choque térmico de 2 min a 42°C. O DNA plasmidial foi 

extraído dos clones positivos, detectados por PCR, segundo já descrito. 
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 Transformação na bactéria DH5α 

 

Cinco microlitros dos produtos de ligação foram adicionados a 50 µL de E. coli 

DH5α previamente descongelada em gelo por 10 min. As reações foram mantidas por 

30 min no gelo. Realizou-se um choque térmico a 42oC por 3 min e mantiveram-se as 

preparações por mais 10 min no gelo. Os produtos foram adicionados a 945 µL de 

meio líquido Luria Bertani (LB) e incubados a 37oC sob agitação a 250 rpm por uma 

hora. As bactérias foram semeadas em placas com meio sólido LB contendo 

canamicina 50 μg/mL (Km50) ou contendo ampicilina 100 μg/mL (Amp100), 5-bromo-

4cloro-3-infol-beta-D-galactopiranosídeo (X-Gal) (20 mg/mL) e isopropyl-beta-D-

tiogalactopiranosídeo (IPTG) (0,1M). As placas foram colocadas a 37oC por 16-20h. 

 

 Seleção de clones e mini-preparação de DNA plasmidial 

 

Para cada gene, cerca de 10 a 20 colônias brancas foram selecionadas e 

submetidas a PCR segundo as condições anteriormente descritas. Clones positivos 

foram inoculados em 5 mL de meio líquido LB-Amp100 ou Km50 dependendo do vetor 

e incubados por 16 horas a 37°C sob agitação a 250 rpm. As culturas contendo 

plasmídeos recombinantes foram utilizadas para a extração dos plasmídeos 

utilizando-se o kit de mini-preparação comercial da Qiagen (QIAprep Spin Miniprep 

Kit). 

 

 Sequenciamento dos plasmídios 

 

A análise da sequência de DNA dos plasmídeos recombinantes foi feita pelo 

método de Sanger (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989), adaptado para 

sequenciador automático capilar ABI3100 (Perkin Elmer). O sequenciamento foi feito 

utilizando-se aproximadamente 150 ng das mini-preparações de DNA plasmidial e 1,6 

pmol dos iniciadores. Empregou-se o kit Big DyeTerminator (Perkin Elmer) seguindo 

protocolo do fabricante. Os iniciadores M13F (5’GTAAAACGACGGCCAG 3’) e M13R 

(5’ CAGGAAACAGCTATGAC 3’) foram utilizados no sequenciamento dos fragmentos 
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clonados no vetor pGEM-T easy e para o sequenciamento dos fragmentos clonados 

nos vetores pAE e pET-28 a(+) (Novagen) foram utilizados os iniciadores T7F 

(5´TAATACGACTCACTATAGGG 3´) e T7R (5´GCTAGTTATTGCTCAGCGG3´) e os 

iniciadores de cada fragmento. 

 

 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

 

 LIC20001 (fragmento maior) 

 

O vetor empregado para a expressão do fragmento maior da proteína 

codificada pelo gene LIC20001 foi o pET-28 a(+) (Novagen). Bactérias E. coli C43 

foram transformadas com as construções obtidas e as colônias foram selecionadas 

em placas LB-Km50. Para indução da expressão foi feito um pré-inóculo do clone 

positivo em 5 mL de meio LB-Km50 e incubou-se a 37ºC sob agitação (250 rpm) por 

16-20 horas. O pré-inóculo foi adicionado a um frasco contendo 500 mL de meio LB-

Km50 e o inóculo foi incubado sob as mesmas condições até que se atingisse uma 

DO600nm entre 0,4 e 0,6. Foram retirados 2 mL de cultura para o controle antes de 

induzir. Para a indução adicionou-se 0,1 mM de IPTG e incubou-se por 16-20 horas a 

30oC sob agitação constante de 180 rpm. Após a incubação foram retirados 2 mL de 

cultura para o controle após indução. A cultura foi centrifugada por 20 min a 2075 x g 

a 4oC. O sedimento foi solubilizado em 50 mL de tampão de lise completo contendo 

50 mL de PBS pH 7,4 modificado (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM pH 6,5), 500 μL de 

mistura de inibidores de proteases (fluoreto de fenil metilsulfonila 100 mM e 

benzamidina 100 mM dissolvidos em etanol), 10 mg de lisozima, 0,5% (v/v) Triton X-

100, 1 μL de benzonase (250 U/μL, Sigma Aldrich), MgCl2 10 mM e procedeu-se à lise 

das bactérias. Após incubação por 30 min, as amostras foram sonicadas utilizando-se 

3 ciclos (9s’ On e 9s’ Off) de 10 min. Centrifugou-se a 12.857 x g por 30 min a 4oC. A 

fração solúvel foi coletada e guardada a 4oC até a purificação. 

 A purificação da fração solúvel foi feita por cromatografia de afinidade a níquel 

adicionando-se 2 mL de Ni-NTA Agarose 50% (Qiagen) e incubando-se a 4oC, por 1 

h, sob leve agitação. A amostra foi centrifugada a 200 x g, por 1 min, antes de ser 

adicionada à coluna. A coluna foi então lavada 3 vezes com 10 mL de tampão de 
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lavagem (PBS pH 7,4 modificado com 40 mM de imidazol). Por fim, a proteína 

purificada foi eluída 3 a 5 vezes com 1 mL de tampão de eluição (PBS pH 7,4 

modificado com 250 mM de imidazol). As frações obtidas no processo foram 

analisadas por SDS-PAGE e quantificadas no NanoDrop (Thermo Scientific). Para a 

concentração e a retirada do imidazol, as frações foram centrifugadas 3 vezes por 10 

min a 5000 x g a 4oC em tubos de filtração Amicon®ultra de 10k (Millipore). A proteína 

purificada foi analisada por imunodetecção com anticorpos anti-His. 

 

 LIC20001 (fragmento menor) 

 

O fragmento menor da proteína LIC20001, que corresponde ao domínio 

discoidina, foi clonado no vetor comercial pGEM-T e após confirmação de sua 

identidade subclonado no vetor de expressão pAE. Para a expressão bactérias E. coli 

BL21 (DE3) foram transformadas com as construções obtidas e as colônias foram 

selecionadas em placas LB-Amp100. Para indução da expressão foi feito um pré-

inóculo de um clone positivo em 20 mL de meio LB-Amp100. Incubou-se a 37ºC sob 

agitação contínua de 250 rpm a 37oC por 16-20 h. O pré-inóculo foi adicionado a 500 

mL de meio LB-Amp100 e o inóculo foi incubado até que se atingisse uma DO600nm 

entre 0,4 e 0,6. Foram retirados 2 mL de cultura para o controle antes de induzir. Para 

a indução adicionou-se 1 mM de IPTG e incubou-se por mais 4 horas nas mesmas 

condições. A cultura foi centrifugada por 20 min a 2075 x g a 4oC. O sedimento foi 

solubilizado em 50 mL de PBS contendo 500 μL de mistura de inibidores de protease, 

50 mg de lisozima,. e incubado por 30 min a 4oC. A amostra foi sonicada utilizando-

se 3 ciclos (9s’ On e 9s’ Off) de 10 min. Centrifugou-se a 12857 x g por 30 min a 4oC. 

O sedimento (fração insolúvel) foi ressuspendido em 50 mL de PBS pH 7,4 contendo 

uréia 8 M e mantido por 16-20h sob agitação a 4ºC. Após solubilização e centrifugação 

por 10 min a 4oC e 12.000 x g, o sedimento bacteriano foi submetido a cromatografia 

líquida de afinidade com utilização de colunas de níquel acopladas ao sistema de 

purificação Äkta Prime Plus (GE Healthcare Life Sciences). A eluição das frações 

correspondentes às proteínas purificadas foi obtida com diluições crescentes do 

tampão PBS pH 7,4 imidazol 1 M e uréia 8 M. Os picos observados no cromatrograma, 

correspontentes às proteínas purificadas, foram coletados e posteriormente dialisados 
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por 16-20h em tampão PBS pH 7,4 uréia 3M, seguido de 8 trocas de PBS pH 7,4, 

uréia 0,5M e duas trocas de PBS PH 7,4 (as trocas de tampões foram realizadas em 

intervalos de 4 horas). A proteína purificada foi analisada por imunodetecção com 

anticorpos anti-His. 

 

 LruA/LipL71 e fragmento LysM (LIC11003) 

 

O vetor empregado para a expressão da proteína LruA/LipL71 e do fragmento 

LysM (domínio rico em lisinas da proteína LruA/LipL71) foi o pET-28 a(+) (Novagen). 

Os procedimentos de transformação, indução e sonicação foram feitos sob as 

mesmas condições usadas para o fragmento maior da proteína que codifica o gene 

LIC20001 empregando-se para sua expressão a cepa C43. O extrato solúvel foi 

solubilizado em tampão solúvel (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 6,5) e submetido a 

cromatografia líquida de afinidade com utilização de coluna de níquel acoplada ao 

sistema de purificação Äkta prime Plus (GE Healthcare Life Sciences). A eluição das 

frações correspondentes às proteínas purificadas foi obtida com diluições crescentes 

do tampão B (tampão A contendo 1 M de imidazol). Os picos observados no 

cromatograma, correspondentes às proteínas purificadas, foram coletados. As frações 

mais puras foram reunidas. Na concentração das proteínas e na troca de tampão para 

PBS PH 7,4 foi usado o mesmo procedimento descrito para o fragmento maior da 

proteína LIC20001. As proteínas foram analisadas por imunodeteção com anticorpos 

anti-His. 
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 LIC12901 (Regulador metabólico molibdato, domínio LRR) 

 

O vetor empregado para a expressão do domínio LRR, parte da proteína 

codificada pelo gene LIC12901, foi o pET-28 a(+) (Novagen). A transformação foi feita 

em bactérias E. coli BL21 (DE3), conforme descrito no item 3.8.1. A indução da 

expressão também foi feita conforme anteriormente descrito, à exceção da utilização 

de 0,01 mM de IPTG. A cultura foi centrifugada por 20 min a 2075 x g a 4oC. O 

sedimento foi solubilizado em 50 mL de tampão pH 8 contendo Tris 100 mM, EDTA 

5mM, deoxicolato de sódio 0,1% e 50 µg/ml de lisozima. Após incubação por 15 min 

a temperatura ambiente, as amostras foram sonicadas utilizando-se ciclos de 9s’ On 

e 9s’ Off, com pausas de 1 min até as amostras apresentarem menor turbidez. 

