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RESUMO 

EMÍDIO, R. C. Produção, purificação e modificação das adesinas de 
superfície recombinantes de Leptospira interrogans Lsa63 e Lsa45 e 
conjugação da Lsa63 com o lipopolissacarídeo de Leptospira biflexa.  
2020. 130f. Dissertação (Mestrado em Biotecnologia) – Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020.  

 A leptospirose é uma zoonose mundialmente disseminada causada por 

bactérias patogênicas do gênero Leptospira spp, cuja diversidade antigênica 

está associada ao lipopolissacarídeo de sua superfície. Adesinas de superfície 

de leptospiras patogênicas como as proteínas Lsa63 e Lsa45 são capazes de 

induzir resposta humoral em camundongos e ligarem-se a componentes de 

matriz extracelular facilitando a infecção pela bactéria. Atualmente, vacinas 

para leptospirose são compostas de bacterinas e se baseiam na proteção via 

indução de anticorpos contra lipopolissacarídeo. Elas não são capazes de 

gerar memória imunológica e são específicas contra sorovares presentes na 

formulação. No Brasil, não existe nenhuma vacina licenciada para uso humano 

contra a doença. Estudos demonstram aumento da imunogenicidade contra 

LPS de Leptospira patogênicas quando conjugado aos toxóides diftérico e 

tetânico, e também indicam a presença de antígenos comuns ou extremamente 

conservados entre esses LPS e a molécula proveniente de L. biflexa, saprófita. 

Dessa forma, esse trabalho tem por objetivo a produção, purificação e 

modificação das adesinas de superfície Lsa45 e Lsa63 identificadas em L. 

interrogans. A Lsa63 foi empregada na conjugação com o lipopolissacarídeo de 

L. biflexa. As melhores condições para síntese proteica foram em Escherichia 

coli utilizando sistema de expressão pET28a em frascos Tunair™ e meio ZYM-

5052 a 20°C para Lsa45 e em pET101 em frascos Erlenmeyer e meio 2YTON a 

30°C para Lsa63. Ambas as proteínas foram purificadas através de 

cromatografia de afinidade ao metal seguido de troca catiônica, com pureza 

final e rendimento de 92% e 29% para Lsa45 e 94% e 14% para Lsa63. Uma 

etapa anterior à conjugação foi a modificação das proteínas com diidrazida do 

ácido adípico utilizando cloreto de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-

metilmorfolinio como ativador, resultando em um aumento de 3 vezes no 

conteúdo de grupos amina para a proteína Lsa45 e de 1,4 a 2 vezes para 

Lsa63. Apesar das dificuldades encontradas na obtenção de massa de células, 



o lipopolissacarídeo de L. biflexa foi extraído através do método fenol-água a 

quente com rendimento de 0,9% após purificação. O lipopolissacarídeo de L. 

biflexa foi ativado com o tetrafluorborato de 1-ciano-4-dimetilaminopiridínio 

seguido pela conjugação com a proteína Lsa63 modificada,  gerando um  

produto com massa molecular acima de 140 kDa. Em conjunto, nossos dados 

mostram o potencial de obtenção de conjugado para posterior uso em estudos 

imunológicos como possível candidato vacinal contra leptospirose.  

 

Palavras-chave: Leptospira. Leptospirose. Proteína recombinante. 

Conjugação. 

  



ABSTRACT 

EMÍDIO, R. C. Production, purification and modification of the 
recombinant surface adhesins from Leptospira interrogans Lsa63 e Lsa45 
and conjugation between Lsa63 and the lipopolysaccharide from 
Leptospira biflexa. 2020, 130f. Dissertation (Masters thesis in Biotechnology) 
– Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 
2020.  