Centrifugou-se a 12.000 x g por 15 min a 4oC. A fração solúvel foi descartada, e a 

insolúvel foi lavada para a remoção de contaminantes, seguindo um protocolo de 

lavagem que inclui uma lavagem duas vezes com solução contendo 100 mM de Tris, 

1 mM de EDTA, 0,1% de deoxicolato de sódio e uma vez com solução Tris 100 mM, 

EDTA 1 mM. As lavagens foram feitas adicionando-se 50 mL do tampão 

correspondente seguida de sonicação e centrifugação a 12000 x g por 15 min a 4oC. 

Após lavagem do sedimento, este foi diluído no tampão de renaturação (CAPS 

(C9H19NO3S) 50 mM pH 11, EDTA 1 mM e arginina 0,5 M) até atingir uma densidade 

óptica de DO350nm 1. A suspensão de corpúsculos foi colocada em saquinhos plásticos, 

que foram selados a vácuo e levados para um vaso de pressão (R4-6-40, High 

Pressure Equipment). Uma pressão de 2,4 kbar foi aplicada por 90 min. Em seguida 

as amostras foram descomprimidas lentamente até atingir a pressão de 0,4 kbar e 

incubadas por 16 h nessa condição. As amostras foram logo centrifugadas a 12000 x 

g por 15 min, dialisadas contra PBS PH 7,4, centrifugadas e estocadas a -20°C para 

posterior uso. A obtenção da proteína foi analisada por imunodetecção com anticorpos 

anti-His. 

 

 LipL41 (LIC12966) 

 

Para a obtenção da proteína LipL41 foram empregados os mesmos 

procedimentos descritos para o fragmento menor da proteina LIC20001. Após a 
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centrifugação (20 min a 2075 x g a 4°C) o sedimento foi solubilizado em 50 mL de 

tampão Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 8,0 contendo 500 μL de mistura de inibidores 

de protease, 10 mg de lisozima 0,5% (v/v) Triton X-100, 1 μL de benzonase (250 U/μL, 

Sigma Aldrich), MgCl2 10 mM e incubado por 30 min a 4°C. A amostra foi sonicada 

utilizando-se 3 ciclos (9s’ On e 9s’ Off) de 10 min. Centrifugou-se a 12857 x g por 30 

min a 4°C. A fração solúvel foi coletada e guardada a 4°C. Para a purificação, 

concentração e troca de tampão foi empregado o mesmo processo que foi feito para 

o fragmento maior da proteína que codifica o gene LIC20001. A proteína purificada foi 

analisada por imunodeteção com anticorpos anti-His. 

 

 CONFIRMAÇÃO DA IDENTIDADE DAS PROTEÍNAS POR 

ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

 

 A identidade das proteínas purificadas foi confirmada utilizando-se LTQ Velos 

Orbitrap Mass Spectrometer (Thermo Scientific) , o programa Mascot versão 2.4.0 

(Matrix Science, Londres, Reino Unido) e o banco de dados UniProt de Leptospira 

interrogans. 

 

 

 

 SDS-PAGE E WESTERN BLOT 

 

 As amostras coletadas não induzidas, induzidas e as frações coletadas após 

os processos de lise e purificação foram analisadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida em condições desnaturantes (SDS-PAGE) (SAMBROOK; FRITSCH; 

MANIATIS, 1989). As proteínas foram coradas com Coomassie. Alternativamente, 

foram transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram incubadas 

com 10% de leite em pó desnatado em PBS-T por 16 a 20 horas a 4°C. Após três 

lavagens de 15 min em PBS-T foram incubadas com anticorpo primário anti-his obtido 

em camundongo (Life Technologies) diluído 1:5000 em PBS-T por 60 min sob 

agitação a temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram lavadas três 

vezes com PBS-T por 15 min e incubadas 60 min sob agitação com anti-IgG de 
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camundongo conjugado com peroxidase (Sigma Aldrich) na diluição 1:10000 em PBS-

T. A membrana foi lavada três vezes por 15 min com PBS-T e a detecção foi realizada 

por quimioluminescência (ELC-West Pico Pierce). 

 

 DETERMINAÇÃO DO TÍTULO DE ANTICORPOS PRODUZIDOS CONTRA AS 

PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

 

  Produção de anticorpos contra as proteínas recombinantes LIC20001 
(fragmento maior e menor), LIC11003 (LruA/LipL71), LIC12901 (regulador 
metabólico molibdato) e LIC12966 (LipL41) 
 

Antissoros contra as proteínas recombinantes foram produzidos em coelhos por 

outro membro do grupo e me foram gentilmente cedidos (aprovação Comitê de Ética 

– CEUAIB nº 9452010316). Previamente à imunização dos coelhos com as proteínas 

realizou-se a sangria pelo plexo auricular para obtenção de soro pré-imune, utilizado 

como controle negativo em alguns experimentos. Coelhos Nova Zelândia fêmeas de 

4 a 6 semanas foram imunizados pela via intramuscular com 100 μg de cada proteína 

recombinante e 2,5 mg de hidróxido de alumínio utilizado como adjuvante em um 

volume final de 500 µL. Foram aplicados mais dois reforços com intervalos de 15 dias 

com a mesma preparação de proteína. Quinze dias após a última imunização os 

coelhos foram sangrados por punção cardíaca. Em todas as etapas o sangue coletado 

foi centrifugado por 5 min a 3.000 x g e o soro separado. O soro foi analisado por 

ELISA para determinação dos títulos de anticorpos. 

 

 Titulação dos soros por ELISA 

 

As proteínas recombinantes LIC20001 (fragmento maior e menor), LIC11003 

(LruA/LipL71), LIC12901 (regulador metabólico molibdato) ou LIC12966 (LipL41) 

foram diluídas em tampão carbonato 0,1 M pH 9,6 e imobilizadas (0,5 μg/poço) em 

placas de microdiluição de 96 poços por 16 horas a 4°C. A placa foi lavada 3 vezes 

com PBS-T e este procedimento se repetiu entre cada etapa do protocolo que se 

segue. A seguir foram adicionados 200 μL de solução de bloqueio (leite em pó 
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desnatado 10% diluído em PBS-T) em cada poço e incubou-se por uma hora a 37oC. 

Posteriormente os poços foram lavados e foram adicionados os antissoros policlonais 

obtidos em coelho, em diluição seriada (1:40 até 1:102400) em tampão de diluição 

(1% de leite em pó desnatado e 0,01% de Tween-20 diluídos em PBS pH 7,4). 

Incubou-se por uma hora a 37oC. Após lavagens foi adicionado anti-IgG de coelho 

conjugado com peroxidase diluído 1:10000 em tampão de diluição e a placa foi 

incubada por uma hora a 37oC. A revelação foi feita aplicando-se 100 μL por poço de 

solução de OPD (0,05% ortofenilenodiamina e 0,015% de H2O2 em tampão citrato-

fosfato 0,1 M pH 5) e incubando-se por 10 min no escuro. A reação foi interrompida 

adicionando-se 50 μL de H2SO4 8 N. A leitura da absorbância foi determinada em um 

leitor de microplacas (Labsystems Uniscience, Multskan EX) a 492 nm. 

 

  ENSAIO DE LOCALIZAÇÃO CELULAR DAS PROTEÍNAS LIC12901 

(REGULADOR METABÓLICO MOLIBDATO, DOMÍNIO LRR) E LIC20001 

(FRAGMENTO MAIOR) 

 

Os ensaios de microscopia eletrônica foram realizados em colaboração com a 

Dra. Cecília Abe do Laboratório de Bacteriologia do Instituto Butantan. Vinte mL de 

cultura de L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm e L. biflexa sorovar Patoc 

estirpe Patoc I em EMJH (8 x107/mL de bactéria) foram centrifugados a 3200 x g, 16°C 

por 10 min. Os sedimentos foram ressuspendidos em 500 µL de PBS pH 7,4 e lavados 

3 vezes (centrifugações a 2300 x g por 10 min) com PBS pH 7,4 e fixados com 

paraformaldeído 4% em PBS pH 7,4 por 30 min em temperatura ambiente. As 

preparações foram lavadas três vezes com 500 µL de PBS contendo BSA a 0,2% 

(PBS-BSA 0,2%) (centrifugação a 2300 x g por 5 min a 22oC) e bloqueadas com 500 

µL da mesma solução por 30 min. Em seguida, as preparações foram incubadas 

durante 16-18 horas a 4oC com os anticorpos primários anti-regulador metabólico 

molibdato (domínio LRR) e anti- LIC20001 (fragmento maior), ou com os respectivos 

soros pré-imunes (controle negativo), na diluição de 1:10 em PBS-BSA 0,2%. Após a 

incubação, as preparações foram lavadas 3 vezes com PBS pH 7,4 e incubadas com 

anticorpo secundário anti-IgG de coelho produzido em cabra, marcado com partículas 

de ouro coloidal - 10 nm (SigmaAldrich, Co., EUA) numa concentração de 1:10 em 
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PBS pH 7,4 durante três horas, a temperatura ambiente. Após três lavagens com PBS 

pH 7,4 as soluções foram centrifugadas a 2.300 x g por 5 min a 22oC. O sobrenadante 

foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em água. Dez microlitros de cada uma 

das preparações foram aplicadas sobre grades de níquel previamente revestidas com 

Formvar. Após 3 min, o excesso de líquido sobre a grade foi retirado com papel de 

filtro, e as preparações secas ao ar. As preparações foram observadas por 

Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) (LEO 906E - LEO 906E, Zeiss, 

Alemanha) a 80 kV. 

 

 INTERAÇÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES COM LAMININA, 

FIBRONECTINA, VITRONECTINA, FATOR H, FIBRINOGÊNIO E COLÁGENO I  

 

  Por overlay 

 

A interação das proteínas recombinantes com os componentes de matriz 

extracelular e com o Fator H foi avaliada por overlay sob as mesmas condições 

descritas acima no item 3.10. Resumidamente, as proteínas recombinantes foram 

submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida em condições não desnaturantes, 

usando tampão de aplicação sem β-mercaptoetanol (SDS-PAGE) (SAMBROOK; 

FRITSCH; MANIATIS, 1989) e foram transferidas para membranas de nitrocelulose. 

Após bloqueio com BSA 5% (fibrinogênio, laminina, fibronectina e colágeno) ou leite 

desnatado 10% (vitronectina e Fator H), as membranas foram incubadas com 100µg 

de laminina, fibronectina, fibrinogênio ou colágeno I purificados ou com SHN (10%) 

como fonte de vitronectina ou Fator H. As membranas foram lavadas três vezes. Em 

seguida foram incubadas com anticorpos policlonais contra cada componente (numa 

diluição 1:5000 e para colágeno foi incubado com anti-colágeno IV 1:2000) e lavadas 

três vezes com PBS-T. Foram incubadas a seguir com anticorpos secundários 

conjugados com peroxidase correspondentes: para os ensaios com laminina, 

fibronectina, fibrinogênio e vitronectina foi empregado anti-coelho (1:5000), para 

colágeno anti-coelho (1:7000) e para Fator H foi usado anti-cabra (1:10000). Todos os 

componentes e anticorpos foram diluídos em PBS pH 7,4. Após três lavagens com 

PBS-T, a deteção foi realizada com o kit Super Signal West Pico Chemiluminescent 
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Substrate (Pierce) e as imagens detectadas por um fotodocumentador Alliance 2.7 

(UVITEC Cambridge, Cambridge UK).  

 

   Avaliação da interação da proteína termolisina com vitronectina por 
ELISA 
 

A proteína recombinante termolisina foi imobilizada em placa de microdiluição 

de 96 poços numa concentração de 1 µg por poço em 100 µL de PBS pH 7,4 e 

incubada 16 horas a 4oC. Após incubação foram feitas duas lavagens com PBS-T e o 

bloqueio foi feito com BSA 3% diluído em PBS pH 7,4 (200 µL/poço) por 2 horas a 

37oC. Após uma lavagem com PBS-T foram adicionadas concentrações crescentes 

da molécula vitronectina (50-1000 ng) e a incubação foi feita por 1 hora a 37oC. Após 

três lavagens foi adicionado anti- vitronectina produzido em coelho (1:5000 diluído em 

PBS pH 7,4) e incubado por 1 hora a 37oC. Os poços foram lavados novamente, o 

anti-IgG de coelho conjugado a peroxidase foi adicionado numa concentração de 

1:10000, diluído em PBS pH 7,4 e incubado por mais 1 hora a 37oC. Após três 

lavagens a revelação foi feita adicionando-se 100 μL/poço de solução de OPD e 

incubando-se no escuro por 5 a 7 min. Foram adicionados 50 μL de H2SO4 8 N para 

interromper a reação. A leitura da absorbância foi determinada em um leitor de 

microplacas (Labsystems Uniscience, Multskan EX) a 492 nm. Como controle positivo 

do ensaio foi empregada a proteína LcpA (DA SILVA et al., 2015). 

 

   Avaliação do envolvimento dos domínios de heparina da vitronectina na 
interação com a proteína termolisina 
 

Para avaliar um possível envolvimento dos domínios de heparina na interação 

da molécula vitronectina com a proteína termolisina, a proteína recombinante foi 

imobilizada em poços de placas de microdiluição conforme descrito acima. Após 

bloqueio foi feita uma lavagem com PBS-T e foram adicionadas soluções contendo 

quantidades crescentes de heparina (0,1 – 20 μg/mL) e vitronectina (10 μg/mL) 

diluídas em PBS pH 7,4 (100 μL por poço). Incubou-se por 1 hora a 37oC e a detecção 

da vitronectina ligada à termolisina foi feita conforme descrito acima. 
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 Avaliação do papel de forças iônicas nas interações da proteína 
termolisina com a vitronectina humana 
 

A proteína reccombinante termolisina foi imobilizada conforme acima descrito. 

Após bloqueio foi feita uma lavagem com PBS-T e foram adicionadas soluções com 

vitronectina (10 μg/mL) e quantidades crescentes de NaCl (62,5, 125, 250,500,1000 

mM) diluídas em PBS pH 7,4 (100 μL/poço). Após incubação por 1 hora a 37oC a 

detecção da vitronectina ligada à termolisina foi feita conforme descrito acima. 

 

  Avaliação da interação da proteína LIC20001 com diferentes tipos de 
colágeno por ELISA 
 

Colágenos I, III, IV e V foram imobilizados nos poços de placas de microdiluição 

de 96 poços (1 μg/poço) por 16 horas 4oC. Após duas lavagens com PBS-T foi feito o 

bloqueio com BSA 3% por duas horas a 37oC. Os poços foram lavados e o fragmento 

menor da proteína LIC20001 (0,5 μg/poço) foi adicionado e incubado por 1 hora a 

37oC. Adicionou-se, então, antissoro específico produzido em coelho, numa 

concetração de 1:5000 diluído em PBS pH 7,4. Após incubação por 1 hora a 37oC 

foram feitas três lavagens com PBS-T e adicionou-se anti-IgG de coelho conjugado a 

peroxidase numa concentração de 1:10000 diluído em PBS pH 7,4. Incubou-se por 

mais 1 hora a 37oC e após três lavagens a revelação foi feita adicionando-se 100 μL 

por poço de solução de OPD e incubando-se a placa por 8 min no escuro. A reação 

foi interrompida adicionando-se 50 μL de H2SO4 8 N. A leitura da absorbância foi feita 

a 492 nm em um leitor de microplacas (Labsystems Uniscience, Multskan EX). 

 

 ENSAIO DE INIBIÇÃO DA ADESÃO DE LEPTOSPIRAS PELO FRAGMENTO 

MENOR DA PROTEINA LIC20001 (DOMÍNIO DISCOIDINA) 

 

As moléculas de matriz extracelular colágeno IV, laminina, fibronectina e 

fibrinogênio foram imobilizadas em placas de microdiluição de 96 poços numa 

concentração de 1 µg por poço em 100 µL de PBS pH 7,4 e incubadas 16 horas a 
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4oC. Após incubação foram feitas duas lavagens com PBS-T e o bloqueio foi feito com 

BSA 3% diluído em PBS pH 7,4 (100 µL/poço). Incubou-se por 2 horas a 37oC e após 

o bloqueio foi feita uma lavagem com PBS-T e foi adicionado o fragmento menor da 

proteína LIC20001 (1 µg/poço). A incubação foi feita por 1 hora a 37oC. Após três 

lavagens com PBS-T as placas foram incubadas com 1x108 espiroquetas por poço 

por 1 hora a 37oC seguindo o protocolo descrito por Barbosa et al. 2006. 

Após três lavagens com PBS a detecção das bactérias aderidas foi feita com 

um anticorpo específico para LipL32 produzido em camundongo, numa concentração 

de 1:5000 diluído em PBS pH 7,4, e incubado por 1 hora a 37oC. Após três lavagens 

com PBS, anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase foi adicionado numa 

concentração de 1:5000 diluído em PBS pH 7,4 e incubado por mais 1 hora a 37oC. 

Após três lavagens a revelação foi feita adicionando-se 100 μL por poço de solução 

de OPD e incubando-se a placa por 10 min no escuro. A reação foi interrompida 

adicionando-se 50 μL de H2SO4 8 N. A leitura da absorbância foi feita a 492 nm em 

um leitor de microplacas (Labsystems Uniscience, Multskan EX). 
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4 RESULTADOS 

 

 OBTENÇÃO DE PROTEÍNAS DE SUPERFÍCIE DE LEPTOSPIRA  

 

Para a obtenção das proteínas de superfície de Leptospira foram utilizados dois 

métodos. No primeiro, as proteínas de superfície foram marcadas por biotilinação e 

isoladas utilizando uma coluna de afinidade de avidina. No segundo, utilizou-se um 

protocolo de extração com o detergente sarcosil. Os extratos foram fracionados por 

SDS-PAGE e os géis foram corados por prata (Figura 10). Estimou-se a concentração 

dos preparados de OMPs, obtendo-se 0,163 µg/µL (proteínas biotiniladas) e 0,589 

µg/µL (extração com sarcosil). 

Figura 10- OMPs obtidas por biotinilação ou extração com sarcosil. 

 

 

SDS-PAGE (12%) das OMPs obtidas por biotinilação (esquerda) e extração com sarcosil (direita) coradas por 
prata. Marcador Pageruler. Fonte: Cárdenas Arias (2018). 

 

 INTERAÇÃO DAS OMPS COM MOLÉCULAS DO HOSPEDEIRO 

 

Com o objetivo de selecionar o melhor preparado de OMPs para os ensaios 

subsequentes, realizou-se um ensaio piloto de Far-Western blot. As OMPs obtidas por 

extração com sarcosil (Figura 10, canaleta 1) ou por biotinilação (Figura 10, canaleta 

2) foram submetidas a SDS-PAGE 12%, transferidas para membranas de 
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nitrocelulose e incubadas com soro como fonte de Fator H e vitronectina, ou com 

laminina, fibronectina ou fibrinogênio purificados. Após lavagens, as membranas 

foram incubadas com anticorpos primários específicos. Para todas as moléculas 

analisadas, um maior número de ligantes bacterianos foi observado utilizando-se o 

preparado de OMPs obtido por extração com sarcosil (Figura 11). Portanto, optou-se 

por utilizar tal preparado nos ensaios subseqüentes com as esferas magnéticas. 

 

Figura 11- Ensaio piloto de Far-Western blot. 

 

OMPs extraídas com o detergente sarcosil (1) ou obtidas pelo procedimento utilizando biotina (2) foram submetidas 
a SDS-PAGE 12%, transferidas para membranas de nitrocelulose e incubadas com SHN (10%) ou com 100µg de 
laminina, fibronectina ou fibrinogênio. As moléculas que interagiram com as OMPs foram detectadas com anti-
Fator H, anti-vitronectina, anti-laminina, anti-fibronectina ou anti-fibrinogênio, todos na diluição de 1:5000. M: 
Marcador Pageruler. Fonte: Cárdenas Arias (2018). 

 

 

Com o objetivo de identificar OMPs de Leptospira que interagem com 

moléculas do hospedeiro, adotou-se um protocolo de imobilização das moléculas-alvo 

em esferas magnéticas. Laminina, fibronectina, fibrinogênio, vitronectina e Fator H 

foram acoplados covalentemente às esferas e estas foram incubadas com OMPs 

(extraídas por sarcosil). Após as interações, as esferas foram lavadas e submetidas a 

SDS-PAGE 12%. Os géis foram corados por prata. Pôde-se detectar uma série de 

bandas que potencialmente interagem com as moléculas testadas (Figura 12). As 

bandas foram excisadas e enviadas para identificação por espectrometria de massas. 
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Figura 12- OMPs que interagiram com diferentes moléculas do hospedeiro coradas 
por prata. 

 

 
SDS-PAGE 12% das OMPs que interagiram com diferentes moléculas do hospedeiro coradas por prata.Marcador 
Pageruler(Thermofisher) Fonte: Cárdenas Arias (2018). 

 

 IDENTIFICAÇÃO DOS LIGANTES BACTERIANOS POR ESPECTROMETRIA 

DE MASSAS E SELEÇÃO DAS PROTEÍNAS DE INTERESSE  

 

Diversas proteínas foram identificadas por espectrometria de massas, algumas 

com função conhecida e outras com função desconhecida (Apêndice I). Cinco 

proteínas, apresentando domínios relacionados à adesão, presentes apenas nas 

espécies patogênicas de Leptospira, foram selecionadas e produzidas na forma de 

recombinantes em E. coli para realização de ensaios funcionais que comprovem as 

interações observadas (Tabela 4- Proteínas selecionadas para o estudo.Tabela 4). As 

seguintes proteínas foram caracterizadas no presente estudo: 

1. LIC13322 - trata-se de uma protease já estudada pelo nosso grupo (FRAGA 

et al., 2014), envolvida na degradação de fibrinogênio e decorina. Identificou-se uma 

interação desta proteína com vitronectina humana. 