 

Leptospirosis is a zoonosis spread worldwide by pathogenic bacteria of the 

genus Leptospira spp, whose antigenic diversity is associated with the 

lipopolysaccharide (LPS) on its surface. Surface adhesins of pathogenic 

leptospires such as Lsa63 and Lsa45 are able to induce humoral response in 

mice and bind to extracellular matrix components, facilitating the infection by the 

bacteria. Currently, leptospirosis vaccines are composed of bacterins and are 

based on blockage-inducing protection against LPS. However, they are not 

capable of generating immune memory and are specific against serovars 

present in its formulation. In Brazil, there is no vaccine licensed for human use 

against this disease. Studies showed increased immunogenicity against 

pathogenic Leptospira LPS when conjugated to diphtheria and tetanus toxoids, 

and also indicate the presence of common or extremely conserved antigens 

among these LPS and the same saprophyte L. biflexa molecule. Thus, this work 

aims to produce, purify and modify the surface adhesins Lsa45 and Lsa63 

identified in L. interrogans. Lsa63 was used in the conjugation with L. biflexa’s 

LPS. Best conditions for protein synthesis were achieved in Escherichia coli 

using pET28a expression system in Tunair ™ flasks and ZYM-5052 medium at 

20 ° C for Lsa45 and in pET101 in Erlenmeyer flasks and 2YTON medium at 30 

° C for Lsa63. Both proteins were purified by metal affinity chromatography 

followed by cation exchange, with final purity and yield of 92% and 29% for 

Lsa45 and 94% and 14% for Lsa63. A step prior to conjugation was the 

modification of the proteins with adipic acid dihydrazide, using 4- (4,6-

dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl) -4-methylmorpholine as an activator, resulting in an 

increase of 3 times in the content of amine groups for Lsa45 and 1.4 to 2 times 

for Lsa63. Despite the difficulties detected in cell mass obtaintion, LPS of L. 

biflexa was extracted using phenol-hot water method with 0.9% yield after 

purification. The LPS was activated with 1-cyano-4-dimethylaminopyridinium 



tetrafluorborate followed by conjugation with modified Lsa63, generating a 

product with molecular mass above 140 kDa. Together, our data show the 

conjugate obtaintion potential for further use in immunological studies as a 

possible vaccine candidate against leptospirosis. 

Palavras-chave: Leptospira. Leptospirosis. Recombinant protein. Conjugation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1. Introdução 

1.1 Leptospira spp. 

 

Leptospiras são bactérias espiroquetas do gênero Leptospira, 

pertencentes à família Leptospiraceae, da ordem Spirochaetales. São bactérias 

finas, enroladas de forma helicoidal, com 6 a 20 µm de comprimento e cerca de 

0,1 µm de diâmetro (FAINE; ADLER; BOLIN; PEROLAT, 1999a; KO; GORANT; 

PICARDEAU, 2009). Podem ser diferenciadas de outras espiroquetas pelo 

formato único de suas extremidades que se assemelham a gancho e a 

presença de dois flagelos periplasmáticos (Figura 1) (FAINE; ADLER; BOLIN; 

PEROLAT, 1999a; LEVETT, 2001; LI; MOTALEB; SAL; GOLDSTEIN et al., 

2000). 

 

Figura 1: Microscopia eletrônica de varredura de Leptospira interrogans 
sorovar Icterohaemorrhagiae. 

 
Fonte: (LEVETT, 2001) 

 

Essas bactérias possuem uma dupla membrana, envelope celular que 

as classifica como Gram-negativas, sendo sua visualização comumente feita 

através de microscopia de campo escuro ou contraste de fase e também por 

coloração com sais de prata (FAINE; ADLER; BOLIN; PEROLAT, 1999a; 

LEVETT, 2001). Sua membrana plasmática interna é fortemente associada a 

uma parede celular de peptideoglicano e há presença de lipoproteínas 

expostas à superfície e grande quantidade de lipopolissacarídeo (LPS) em sua 



membrana externa (Figura 2)(HAAKE; CHAO; ZUENER; BARNETT et al., 

2000; KO; GORANT; PICARDEAU, 2009; LEVETT, 2001).  

 

Figura 2: Estrutura e composição da membrana de Leptospira spp. 

 

MI: membrana interna ou citoplasmática; EP: espaço periplasmático; ME: membrana externa. 

Fonte: (Fernandes, 2012). 