2. LIC20001 – proteína que contém um domínio discoidina; há relatos na 

literatura de que este domínio está envolvido na adesão a células e a vários tipos de 

colágeno (BORZA; POZZI, 2014). Detectou-se interação desta proteína com 

fibrinogênio, fibronectina e laminina. 

3. LIC11003 (LruA ou LipL71) – essa proteína contém um domínio LysM, 

presente em outras bactérias patogênicas; proteínas contendo este domínio 

kDa

72       

43

34

26



68 

 

 

interagem com vários componentes da matriz extracelular (HIRSCHHAUSEN et al., 

2012). Detectou-se sua interação com laminina. 

4. LIC12901 – proteína que apresenta um domínio leucine rich repeat (LRR) 

normalmente envolvido nos processos de adesão e invasão (MALHAS; ABUKNESHA; 

PRICE, 2002). Detectou-se sua interação com laminina. 

5. LIC12966 (LipL41) – proteína com 4 domínios tetratricopeptídeos na porção 

C-terminal; em geral, tais domínios estão envolvidos em interações proteína-proteína. 

LipL41 já foi descrita como uma proteína envolvida nos processos de regulação e 

armazenamento de ferro (LIN et al., 2013). Detectou-se sua interação com 

fibronectina, fibrinogênio e Fator H. 

 

Tabela 4- Proteínas selecionadas para o estudo. 
 

Proteína Massa molecular 
(observada) 

Referências 

Fibronectina, 
Fibrinogênio, 

Laminina 

 
LIC20001 

 
92 kDa 

Agarwal et al., 2002; 
Leitinger e Kwan 2006 

Carafoli e Hohenester 2013 

 
Laminina 

 
LIC11003  

(LruA/LipL71) 

 
71 kDa 

 
Verma et al. 2005 

Wu et al. 2016 

 
Laminina 

 
LIC12901 

 (Domínio LRR) 

 
30 kDa 

Loimaranta et al. 2009; 
Freiberg et al. 2004, Miras 
et al. 2015; Nitipan et al. 

2013 

Fibronectina, 
Fibrinogênio, 

Laminina,  
Fator H 

  
LIC12966 
 (LipL41) 

 
41 kDa 

 
Shang et al. 1996; King et 

al. 2013, Lin et al. 2013 

 
Vitronectina 

 
LIC3322  

(Termolisina) 

 
70 kDa 

 
Fraga et al. 2014 

 

 CLONAGEM E EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS SELECIONADAS 

 

 Amplificação dos genes por PCR 

 

Das cinco proteínas descritas na Tabela 4, quatro foram produzidas na forma 

recombinante. A termolisina, codificada pela LIC13322, já havia sido expressa e 
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purificada por outros membros do grupo. A proteína LIC20001 não foi produzida 

inteira. Neste caso foi obtida uma recombinante contendo boa parte da proteína (72 

kDa) e outra correspondendo especificamente ao domínio discoidina (18,9 kDa). No 

que diz respeito à LIC12901, em se tratando de uma proteína muito grande, apenas o 

domínio LRR (30 kDa) foi produzido. Os genes de interesse foram devidamente 

amplificados e purificados para posterior clonagem (Figura 13). 

Figura 13- Fragmentos amplificados por PCR 

 

1. LIC20001 (2526 pb), 2. LIC20001 (Fragmento maior 1890pb), 3. LIC20001 (Fragmento menor 465pb), 4. 
LIC11003 (LruA/LipL71 1593pb) 5. LIC11003 (domínio LysM 186pb), 6. LIC12901 (domínio LRR 741 pb), 7. 
LIC12966 (LipL41 993 pb). M: Marcador 1kb Plus DNA ladder (Invitrogen). Fonte: Cárdenas Arias (2018)  

 

 Clonagem dos produtos amplificados no vetor pGEM-T e no vetor pET-28 

 

Os genes LIC12966 (LipL41) e LIC20001 (fragmento menor) foram clonados 

no vetor pGEM-T e posteriormente subclonados no vetor de expressão pAE. Os genes 

LIC20001 (fragmento maior), LIC12901 (domínio LRR), LIC11003 (proteína 

LruA/LipL71 inteira e seu domínio LysM) foram clonados diretamente no vetor de 

expressão pET-28a(+) (Novagen).  

Colônias isoladas foram analisadas por PCR quanto à presença dos insertos 

de interesse (Figura 14). Clones positivos foram obtidos para todos os genes exceto 

para o gene que codifica a discoidina inteira (LIC20001). Obtiveram-se 
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minipreparações do DNA plasmidial dos clones selecionados e realizou-se 

sequenciamento utilizando os primers M13F e M13R (pGEM-T) ou T7R e T7F (pAE/ 

pET-28a(+)) e, em alguns casos, primers específicos de cada gene ou primers 

internos. Os resultados do sequenciamento foram analisados utilizando o programa 

Snapgene. Todos os clones selecionados não apresentaram alterações. 
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Figura 14- Clonagem dos genes de interesse. 

          

 

Seleção de clones por PCR: LIC 20001 (2526 pb) no vetor pGEM-T esquerda, LIC20001 (Fragmento maior) no 
vetor pET-28a(+) (Novagen) direita, LIC20001 (Fragmento menor 465 pb) no vetor pGEM-T esquerda, e direita no 
vetor pAE, (LipL 41 993 pb) esquerda no vetor pGEM-T, direita no vetor pAE, os demais clones no vetor pET-
28a(+) (Novagen). LIC11003 (LruA/LipL71 inteira: 1593 pb, LruA/LipL71 (domínio LysM: 186 pb), LIC12901 
(domínio LRR 741 pb). C+: DNA genômico L. interrogans. M. Marcador Gene Ruler 1kb Plus DNA (Invitrogen). 
Fonte: Cárdenas Arias (2018). 
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 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

 

 LIC20001 (fragmento maior)  

 

Tentou-se, primeiramente, expressar esta proteína em E. coli BL21 

(DE3), mas não se obteve sucesso. As construções foram então transformadas 

em E. coli C43 e se conseguiu obter a proteína na fração solúvel. A expressão 

do fragmento maior da LIC20001 foi analisada por eletroforese em gel de 

poliacrilamida 12%. As frações do sobrenadante foram purificadas por 

cromatografia de afinidade a níquel. Na Figura 15 As frações 3 e 4, indicadas 

por setas, foram reunidas, concentradas em tubos de filtração Amicon®ultra de 

10k (Millipore) e estocadas a -4°C. Junto com as frações coletadas, foram 

analisados os produtos de descarte após a lavagem. Apesar de perdas após 

as lavagens, a proteína obtida (72 kDa) apresentou concentração adequada 

para os próximos ensaios. A proteína foi analisada por espectrometria de 

massas e se confirmou sua identidade. 
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Figura 15- Análise das frações coletadas durante a purificação da proteína LIC20001 
(fragmento maior) a partir do extrato solúvel. 

                 

 

Acima: SDS-

PAGE 12% contendo a proteína LIC20001 (fragmento maior) (72 kDa). O gel foi corado com Coomassie. Marcador 

Pageruler, Os pools escolhidos estão indicados por setas. Embaixo: o fragmento proteico maior correspondente a 

proteína LIC20001 compreende os aminoácidos 1 a 625, incluindo o domínio discoidina indicado no retângulo 

cinza. Fonte: Cárdenas Arias (2018). 

 

 LIC20001 (fragmento menor)  

 

A expressão do fragmento menor da proteína LIC20001 foi realizada em E. coli 

BL21(DE3). As bactérias foram transformadas com as construções plasmidiais acima 

mencionadas. A expressão da proteína foi analisada por eletroforese em gel de 

poliacrilamida 12%. As frações do sedimento foram purificadas em coluna HisTrap 

acoplada ao Äkta. Observam-se bandas correspondentes aos tamanhos esperados 

(18,9 kDa) na Figura 16. As frações mais puras, indicadas por setas, foram reunidas, 

dialisadas e estocadas a -20ºC. 
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Figura 16- Análise das frações coletadas durante a purificação do fragmento menor 
da proteína LIC20001 a partir do extrato insolúvel. 

 

 

 

 

Acima: SDS-PAGE 12% contendo a proteína LIC20001 (fragmento menor) (18,9 kDa). O gel foi corado com 
Coomassie. Marcador Pageruler, Os pools escolhidos foram os que apresentaram menor contaminação, indicados 
na figura por setas. Embaixo: o fragmento proteico menor correspondente a proteína LIC20001 compreende os 
aminoácidos 136 a 258, incluindo o domínio discoidina indicado no retângulo cinza. Fonte: Cárdenas Arias (2018).  

 

 LruA/LipL71 e fragmento LysM  

 

A expressão dessas proteínas foi feita em E. coli C43. A expressão da 

proteína LruA/LipL71 e do fragmento LysM foi analisada por eletroforese em 

gel de poliacrilamida 12% e 15%, respectivamente. As frações do sobrenadante 

foram purificadas em coluna HisTrap acoplada ao Äkta. 

 

As frações da LruA/LipL71 indicadas por setas na figura 4, foram 

reunidas, dialisadas e estocadas a -20ºC. Três bandas são visualizadas no gel. 

Análise por espectrometria de massas confirmou a identidade e a pureza da 

referida proteína e, portanto, os fragmentos devem corresponder à proteólise 
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parcial da amostra (Figura 20). O fragmento proteico que supostamente deveria 

corresponder ao domínio LysM (Figura 17), apresentou massa molecular 

superior à esperada. Análise por espectrometria de massas não confirmou a 

identidade desse fragmento. Após várias tentantivas de purificação não foi possível 

obter o fragmento. Isso pode ser atribuído à composição de aminoácidos da proteína, 

rica em lisinas, à agregação, à polaridade ou a outros fatores dificultem a interação 

entre as caudas de histidina da proteína e o agente ligante para sua purificação. 

 

Figura 17- Análise das frações coletadas durante a purificação da proteína LruA e o 
do fragmento LysM a partir do extrato solúvel  

 

.  