 

Até o momento 22 espécies de Leptospira foram identificadas, 

classificadas por taxonomia filogenética, sendo 10 espécies patogênicas, 

capazes de infectar e causar sintomas da leptospirose, 6 patogênicas 

intermediárias, causadoras de sintomas brandos, e 5 saprofíticas (BOURHY; 

COLLET; BRISSE; PICARDEAU, 2014; BRENNER; KAUFMANN; SUZLER; 

STEIGERWALT. et al., 1999; KO; GORANT; PICARDEAU, 2009; SMYTHE; 

ADLER; HARTSKEERL; GALLOWAY et al., 2013). Recentemente, Vincent e 

colaboradores, a partir do sequenciamento do genoma de amostras coletadas 

em diferentes locais no mundo, identificaram 30 novas espécies de Leptospira 

Dessa forma, foi proposta uma reclassificação filogenética para agrupar as 

diferentes espécies da bactéria em quatro clados diferentes, nomeados P1, P2, 

S1 e S2, com P1 englobando as bactérias patogênicas, P2 as intermediárias e 

S1 e S2 as bactérias saprofíticas (VINCENT; SCHIETTEKATTE; GOARANT; 

NEELA et al., 2019). 

A sorologia também é utilizada como critério para classificação de 

diferentes leptospiras, com mais de 300 sorovares distintos, distribuídos em 24 

sorogrupos diferentes (BHARTI; NALLY; RICALDI; MATTHIAS et al., 2003; 



FAINE; ADLER; BOLIN; PEROLAT, 1999a; FARR, 1995; LEVETT, 2001). Sua 

diversidade antigênica é atribuída ao LPS, principal antígeno bacteriano e 

componente majoritário de sua membrana externa (ADLER; DE LA PENÃ-

MOTECZUMA, 2010; PLANK; DEAN, 2000).  

O LPS de Leptospira, assim como de outras bactérias Gram-negativas, 

é composto por três principais estruturas: o lipídeo A, região altamente 

hidrofóbica e responsável pela atividade endotóxica; um núcleo central (core), 

formado por um núcleo interno (inner core) altamente conservado e um externo 

(outer core) que contém açúcares comuns como hexoses e hexosaminas, e 

uma região polimérica denominada antígeno-O ou polissacarídeo-O (BULACH; 

KALAMBAHETI; DE LA PEÑA-MOCTECZUMA; ADLER, 2000; PATRA; 

CHOUDHURY; MATTHIAS; BAGA et al., 2015) (Figura 3). Embora a 

similaridade, o LPS de Leptospira apresenta menor toxicidade em células de 

camundongo quando comparado ao de E. coli, apresentando letalidade 12 

vezes menor (FAINE; ADLER; BOLIN; PEROLAT, 1999a). É possível que isso 

ocorra por conta das características singulares da porção do lipídeo A do LPS 

de Leptospira, que também faz com que essa molécula, diferentemente do LPS 

de E. coli por exemplo, não seja reconhecida por receptores Toll-like tipo 4 

(TLR4) em humanos, o que pode ser uma razão pela qual estes são 

hospedeiros acidentais destas bactérias (HAAKE; ZUCKERT, 2015; QUE-

GEWIRTH; RIBEIRO; KALB; COTTER et al., 2004; WERTS; TAPPING; 

MATHISON; CHUANG et al., 2001). 

 

Figura 3: Estrutura genérica do LPS de bactérias Gram-negativas. 

 

Adaptado de (ERRIDGE; BENNET-GUERRERO; POXTON, 2002).  

 

 



 

 

 

1.2 Leptospirose 

 

A leptospirose, primeiramente descrita como Doença de Weil em 1886 

pelo pesquisador Adolf Weil (LEVETT, 2001), é uma doença infecciosa aguda 

emergente e negligenciada causada por bactérias patogênicas do gênero 

Leptospira. É atualmente a zoonose com maior disseminação a nível mundial, 

acometendo tanto humanos quanto animais, com destaque para cães, gado e 

porcos (ADLER; DE LA PENÃ-MOTECZUMA, 2010).  

Quase todos os mamíferos podem ser carreadores de Leptospira e o ser 

humano é tido como seu hospedeiro acidental e terminal. Leptospiras penetram 

no corpo via pele com cortes e/ou abrasões ou então via mucosa, podendo a 

infecção de humanos ocorrer de forma direta, onde há contato com a urina de 

animais infectados, ou indireta, por contato com solo e/ou água contaminados 

(ADLER; DE LA PENÃ-MOTECZUMA, 2010; BHARTI; NALLY; RICALDI; 

MATTHIAS et al., 2003; KO; GORANT; PICARDEAU, 2009). 

 

Figura 4: Ciclo de transmissão da leptospirose 

 



Roedores são os principais reservatórios de Leptospira e não manifestam sintomas da doença. 

Mamíferos excretam as bactérias via urina, contaminando água e solo. O ser humano, 

hospedeiro acidental, é infectado via pele ou mucosa, desenvolvendo diversos sintomas 

característicos da doença. Adaptado de Ko et al., 2009 por Kochi, 2018.  

A incidência da leptospirose é bem maior em regiões tropicais do que 

em regiões temperadas, mas ocorre tanto em países desenvolvidos quanto em 

desenvolvimento, onde pode aparecer tanto em centros urbanos como em 

áreas rurais (BHARTI; NALLY; RICALDI; MATTHIAS et al., 2003). Enquanto a 

ocorrência em países desenvolvidos tem correlação com exposição 

ocupacional (BENSCHOP; HEUER; JAROS; COLLINS-EMERSON et al., 

2009), turismo ou prática de esportes aquáticos (MORGAN; BORNSTEIN; 

KARPATI; BRUCE et al., 2002; STERN; GALLOWAY; SHADOMY; 

WANNEMUEHLER et al., 2012), em países em desenvolvimento a relação está 

intimamente ligada a inundações após chuvas e falta de saneamento básico, 

principalmente em centros urbanos.  

A prevalência tropical em centros urbanos está associada às condições 

climáticas, visto que um ambiente quente e úmido favorece a sobrevida de 

bactérias livres durante o ciclo de transmissão, e às redes de saneamento 

básico deficientes, que propiciam a proliferação de roedores, principais vetores 

da doença, que podem excretar altas concentrações de Leptospira meses após 

a infecção (em torno de 107 células/mL), uma vez que são resistentes à doença 

e assintomáticos (BHARTI; NALLY; RICALDI; MATTHIAS et al., 2003; FAINE; 

ADLER; BOLIN; PEROLAT, 1999a; KO; GORANT; PICARDEAU, 2009; REIS; 

RIBEIRO; FELZEMBURGH; SANTANA et al., 2008). 

As manifestações clínicas da leptospirose são bem variáveis, podendo 

depender do sorovar causador da infecção, idade, saúde e condições 

imunológicas do indivíduo acometido (ADLER; DE LA PENÃ-MOTECZUMA, 

2010). A fase inicial da doença apresenta uma série de sintomas brandos e 

inespecíficos como calafrios, febre, dor de cabeça, mialgia, enjoo, vômitos e 

diarreia, dificultando um diagnóstico clínico inicial preciso (COSTA; HAGAN; 

CALCAGNO; KANE et al., 2015). Cerca de 15% dos casos da doença evoluem 

para Síndrome de Weil, um estado severo de infecção multissistêmica que 

consiste em falência renal e hepática, meningite, miocardite e hemorragia, 

levando a morte de 4 a 50% dos indivíduos acometidos (BHARTI; NALLY; 



RICALDI; MATTHIAS et al., 2003; FORBES; ZOCHOWSKI; DUBREY; 

SIVAPRAKASAM, 2012; LEVETT, 2001). Outra manifestação na etapa 

seguinte da doença, ainda mais severa, é a Síndrome Pulmonar Hemorrágica, 

caracterizada por insuficiência respiratória aguda e hemorragia intensa nos 

pulmões, com taxa de mortalidade superior a 50% e morte em até 72 horas 

após o aparecimento dos sintomas (GASTEIGER; HOOGLAND; GATTIKER; 

DUVAUD et al., 2005; SCHEIN, 1989). 