 

 

 

Acima: SDS-PAGE 12% da proteína LruA/LipL71 (71 kDa) (direita) e SDS-PAGE 15% do fragmento LysM da 
proteína LruA/LipL71 (8,9 kDa) (esquerda) corados com Coomassie. M marcador Pageruler. Pools de tubos após 
a purificação pelo sistema Akta. Os pools escolhidos estão indicados nas figuras por setas. Embaixo: o fragmento 
proteico correspondente a proteína LruA/LipL71 compreende os aminoácidos 33 a 555, incluindo o domínio o 
domínio LysM que que por sua vez compreende os aminoácidos 411 a 467 da proteína. Fonte: Cárdenas Arias 
(2018).  
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 Regulador metabólico molibdato, domínio LRR  

 

A expressão do domínio LRR foi feita em E. coli Bl21(DE3) e a 

purificação foi realizada a partir da fração insolúvel empregando-se, 

inicialmente, coluna de níquel acoplada ao sistema de purificação Äkta prime 

Plus (GE Healthcare Life Sciences). Como houve precipitação da proteína na 

etapa de renaturação empregou-se outra estratégia que consiste na 

solubilização dos corpúsculos e na renaturação proteica utilizando alta pressão 

hidrostática. Com este protocolo, normalmente se obtém um bom rendimento 

proteico. No entanto, durante a renaturação, houve agregação proteica levando 

à perda de aproximadamente 70% da proteína. Mesmo assim, pôde-se obter 

uma quantidade considerável, suficiente para produção de antissoro policlonal 

e realização dos ensaios funcionais previstos.  

A proteína foi dialisada e armazenada em alíquotas a -4ºC, que foram 

concentradas quando necessário. Na Figura 18 e na Figura 20 pode-se 

observar que a proteína LRR encontra-se pura e apresenta o tamanho 

esperado (30 kDa). A identidade deste fragmento foi confirmada por 

espectrometria de massas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



77 

 

 

 

Figura 18- Análise do dominio LRR do Regulador metabólico molibdato purificado e 
dialisado. 

                   

 

        

Acima: SDS-PAGE 12% corado com Coomassie. M: Marcador GE LMW. Canaleta 3 e 4: proteína concentrada (30 
kDa). Embaixo: o fragmento proteico correspondente a proteína regulador metabólico molibdato, incluindo o 
dominio LRR (indicado em verde), este compreende os aminoácidos 1226 a 1465. Fonte: Cárdenas Arias (2018).  

 

 LipL41 

 

Para a expressão da proteína LipL41, bactérias E. coli BL21 (DE3) foram 

transformadas com as construções. A expressão da proteína foi analisada por 

eletroforese em gel de poliacrilamida 12% e a proteína foi expressa na fração solúvel. 

As frações do sobrenadante foram purificadas em coluna HisTrap acoplada ao Äkta. 

Observam-se bandas no tamanho esperado (41 kDa) na Figura 19. As frações 

indicadas por setas foram reunidas, dialisadas e estocadas a -20ºC. A proteína foi 

analisada por espectrometria de massas e confirmou-se sua identidade. 
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Figura 19- Análise das frações coletadas durante a purificação da proteína LipL41 a 
partir do extrato solúvel. 

 

 

 

Acima: SDS-PAGE 12% corado com Coomassie. M marcador Pageruler. Pools de tubos após purificação pelo 
sistema Akta da proteína LipL41 (41 kDa). Os pools escolhidos estão indicados por setas. Embaixo: o fragmento 
proteico correspondente a proteína LipL41, este compreende os aminoácidos 30 a 355. Fonte: Cárdenas Arias 
(2018). 
 
 

 Todas as proteínas purificadas e utilizadas nos ensaios subsequentes são 

mostradas na Figura 20 

. 
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Figura 20- Proteínas purificadas e concentradas. 

 

 

SDS-PAGE 12% corado com Coomassie. M. Marcador Dual color (biorad). 1. LIC20001 (fragmento maior) (72 

kDa); 2. LIC20001 (fragmento menor) (18,9 kDa); 3. LruA/LipL71 (71 kDa); 4. Regulador metabólico molibdato, 
domínio LRR (30 kDa); 5. LipL41 (41 kDa); 6. Termolisina (70 kDa). Fonte: Cárdenas Arias (2018). 

 

 DETERMINAÇÃO DOS TÍTULOS DE ANTICORPOS PRODUZIDOS CONTRA 

AS PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

 

Os soros obtidos em coelho após a última sangria foram analisados por ELISA 

para obtenção dos títulos de anticorpos (Figura 21). Em todos os casos títulos de 

anticorpos superiores a 1:25600 foram observados, comprovando a imunogenicidade 

das proteínas. 
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Figura 21- Curvas de titulação de anticorpos produzidos contra as proteínas 

recombinantes. 

 

Foram efetuadas três imunizações com a proteína recombinante em intervalos de 15 dias. Soros coletados antes 
das imunizações (pré-imune) foram utilizados como controle, os animais foram sangrados após 15 dias após da 
terceira imunização e o soro foi coletado (imune). A determinação do título dos anticorpos foi realizada por ELISA. 
Fonte: Cárdenas Arias (2018). 

 

 ENSAIO DE LOCALIZAÇÃO CELULAR DAS PROTEÍNAS LIC20001 E 

REGULADOR METABÓLICO MOLIBDATO 

  

Os ensaios de microscopia eletrônica foram realizados pela colaboradora Dra. 

Cecília Abe, do Laboratório de Bacteriologia do Instituto Butantan. A localização 

celular foi realizada para as proteínas contendo os domínios discoidina e LRR apenas. 

As demais mencionadas na Tabela 4 já foram descritas como proteínas de membrana. 

Os resultados revelaram que as proteínas nativas foram reconhecidas pelos soros 

produzidos em coelhos imunizados com as proteínas recombinantes, como mostram 
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as Figura 22 e Figura 23. Conforme esperado, observou-se marcação apenas na 

estirpe patogênica L. interrogans sorovar Kennewicki Fromm. Vale lembrar que os 

genes que codificam estas duas proteínas estão ausentes na estirpe não patogênica 

L. biflexa sorovar Patoc Patoc I. Conclui-se, portanto, que as proteínas com domínio 

discoidina e LRR estão na superfície da bactéria Fromm.
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Figura 22- Localização celular da proteína com domínio discoidina (LIC20001). 

 

L. biflexa Patoc I (anti-discoidina) 

     

 

L. interrogans Fromm  

             pré imune      anti-discoidina 

     

 

 

 

 

 

Leptospiras foram incubadas com anti-discoidina ou com soro pré-imune, em seguida foram incubados e com anti-
IgG de coelho conjugado a ouro coloidal. A análise foi realizada usando um microscópio de transmissão de elétrons 
(LEO 906E - Leica Microsystems BmgH). Pontos onde houve marcação estão indicados por setas. Fonte: 
Cárdenas Arias (2018). 

Barras, 200 nm 
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Figura 23. Localização celular da proteína com domínio LRR (LIC12901). 

 

L. biflexa Patoc I (anti-LRR) 

    

L. interrogans Fromm  

pré imune     anti-LRR 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

           Barras, 200 nm 
 

Leptospiras foram incubadas com anti-LRR ou com soro pré-imune, em seguida foram incubados com anti-IgG de 
coelho conjugado a ouro coloidal. A análise foi realizada usando um microscópio de transmissão de elétrons (LEO 
906E - Leica Microsystems BmgH). Pontos onde houve marcação estão indicados por setas. Fonte: Cárdenas 

Arias (2018). 
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 INTERAÇÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES COM LAMININA, 

FIBRONECTINA, VITRONECTINA, FATOR H, FIBRINOGÊNIO E COLÁGENO I 

 

Conforme já mencionado, na primeira parte do projeto identificamos uma série 

de OMPs de Leptospira que interagem com as seguintes moléculas do hospedeiro: 

laminina, fibronectina, fibrinogênio, vitronectina e Fator H. As cinco proteínas 

escolhidas para este estudo interagem com as moléculas descritas na Tabela 4. Para 

confirmar estas interações foram realizados ensaios de Western blot com 

sobreposição utilizando as proteínas recombinantes produzidas em E. coli. As 

proteínas e seus controles foram submetidos à eletroforese (SDS-PAGE 12%) e 

transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram incubadas com 

fibronectina plasmática, laminina ou colágeno I purificados ou com 10% de SHN como 

fonte de Fator H e vitronectina. A detecção destas moléculas ligadas às proteínas 

recombinantes foi realizada com anticorpos específicos (Figura 21). Os resultados 

indicam que a proteína LIC20001 (sobretudo o fragmento menor de 18,9 kDa que 

representa o domínio discoidina) interage com fibronectina plasmática, laminina e 

fibrinogênio, confirmando os dados previamente obtidos mostrados na Tabela 4. Visto 

que há relatos na literatura de que outras proteínas que apresentam o domínio 

discoidina interagem com colágenos, também avaliamos a interação da LIC20001 

inicialmente com colágeno Tipo I. Conforme mostrado na Figura 24, o fragmento 

menor desta proteína também interage com este tipo de colágeno. Infelizmente, como 

o fragmento maior de 72 kDa da LIC20001 sofreu degradação, os resultados com esta 

proteína foram inconclusivos. No que diz respeito às proteínas LruA (LipL71) e LRR, 

suas interações com laminina (Tabela 4) também foram confirmadas, embora um sinal 

relativamente fraco tenha sido observado para LRR. Quanto à proteína LipL41, os 

dados inicialmente obtidos (Tabela 4) não se confirmaram, uma vez que a proteína 

não interagiu com nenhuma das três moléculas testadas: fibronectina, fibrinogênio e 

Fator H. Portanto, trata-se de um “falso positivo”. Por fim, a interação da termolisina 

(LIC13322) com vitronectina foi confirmada. Como o sinal obtido no WB com 

sobreposição foi fraco, os dados foram posteriormente confirmados em um ensaio de 

interação por ELISA.Os resultados destes ensaios estão sumarizados na Tabela 5. 
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Figura 24- Análise da interação de fibronectina plasmática, laminina, colágeno I, 
fibrinogênio, vitronectina e FH com as proteínas em estudo por Western blot com 
sobreposição  

Fibronectina plasmática 

 

M. Marcador  

1. Discoidina – fragmento maior (72 kDa) 

2. Discoidina – fragmento menor (18,9 kDa) 

3. LipL41 (41 kDa) 

4. LigAC (62 kDa) – Controle positivo 

 

 

Laminina 

M. Marcador  

1. Discoidina – fragmento maior (72 kDa) 

2. Discoidina – fragmento menor (18,9 kDa) 

3. LipL41 (41 kDa) 

4. LruA (71 kDa)  

5. LRR (30 kDa) 

6. LigAC (62 kDa) -– Controle positivo 

7. BSA (68 kDa) – Controle negativo 

 

Colágeno I 

 

1. Discoidina – fragmento maior (72 kDa) 

2. Discoidina – fragmento menor (18,9 kDa) 

3. LIC10301 (13 kDa) – Controle negativo 

4. BSA (68 kDa) – Controle negativo 

M 1       2  3    4     5 6    7         kDa
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Fibrinogênio 

 

1. Discoidina–fragmento maior (72 kDa) 

2. Discoidina–fragmento menor (18,9 kDa) 

3. LipL41 (41 kDa) 

4. BSA (68 kDa) – Controle negativo 

5. LigAC (62 kDa) – Controle positivo 

 

Vitronectina 

 

M. Marcador  

1. Termolisina (70 kDa) 

2. LcpA (21 kDa) – Controle positivo 

3. BSA (68 kDa) – Controle negativo 

 

Fator H 

 

M. Marcador  

1. LipL41 (41 kDa) 

2. BSA (68 kDa) – Controle negativo 

3. LigAC (62 kDa) – Controle positivo 

 

Após eletroforese em condições não redutoras, as proteínas recombinantes foram transferidas para membranas 
de nitrocelulose. As membranas foram incubadas com as moléculas purificadas (100µg) ou com 10% de soro como 
fonte de vitronectina ou FH. A detecção foi feita com anticorpos específicos. LigAC (62 kDa) e BSA (68 kDa) foram 
incluídas como controles positivo e negativo, respectivamente. Fonte: Cárdenas Arias (2018) 
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Tabela 5– Resumo dos resultados dos ensaios de interação das proteínas em estudo 
com componentes do hospedeiro. 