No Brasil, a leptospirose é uma doença de notificação compulsória 

desde 1985. Segundo o Ministério da Saúde, a leptospirose é uma doença 

endêmica, tornando-se epidêmica nos períodos de chuva, principalmente em 

áreas urbanas. Entre 1960 e 1966 o Brasil sofreu uma intensa transformação 

demográfica com um grande êxodo rural em todos os estados brasileiros, 

levando a um aumento de 350% da população urbana, contribuindo na 

aparição de comunidades e conglomerados urbanos, que sofrem com a falta de 

estrutura de saneamento básico, contribuindo com o aumento de casos da 

doença (VASCONCELOS, 2012). A Tabela 1 apresenta casos e óbitos 

confirmados no Brasil por região nos últimos 20 anos (SAÚDE, 2018a; b; 

2020a; b).  

 

Tabela 1: Casos e óbitos confirmados de leptospirose no Brasil por região 
(2000-2019) 



 
Fonte: Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAN), Sistema de 

Vigilância Sanitária (SVS), Ministério da Saúde, 2019. 

 

 No período compreendido entre os anos de 2000 e 2019, foi registrado 

no país um total de 73.377 casos de leptospirose em humanos no Brasil, com 

uma média anual de 3.669 casos e taxa de mortalidade de 9,6%. Em geral, as 

regiões com maior número de casos da doença são as regiões Sul e Sudeste, 

compreendendo pouco mais de 66% dos casos confirmados. Esse fato se dá 

possivelmente por conta de grande urbanização dessas regiões, uma vez que 

zonas urbanas são o principal ambiente de disseminação da doença por conta 

da alta infestação de roedores, com destaque para locais mais pobres das 

grandes cidades como São Paulo e Porto Alegre.   

 Curiosamente, a região mais rica do país é a que possui maior taxa de 

mortalidade relacionada à leptospirose; em contrapartida, a região Norte possui 

o segundo menor número de casos e a menor taxa de mortalidade do país. 

Isso pode ser explicado pelo fato de haver maior procura hospitalar quando 

surgem sintomas na região Sudeste, com um acompanhamento mais rígido do 

quadro da doença e um sistema de notificação mais eficiente. Já na região 

Norte, provavelmente ocorre uma subnotificação dos casos e, sobretudo, da 

morte de pacientes devido à leptospirose.  

Casos Óbitos Casos Óbitos Casos Óbitos Casos Óbitos Casos Óbitos Casos Óbitos

2000 743 31 1.265 143 56 3 1.042 62 1.102 145 4.208 384

2001 142 14 651 83 44 9 1.649 134 1.222 196 3.708 436

2002 227 12 638 74 40 6 907 70 957 170 2.769 332

2003 248 25 514 86 52 4 1.192 80 999 158 3.005 353

2004 224 28 807 120 74 13 673 61 1.319 167 3.097 389

2005 272 50 746 102 65 5 1.088 86 1.363 165 3.534 408

2006 752 28 679 99 71 6 1.185 81 1.699 202 4.386 416

2007 245 24 569 88 34 3 1.261 73 1.223 161 3.332 349

2008 338 29 643 75 52 3 1.562 73 1.084 167 3.679 347

2009 360 32 925 85 45 3 1.096 59 1.520 166 3.946 345

2010 264 38 717 76 48 2 1.241 109 1.548 175 3.818 400

2011 497 32 920 118 28 7 1.704 104 1.818 181 4.967 442

2012 536 24 411 66 50 5 929 51 1.342 135 3.268 281

2013 944 30 531 64 69 9 1.100 82 1.506 175 4.150 360

2014 1.707 36 564 69 62 13 1.077 61 1.266 154 4.676 333

2015 1.295 37 422 69 77 10 1.586 98 960 125 4.340 339

2016 485 22 327 51 74 9 1.199 62 980 126 3.065 270

2017 510 32 471 67 55 6 1.055 45 914 121 3.005 271

2018 485 33 465 64 66 10 1.027 42 1.013 131 3.056 280

2019 457 28 568 62 66 6 1.305 56 972 128 3.368 280

TOTAL 10.731 585 12.833 1.661 1.128 132 23.878 1.489 24.807 3.148 73.377 7.015

TAXA DE 

MORTALIDADE 

(%)