PROTEÍNA MOLÉCULA ALVO INTERAÇÃO 

LIC20001 

Fibronectina Sim 

Fibrinogênio Sim 

Laminina Sim 

LIC11003 
(LruA/LipL71) 

Laminina Sim 

LIC12901  
(Domínio LRR) 

Laminina Sim 

LIC12966  
(LipL41) 

Fibronectina Não 

Fibrinogênio Não 

Fator H Não 

Laminina Não 

LIC3322  
(Termolisina) 

Vitronectina Sim 

 

Os ensaios de interação com duas das cinco proteínas em estudo foram um 

pouco mais aprofundados. A proteína LIC20001, contendo o domínio discoidina, 

interagiu com colágeno I conforme resultados do “overlay” (Figura 24). Com o objetivo 

de avaliar se esta proteína também se ligaria a outros tipos de colágeno, realizou-se 

um ELISA em que diversos tipos de colágeno (CI, CIII, CIV e CV) foram imobilizados 

nas placas e incubou-se, então, com o fragmento menor da LIC20001 (domínio 

discoidina). A detecção da proteína ligada aos colágenos foi feita com anti-discoidina 

produzido em coelho e anti-IgG de coelho conjugado à peroxidase. Conforme 

observado na Figura 25, o domínio discoidina se liga aos colágenos IV e V, além de 

se ligar ao colágeno I. 
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Figura 25– Interação entre LIC20001 (domínio discoidina) e diferentes tipos de 
colágeno 

 

 

Colágenos I, III, IV e V (10 µg/mL) foram imobilizados em poços de placas de ELISA e a interação com o domínio 
discoidina (10 µg/mL) foi avaliada. A proteína ligada aos colágenos foi detectada com anti-discoidina produzido em 
coelho (1:5.000) e anti-IgG de coelho conjugado à peroxidase (1:10.000). Cada barra representa o valor médio de 
absorbância a 492 nm de três experimentos independentes, cada um realizado em triplicata. As análises 

estatísticas foram realizadas utilizando Student t test. *p < 0,05. Fonte: Cárdenas Arias, 2018. 

 

 ENSAIO DE INIBIÇÃO DA ADESÃO DE LEPTOSPIRAS A COMPONENTES 

DA MATRIZ EXTRACELULAR PELO FRAGMENTO MENOR DA PROTEÍNA 

LIC20001 (DOMÍNIO DISCOIDINA) 

 

Ensaios de inibição da adesão de leptospiras a colágenos, bem como a outras 

moléculas da matriz extracelular, pelo domínio discoidina foram realizados. Embora 

não significativa estatisticamente, observou-se uma leve inibição da adesão à 

laminina, fibronectina e fibrinogênio na presença do domínio discoidina (Figura 26). 

Isso já era esperado uma vez que há outras adesinas na superfície das bactérias 

descritas por interagirem com estes componentes do hospedeiro. 
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Figura 26- Adesão da bactéria Leptospira aos componentes da matriz extracelular 
colágeno IV, laminina, fibronectina e fibrinogênio na presença da proteína LIC20001 
(domínio discoidina) 

 

 

Placas sensibilizadas com componentes de matriz extracelular colágeno IV, laminina, fibrinectina e fibrinogênio (1 
µg/poço) foram incubadas com 1 µg/por poço de LIC20001 (fragmento menor - domínio discoidina) por 1 h e 30 
min. Após lavagens, 1x10 8 leptospiras foram adicionadas por poço e as bactérias foram detectadas com o 
anticorpo policlonal anti-LipL32 (1:5000). Como controle negativo foi usado PBS. Cada barra representa o valor 
médio da absorbância a 492 nm de três experimentos independentes realizados cada um em duplicata. Student t 
test. *p < 0,05. Fonte: Cárdenas Arias (2018). 

 

 AVALIAÇÃO DA INTERAÇÃO DA PROTEÍNA TERMOLISINA COM A 

MOLÉCULA DE MATRIZ EXTRACELULAR VITRONECTINA POR ELISA 

 

Dados adicionais com a proteína termolisina também foram gerados. Em uma 

curva de dose-resposta por ELISA, a proteína interagiu com a vitronectina de forma 

dose-dependente, atingindo saturação quando foram utilizados 500 ng de vitronectina 

(Figura 27). A proteína LcpA, previamente descrita como uma proteína que se liga à 

vitronectina (DA SILVA et al., 2015), foi incluída como controle positivo, e BSA foi 

incluída como controle negativo. 
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Figura 27- Interação da termolisina com vitronectina. 

 

Termolisina, LcpA (controle positivo) e BSA (controle negativo) (1 μg/poço) diluídas em PBS foram imobilizadas 
em placas de 96 poços e posteriormente incubadas com vitronectina (0- 1000 ng). Após lavagens, os poços foram 
incubados com anti-vitronectina e anti-IgG de coelho conjugado a peroxidase, ambos na diluição de 1:5000. Os 
experimentos foram realizados em triplicata. Os pontos representam a média e o desvio padrão da absorbância a 
492nm de dois experimentos independentes. Fonte: Cárdenas Arias (2018). 

 

 AVALIAÇÃO DO ENVOLVIMENTO DOS DOMÍNIOS DE LIGAÇÃO À 

HEPARINA DA VITRONECTINA NA INTERAÇÃO COM A TERMOLISINA. 

 

A vitronectina possui três domínios de ligação à heparina. Como diversos 

patógenos interagem com esta molécula utilizando esses sítios, avaliamos se eles 

seriam os responsáveis pela interação da termolisina com vitronectina. Pode-se 

observar que ocorre uma inibição de forma dose-dependente na presença de heparina 

(Figura 28). Estes resultados indicam que a termolisina interage com vitronectina 

através dos seus domínios de ligação à heparina. 
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Figura 28- Mapeamento dos sítios de interação termolisina/vitronectina. 

                       

Vitronectina (10 µg/ ml) foi adicionada a termolisina imobilizada na presença (0,01 – 1 µg) ou ausência de heparina. 
A vitronectina ligada foi detectada com um anticorpo específico, e anti-IgG de coelho conjugado a peroxidase. 
Cada ponto representa o valor da média de absorbância a 492 nm ± o desvio padrão de três experimentos 
independentes, cada um realizado em triplicata. As análises estatísticas foram realizadas utilizando Student t test. 
*p < 0,05. Fonte: Cárdenas Arias (2018). 

 

 AVALIAÇÃO DO PAPEL DE FORÇAS IÔNICAS NAS INTERAÇÕES DA 

TERMOLISINA COM VITRONECTINA HUMANA 

 

No que diz respeito ao papel de forças iônicas, o efeito de NaCl (62,5 a 1000 

mM) na ligação de vitronectina (10 µg/ml) à termolisina imobilizada (10 µg/ml) também 

foi avaliado. NaCl na faixa de 500 a 1000 mM inibiu parcialmente a ligação de 

termolisina à vitronectina (Figura 29). Os dados sugerem que forças iônicas 

desempenham um papel nestas ligações.  
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Figura 29- Papel das forças iônicas na interação termolisina/vitronectina.  

.................  

Vitronectina (10 µg/ ml) foi adicionada a termolisina imobilizada na presença (62,5 – 1000 mM) ou ausência de 
cloreto de sódio. A vitronectina ligada foi detectada com um anticorpo específico, e anti-IgG de coelho conjugado 
a peroxidase. Cada ponto representa o valor da média de absorbância a 492 nm ± o desvio padrão de três 
experimentos independentes, cada um realizado em triplicata. As análises estatísticas foram realizadas utilizando 

Student t test. *p < 0,05.Fonte: Cárdenas Arias (2018). 
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5 DISCUSSÃO  

 

Para obtenção de proteínas de superfície de Leptospira, dois métodos foram 

utilizados (Figura 10). Utilizando-se marcação com biotina, não se obtiveram proteínas 

em uma quantidade adequada para os ensaios subsequentes. Já no protocolo de 

extração com o detergente sarcosil, obteve-se uma maior quantidade de proteínas. 

No ensaio piloto de Far-Western blot um maior número de OMPs extraídas com 

sarcosil interagiu com moléculas do hospedeiro, confirmando a eficiência deste 

método. 

Na primeira etapa do projeto, foram selecionadas as seguintes proteínas 

como moléculas-alvo do hospedeiro: vitronectina, laminina, fibrinogênio, fibronectina 

e o regulador do sistema complemento humano, Fator H. Tais moléculas foram 

imobilizadas em esferas magnéticas e procedeu-se, então, aos ensaios de interação 

com OMPs de Leptospira. Diversas proteínas que interagiram com as moléculas-

alvo foram visualizadas por SDS-PAGE, coradas por prata (Figura 20).  

Os perfis eletroforéticos mostraram algumas semelhanças, sugerindo que 

determinadas proteínas possivelmente podem interagir com mais de uma molécula 

do hospedeiro. Essa hipótese se confirmou após análise dos resultados por 

espectrometria de massas, em que aparecem proteínas comuns nas interações. No 

entanto, há também proteínas específicas para cada uma das moléculas. 