BRASIL

9,6

NORTE NORDESTE CENTRO-OESTE SUL SUDESTE

5,5 12,9 11,7 6,2 12,7



 Na Figura é possível visualizar a variação anual do número de casos e 

óbitos no Brasil entre o período de 2000 e 2019.  Apesar de observadas 

algumas flutuações, no geral o número de casos de leptospirose no Brasil, bem 

como o número de óbitos registrados, teve uma variação pequena nos últimos 

20 anos, evidenciando o descaso com a doença no país e deixando a clara a 

necessidade de melhor estruturação dos serviços de saúde, principalmente em 

épocas que antecedam as chuvas, período em que há maior disseminação da 

enfermidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 5: Casos e óbitos confirmados de leptospirose Brasil de 2000 a 2019 
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Fonte: Sinan/SVS/MS 

 

Nos casos que não culminam em óbito, a doença pode deixar graves 

sequelas como fadiga crônica e outros sintomas neuropsíquicos, como 

depressão, paralisia e mudanças repentinas de humor. Além disso, a doença 

pode apresentar sintomas tardios oculares devido à presença da bactéria na 

região (IZURIETA; GALWANKAR; CLEM, 2008). Ela também tem grande 

impacto econômico na pecuária, já que essas bactérias são capazes de 

infectar mamíferos de valor comercial agregado, como suínos, bovinos e 

equinos. Em bovinos, leptospiras causam perdas econômicas elevadíssimas 

em decorrência de abortos, natimortalidade, decréscimo da produção leiteira, 

infertilidade e perda da carne (FAINE; ADLER; BOLIN; PEROLAT, 1999a; 

SHELDON; DOBSON, 2003). 

Anualmente mais de meio milhão de casos da doença são reportados no 

mundo, com taxas de mortalidade excedendo 10%, representando um grande 

problema econômico e de saúde pública (OMS, 2013). Acredita-se que o 

número de casos real seja muito maior do que o estimado pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS), sendo possível que mais de 1 milhão de novos 

casos todos os anos possam ocorrer. Atribui-se essa subestimativa 

principalmente ao diagnóstico falho ou errôneo da doença, e também à falta de 

dados epidemiológicos que são falhos, quando não ausentes, em especial no 

continente africano. A falta de diagnóstico clínico adequado junto com 

ocorrência de infecções assintomáticas em áreas endêmicas acarreta na sua 

subnotificação, o que contribui para seu status de doença negligenciada 

(COSTA; HAGAN; CALCAGNO; KANE et al., 2015).  

 O diagnóstico clínico da leptospirose é um tanto quanto desafiador. 

Devido à semelhança de seus sintomas na fase inicial às outras doenças ele se 

torna difícil e muitas vezes impreciso, podendo ser confundido com dengue 

(BRUCE; SANDERS; LEAKE; ZAIDEL et al., 2005; FLANNERY; PEREIRA; 

VELLOSO; CARVALHO et al., 2001) ou malária (CRUMP; MORRISSEY; 

NICHOLSON; MASSUNG et al., 2013), por exemplo. Por isso, ensaios clínicos 

de diagnóstico geralmente são necessários para a confirmação da doença.  

 Atualmente o ensaio mais utilizado para diagnóstico laboratorial 

recomendado pela OMS é o Teste de Microaglutinação ou Aglutinação 



Microscópica (MAT). Nesse teste, o soro de pacientes é incubado em diversas 

diluições com vários sorovares de leptospiras e analisado através de 

microscopia de campo escuro.  Considera-se o resultado positivo para a 

doença quando há aglutinação de bactérias igual ou superior a 50% 

(CHIRATHAWORN; INWATTANA; POOVORAWAN; SUWANCHAROEN, 2014; 

SØRENSEN; MORTENSEN, 2005). 