Conforme esperado, algumas das proteínas identificadas por espectrometria 

de massas já foram descritas como potenciais adesinas de Leptospira. Aí incluem-se 

LipL32, que se liga a proteínas de matriz extracelular como laminina, colágenos tipo I, 

IV e V e fibronectina plasmática (HAUK et al., 2008; HOKE et al., 2008), OmpL1, uma 

OMP descrita por se ligar à matriz extracelular e a plasminogênio (FERNANDES et 

al., 2012), proteínas da família OmpA (porinas) (CONFER; AYALEW, 2013) e o Fator 

de Elongação Tu, proteína com funções moonlighting envolvida na síntese de 

proteínas no citoplasma e atuando como receptor de superfície para plasminogênio, 

Fator H e moléculas da matriz extracelular (WOLFF et al., 2013). Outras proteínas 

importantes encontradas foram: LipL21, uma OMP expressa durante o processo de 

infecção e conservada em leptospiras patogênicas (CULLEN et al., 2003), 

esfingomielinase C, responsável por causar hemólise (BERNHEIMER; BEY, 1986), 

OprL 1, uma lipoproteína também presente em Pseudomonas associada à camada 
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de peptidoglicano (MATTHIJS et al., 2013) e uma serinoprotease com domínio SppA 

(TRUEBA; BOLIN; ZUERNER, 1995). Além destas, foram também identificadas 

proteínas desconhecidas, que podem ser consideradas como candidatas promissoras 

para novas análises.  

A partir dos dados obtidos por espectrometria de massas, foram selecionadas 

cinco proteínas para serem avaliadas neste projeto. Elas foram produzidas em 

sistema heterólogo e foram testadas em ensaios funcionais que validaram suas 

supostas funções. Uma das proteínas escolhidas foi a LIC20001. Esta proteína possui 

um domínio discoidina, conhecido por se ligar a diversos componentes da matriz 

extracelular incluindo vários tipos de colágeno (AGARWAL et al., 2002; CARAFOLI; 

HOHENESTER, 2013; LEITINGER; KWAN, 2006). Do mesmo modo, este domínio 

está envolvido na adesão a células em outras bactérias (BORZA; POZZI, 2014). Neste 

trabalho foi confirmada a localização da proteína LIC20001 na membrana da estirpe 

patogênica L. interrogans sorovar Kennewicki Fromm por microscopia eletrônica. Não 

foi observada marcação na estirpe não patogênica Leptospira biflexa sorovar Patoc 

Patoc I, o que está de acordo com dados do genoma de Leptospira, atestando a 

presença do gene que codifica a proteína somente nas leptospiras patogênicas 

(NASCIMENTO et al., 2004). Considerando que o ensaio piloto apontou que esta 

proteína interage com fibronectina plasmática, laminina e fibrinogênio, esta interação 

foi confirmada por Far Western blot, quando o domínio discoidina da proteína 

LIC20001 interagiu com todos os componentes acima descritos, assim como interagiu 

com colágeno I. Como o fragmento maior da proteína sofreu degradação, não se 

observou uma interação forte com os componentes alvo neste caso (Figura 24). 

Conforme relatado acima, o domínio discoidina de proteínas de outras bactérias 

interage com vários tipos de colágenos. Consequentemente avaliamos a interação 

deste domínio da proteína LIC20001 com diversos tipos de colágeno. Na Figura 25 

pode-se observar que o domínio discoidina se liga aos colágenos I, IV e V. O colágeno 

I é o colágeno mais abundante do corpo humano, presente nos tecidos em processo 

de cicatrização (sendo o produto final da cicatrização por reparo), encontrado nos 

tendões, nas cartilagens e na parte orgânica do osso (PARVIZI et al., 2010; RICARD-

BLUM, 2011). O colágeno IV desempenha um papel na junção neuromuscular como 

um organizador pré-sináptico, que funciona como filtro para macromoléculas em 

órgãos como rins e pulmões; compõe as membranas basais do epitélio e endotélio, 
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mediante complexas interações inter e intramoleculares, forma redes que fornecem 

suporte estrutural às células e tecidos e influenciam a adesão; migração e 

diferenciação celular; é alvo de ligação de vários patógenos (KHOSHNOODI; 

PEDCHENKO; HUDSON, 2008; PARVIZI et al., 2010; RICARD-BLUM, 2011). O 

colágeno tipo V é o componente majoritário do tecido intersticial, presente nos ossos 

e tendões, está associado ao colágeno tipo I e à placenta (PARVIZI et al., 2010; 

RICARD-BLUM, 2011). Os resultados sugerem que a proteína LIC20001, ao se ligar 

aos colágenos I, IV e V, poderia funcionar como adesina, mediando a ligação da 

Leptospira a colágenos presentes nas membranas basais do epitélio e do endotélio, 

assim como à matriz intersticial auxiliando, desta forma, a bactéria na disseminação e 

colonização de diferentes tecidos. Com o propósito de avaliar a contribuição da 

proteína LIC20001 na adesão a componentes de matriz extracelular, realizou-se um 

ensaio de inibição da adesão de leptospiras pelo domínio discoidina às moléculas-

alvo (colágeno IV, laminina, fibronectina plasmática e fibrinogênio). Embora os 

resultados deste ensaio não tenham revelado uma diferença estatisticamente 

significativa quando comparados ao controle (Figura 26), observa-se uma pequena 

interferência na adesão da bactéria com laminina, fibronectina e fibrinogênio na 

presença do domínio discoidina, refletindo um indício da contribuição desta proteína 

na adesão de leptospiras a moléculas do hospedeiro. O limitado efeito inibitório 

observado pode ser atribuído à presença de outras adesinas da bactéria que, 

certamente, participam da ligação da bactéria aos componentes de matriz extracelular 

avaliados. Inúmeras outras supostas adesinas de Leptospira foram descritas como 

ligantes de componentes da matriz extracelular. Lsa24 se liga a laminina, colágeno 

tipo I, colágeno tipo IV, e fibronectina (BARBOSA et al., 2006), Lsa21 se liga a 

laminina, colágeno IV e fibronectina plasmática (ATZINGEN et al., 2008), Lsa46 e 

Lsa77 se ligam a laminina e plasminogênio (TEIXEIRA et al., 2015), LIC13341 se liga 

à laminina e ao ácido hialurônico (GHOSH et al., 2018), Lsa25 (LIC13059) e Lsa16 

(LIC10879) se ligam a laminina e ao plasminogênio (PEREIRA et al., 2017), LenA se 

liga a laminina, ao fibrinogênio e ao colágeno tipo IV, a Erp Y-like interage com 

fibrinogênio (OLIVEIRA et al., 2018), Lsa19 (LIC11122) e Lsa14 (LIC12287) se ligam 

a laminina e interagem com plasminogênio (FIGUEREDO et al., 2017), Mce interage 

com laminina, fibronectina, e colágeno IV (COSATE et al., 2016) e Lsa37 (LIC10821) 

se liga de maneira dose dependente à laminina e interage com plasminogênio (SILVA 
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et al., 2016). Acredita-se que para leptospiras haja uma redundância de proteínas 

envolvidas no processo de adesão, conquistado pela contribuição parcial e pequena 

de múltiplas proteínas de superfície. 

Outra proteína estudada neste trabalho foi a LIC11003, conhecida como LruA 

ou LipL71. Esta proteína, encontrada na membrana interna, no periplasma e na 

membrana externa de Leptospira, está associada à uveíte em equinos, (VERMA et 

al., 2005). Presente somente em leptospiras patogênicas, esta proteína parece ser um 

antígeno vacinal promissor e um suposto fator de virulência, contribuindo para a 

patogênese da bactéria (VERMA et al., 2005; ZENG et al., 2017; ZHANG et al., 2013). 

LruA/LipL71 possui um domínio rico em lisinas conhecido como LysM, que 

desempenha um papel importante na virulência de outras bactérias como 

Streptococcus suis (WU et al., 2016). Nossos dados apontam a interação da 

LruA/LipL71 com laminina (Tabela 4) por Western blot com sobreposição (Figura 24). 

Este é o primeiro relato de uma interação da LruA/LipL71 com uma molécula da matriz 

extracelular. Futuramente, pretende-se avaliar com outros ensaios funcionais a 

interação desta proteína com a laminina e explorar se o domínio LysM da proteína é 

o responsável por essa interação. O domínio LysM foi encontrado em mais de 4.000 

proteínas de origem procariótica ou eucariótica (BUIST et al., 2008), está presente em 

proteínas extracelulares bacterianas, incluindo hidrolases, adesinas e fatores de 

virulência, como a Proteína A e a autolisina/adesina Aaa de Staphylococcus aureus 

(HIRSCHHAUSEN et al., 2012; MESNAGE et al., 2014), a proteína de superfície 

envolvida na virulência de Streptococcus suis, SS9-LysM. (WU et al., 2016), a 

autolisina AcmA de Lactococcus lactis (STEEN et al., 2005) e a proteína de superfície 

BB0323 crucial para a infeção em mamíferos e a sobrevivência de Borrelia burgdorferi 

(KARIU et al., 2013). Este domínio também é encontrado em proteínas produzidas por 

patógenos fúngicos atuando como moduladores da imunidade do hospedeiro (DE 

JONGE; THOMMA, 2009). 

Outra proteína selecionada para estudo foi a LIC12901, uma proteína com 

repetições ricas em leucina (Leucine Rich Repeats, LRR). Em outras bactérias como 

Listeria monocytogenes, Streptococcus, Yersinia pestis, Salmonella typhimurium e 

Shigella flexneri o domínio LRR está envolvido na mediação da ligação à célula 

hospedeira, no processo de invasão e na virulência (EVDOKIMOV et al., 2001; 

FREIBERG et al., 2004; FUJITA, 2002; HARTMAN et al., 1990; LOIMARANTA et al., 
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2009; MACHNER et al., 2003; MIAO et al., 1999; REID et al., 2003). Várias proteínas 

com o domínio LRR têm sido descritas em Leptospira. Dados de cristalografia 

sugerem que tais proteínas possam reconhecer diferentes motivos estruturais de 

proteínas do hospedeiro e assim, desempenhar funções diferentes e complementares 

na fisiologia destas bactérias (MIRAS et al., 2015; NITIPAN et al., 2013). Ensaios de 

microscopia eletrônica mostraram que esta proteína está localizada na superfície da 

estirpe patogênica L. interrogans sorovar Kennewicki Fromm. Marcações não foram 

observadas na estirpe não patogênica L. biflexa, resultados coerentes com 

informações do genoma indicando que apenas leptospiras patogênicas possuem o 

gene que codifica esta proteína (HE et al., 2004). Conforme esperado, a interação da 

proteína com laminina (Tabela 4) foi confirmada por Western blot com sobreposição 

(Figura 24). É a primeira vez que se relata este tipo de interação para esta proteína. 

Análises adicionais com o domínio LRR, um domínio versátil e descrito na literatura 

como mediador de ligações proteína-proteína, envolvido na virulência de diferentes 

bactérias entre as quais Listeria monocytogenes (FREIBERG et al., 2004; MIRAS et 

al., 2015), fornecerão informações importantes sobre a contribuição desta proteína 

para a patogênese da leptospirose. 

Outra proteína selecionada foi a LipL41, a terceira mais abundante  lipoproteína 

de superfície presente em leptospiras patogênicas, expressa durante a infecção 

aguda, presente nos rins (ADLER; DE LA PEÑA MOCTEZUMA, 2010; KING et al., 

2013; SHANG; SUMMERS; HAAKE, 1996). Esta proteína se liga a hemina, uma 

molécula responsável pela regulação e o armazenamento de ferro. Na porção carboxi-

terminal desta proteína existem quatro repetições de tetratricopeptídeos, os quais 

podem estar envolvidos em interações proteína-proteína (LIN et al., 2013). 

Curiosamente, a interação da proteína LipL41 com fibronectina, fibrinogênio, laminina 

e Fator H (Tabela 4) não foi confirmada por Western blot com sobreposição (Figura 

24). Portanto, podemos inferir, a partir desses resultados, que esta proteína não deve 

possuir função de adesina. 

A quinta proteína estudada foi a LIC13322, uma metaloprotease da família das 

termolisinas presentes em leptospiras patogênicas. As termolisinas vêm sendo 

estudadas pelo nosso grupo, e dados recentes mostram que esta protease degrada 

moléculas da cascata do complemento, e está envolvida na degradação do 

fibrinogênio e decorina (AMAMURA et al., 2017; FRAGA et al., 2014). Nos ensaios-
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piloto identificou-se uma interação desta proteína com vitronectina humana (Tabela 

4). Esta interação foi confirmada por Western blot com sobreposição (Figura 24). 

Ensaios de interação por ELISA demostraram-se que a proteína se liga a vitronectina 

de forma dose-dependente, atingindo saturação com 500 ng de vitronectina (Figura 

27). Como anteriormente descrito, a vitronectina possui três domínios de ligação à 

heparina que estão envolvidos na interação com diversos patógenos. Para avaliar se 

estes domínios de ligação a heparina estariam envolvidos na interação da vitronectina 

com a termolisina esta interação foi realizada na presença de doses crescentes de 

heparina, onde observou-se uma inibição dose-dependente (Figura 28). Portanto, a 

termolisina interage com vitronectina através dos seus domínios de ligação à 

heparina, como diversos outros patógenos. Para determinar se forças iônicas teriam 

um papel importante na interação, diferentes concentrações de NaCl foram 

empregadas. Na Figura 29 pode-se observar que na faixa de 500 a 1000 mM de NaCl 

a interação entre essas moléculas foi parcialmente abolida. Estes resultados apontam 

que forças iônicas desempenham um papel nestas ligações. 
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6 CONCLUSÕES 

 

No presente estudo foram identificadas proteínas de superfície de Leptospira 

interrogans, que podem representar novas adesinas e novos candidatos vacinais.  

O fato dessas proteínas serem expressas somente em leptospiras patogênicas é 

sugestivo de um possível papel destas moléculas na virulência da bactéria. Ao 

interagir com vários componentes da matriz extracelular, é possível que essas 

proteínas participem de estágios iniciais da infeção e possam ser futuramente 

explorados como candidatos para novas vacinas. Acredita-se que, neste sentido, este 

trabalho tenha contribuído para o entendimento dos mecanismos envolvidos na 

adesão de leptospiras a diferentes componentes do hospedeiro. 
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APÊNDICE I.  Proteínas identificadas após as análises por espectrometria de 
massas utilizando o Software Scaffold (version_4.4.4, Proteome Software Inc., 
Portland, OR) Foram adotados os seguintes parâmetros no Scaffold: limite de 
proteína 95%, limite peptídeo 80% e número mínimo de peptídeos. 
 

Proteínas que interagem com fibrinogênio 

Nome Número de acesso Massa 
molecular Flagellin  A0A098MXF3 31 kDa 

Uncharacterized protein  A0A098MYT3 45 kDa 

Probable cytosol aminopeptidase  A0A2H1XBI5 54 kDa 

Uncharacterized protein (LIC20001) Q75G12  91 kDa 

Signal peptide protein  A0A098MXI3 32 kDa 

Sphingomyelinase C  G7QNX2 70 kDa 

Membrane protein  A0A098N033 28 kDa 

Serine protease  Q72RF2 37 kDa 

ATP synthase subunit C S A0A163R7Z4 10kDa 

PhoD-like phosphatase A0A0E2CNP6 51 kDa 

Elongation factor Tu  Q72NF9 44 kDa 

Alpha/beta hydrolase  A0A022T215 38 kDa 

4Fe-4S dicluster domain protein A0A2H1XMJ5 113 kDa 

Cytochrome C oxidase subunit I  A0A2H1XFF8 59 kDa 

Uncharacterized protein  A0A2H1X9H0 26 kDa 

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase  A0A098MVZ0 32 kDa 

Putative electron transfer flavoprotein, alpha 
subunit  

A0A0F6IFK9 33 kDa 

ABC transporter ATP-binding protein  A0A2H1XEV9 35 kDa 

Uncharacterized protein  A0A098MR89 27 kDa 

Hydrogenase  A0A098N1G5 52 kDa 

Rod shape-determining protein MreB  A0A098MXP2 37 kDa 

Endoflagellar filament sheath protein  A0A098MYX5 35 kDa 

Sulfate transport protein (ABC superfamily, 
peri_bind) 

A0A2H1XC42 37 kDa 

ATP synthase subunit alpha  Q72SY1 55 kDa 

Ketol-acid reductoisomerase  A0A098MK19 36 kDa 

Uncharacterized protein  A0A2H1XKU1 59 kDa 

Uncharacterized protein  A0A2H1XA21 33 kDa 

Uncharacterized protein  A0A2H1XBH4 28 kDa 

Alpha/beta hydrolase  A0A2H1XAB9 40 kDa 

Uncharacterized protein A0A0E2CTS4 33 kDa 

Tetratricopeptide repeat protein A0A2H1XHR0 28 kDa 

Uncharacterized protein  A0A2H1XIJ9 29 kDa 

Amidase  A0A0C5XD88 21 kDa 

RNA polymerase sigma70 factor  A0A098MFJ4 20 kDa 

Stage II sporulation protein E  A0A022SWB5 88 kDa 

Cysteine synthase  A0A0C5X540 33 kDa 

Outer membrane protein (LIC12966) A0A023PPB4 39 kDa 
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Proteínas que interagem com fibronectina 

Nome Número de acesso Massa molecular 

Uncharacterized protein A0A0E2CTS4 33 kDa 

S1/P1 Nuclease A0A2H1X9G2 33 kDa 

Major outer membrane protein (LipL32)  B5AS27 30 kDa 

Flagellin  A0A098MXF3 31 kDa 

Uncharacterized protein  A0A2H1XA83 17 kDa 

Transmembrane outer membrane protein   Q6GXE3 34 kDa 

Outer membrane protein (LIC12966) A0A023PPB4 39 kDa 

Signal peptide protein  A0A098MPJ7 36 kDa 

OmpA family lipoprotein  Q8F9H3 21 kDa 

Probable cytosol aminopeptidase  A0A2H1XBI5 54 kDa 

Sphingomyelinase C  G7QNX2 70 kDa 

Uncharacterized protein (LIC20001) Q75G12 40 kDa 

Uncharacterized protein  A0A098MYT3 45 kDa 

Uncharacterized protein  A0A2H1XIM1 63 kDa 

Uncharacterized protein  A0A2H1X9H0 26 kDa 

ATP synthase subunit C S A0A163R7Z4 10kDa 

Uncharacterized protein  M3F4F0 5 kDa 

DNA primase A0A0F6HZT4 116 kDa 

Alpha-2-macroglobulin family protein A0A2H1XHA9 218 kDa 

Metallo-beta-lactamase domain protein  K8IPW9 10 kDa 

ABC transporter ATP-binding protein A0A0C5X8W9 37 kDa 

Methyltransferase small domain protein  A0A0E2D933 86 kDa 

Outer membrane protein (OprL) 1 I6R0T4 34 kDa 

 

 

 

Proteínas que interagem com laminina 

Nome Número de acesso Massa molecular 

Signal peptide protein A0A098MPJ7 36 kDa 

Flagellin A0A098MYA1 31 kDa 

Putative lipoprotein A0A2H1XJD5 24 kDa 

S1/P1 Nuclease A0A2H1X9G2 33 kDa 

60 kDa chaperonin P61438 58 kDa 

Signal peptide protein A0A098MXI3 32 kDa 

Uncharacterized protein A0A098MYT3 45 kDa 

Flagellin A0A098MXF3 31 kDa 

4Fe-4S dicluster domain protein A0A2H1XMJ5 113 kDa 

Cytochrome C A0A2H1XKK6 22 kDa 

Uncharacterized protein A0A2H1X9H0 26 kDa 

Lipoprotein (LipL21) A0A0A7KL61 20 kDa 

Probable cytosol aminopeptidase A0A2H1XBI5 54 kDa 

Major outer membrane protein (LipL32) B5AS27 30 kDa 

OmpA family lipoprotein Q8F9H3 21 kDa 

Outer membrane protein (LIC12966) A0A023PPB4_LEPIR 39 kDa 
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ATP synthase subunit C S A0A163R7Z4 10kDa 

Uncharacterized protein (LIC20001) Q75G12 40 kDa 

Uncharacterized protein (OmpL1) A0A098MZU6 35 kDa 

Uncharacterized protein A0A0E2CTS4 33 kDa 

PF14346 domain protein (LIC11003) A0A0E2DB07 62 kDa 

Tyrosine recombinase XerD domain protein M7A6T6 5 kDa 

Leucine rich repeat protein (LIC12901) M6Q272 185 kDa 

 

 

 

Proteínas que interagem com vitronectina 

Nome Número de acesso Massa molecular 

Thermolysin metallopeptidase, alpha-helical 

domain protein (LIC13322) 

M3FKJ2 89 kDa 

Outer membrane protein (OmpL1) C9E6H0 34 kDa 

Outer membrane lipoprotein P71435 39 kDa 

Major outer membrane protein (LipL32) B5AS27 30 kDa 

Flagellin A0A098MXF3 31 kDa 

S1/P1 Nuclease A0A2H1X9G2 33 kDa 

Signal peptide protein A0A098MPJ7 36 kDa 

Probable cytosol aminopeptidase A0A2H1XBI5 54 kDa 

 

 

 

Proteínas que interagem com Fator H 

Nome Número de acesso Massa molecular 

Outer membrane protein (OmpL1) C9E6H0_LEPIR 34 kDa 

Outer membrane protein (LIC12966) A0A023PPB4 39 kDa 

Major outer membrane protein (LipL32) B5AS27 30 kDa 

Flagellin A0A098MXF3 31 kDa 

S1/P1 Nuclease A0A2H1X9G2 33 kDa 

Signal peptide protein A0A098MPJ7 36 kDa 

Probable cytosol aminopeptidase A0A2H1XBI5 54 kDa 

 

 

 

 