Apesar de altamente específico o MAT possui algumas limitações.  Por 

basear-se na detecção de anticorpos anti-leptospira, principalmente do tipo 

IgG, não é possível o diagnóstico na fase inicial da doença uma vez que estes 

são gerados entre 5 e 7 dias após a infecção bacteriana (FARKAS; CIZOVA; 

BEKESOVA; BYSTRICKY, 2013). Além disso, é um teste demorado que 

demanda pessoal especializado e necessita da manutenção de culturas de 

Leptospira vivas de diferentes espécies e sorovares (BHARTI; NALLY; 

RICALDI; MATTHIAS et al., 2003; PELET; PUTNAM, 2011). O isolamento de 

bactérias através do sangue e urina também pode ser usado no diagnóstico da 

leptospirose. Entretanto, leptospiras tendem a crescer vagarosamente em 

isolamento primário, também dificultando o diagnóstico na fase inicial (BHARTI; 

NALLY; RICALDI; MATTHIAS et al., 2003; LEVETT, 2001). Diagnosticar essa 

doença em sua fase inicial é de extrema importância, pois é nessa etapa que o 

tratamento se mostra mais eficaz (DAVANLOO; ROSENBERG; DUNN; 

STUDIER, 1984; DUBENDORFF; STUDIER, 1991).  

O tratamento da leptospirose é baseado na administração de antibióticos 

β-lactâmicos da família das penicilinas. Embora efetivo, o tratamento com 

antibióticos gera preocupações relacionadas ao aparecimento de resistência 

bacteriana, reforçando a necessidade do desenvolvimento de novos métodos 

de tratamento mais eficazes e também de profilaxia como, por exemplo, as 

vacinas.  

No Brasil ainda não há vacinas licenciadas para uso humano e as 

preparações vacinais existentes para essa doença não são capazes de conferir 

uma resposta duradoura e proteção completa no indivíduo (IZURIETA; 

GALWANKAR; CLEM, 2008; VIJAYACHARI; SUGUNAN; SHRIRAM, 2008; 

YANG, 2007). 

 

 



1.3 Mecanismos de patogenicidade e fatores de virulência 

 

A patogenicidade de um microrganismo está relacionada aos 

mecanismos que o permitem contornar as barreiras do hospedeiro. Adesão à 

pele ou mucosa, invasão das células e disseminação pelos órgãos do 

hospedeiro, além de capacidade de evasão do sistema imune, estão entre os 

principais mecanismos que fazem um patógeno ser bem-sucedido (ALBERTS; 

WATSON; LEWIS; JOHNSON et al., 2002; EHRLICH; HILLER; HU, 2008). Os 

mecanismos de patogenicidade de Leptospira ainda são pouco compreendidos 

e vem sendo bastante estudados. À elas, faltam fatores de virulência clássicos 

devido à grande distância filogenética dessas bactérias de patógenos bem 

caracterizados (MURRAY, 2015). Através de estudos de mutagênese em 

combinação com o aumento de sequências gênicas disponíveis (BOURHY; 

LOUVEL; SAINT GIRONS; PICARDEAU, 2005; CRODA; FIGUEIRA; 

WUNDER; SANTOS et al., 2008), tem havido progresso na identificação e 

caracterização desses fatores. 

 

1.3.1 Fatores de virulência 

 

De forma geral, as leptospiras possuem como principal fator de 

virulência o LPS (MARCSISIN; BARTPHO; BULACH; SRIKRAM et al., 2013; 

MURRAY; SRIKRAM; HENRY; HARTSKEERL et al., 2010), amplamente 

conhecido em bactérias Gram-negativas, proteínas de membrana externa 

(outer membrane proteins – OMPs), hemolisinas e moléculas de adesão. 

 Em ratos e camundongos o reconhecimento do LPS de Leptospira 

ocorre normalmente, tanto via TLR2, principal receptor de moléculas 

polissacarídicas, quanto TLR4, conhecido como receptor de LPS, promovendo 

uma resposta imune efetiva, o que pode explicar a ausência de sintomas e 

manifestação da doença nesses animais, que são tidos somente como 

reservatórios. Em contrapartida, em seres humanos o reconhecimento de LPS 

de Leptospira é diferente do de outras bactérias, ocorrendo somente via TLR2 

(ABBAS; LICHTMAN; PILLAL, 2016; WERTS; TAPPING; MATHISON; 

CHUANG et al., 2001). Sugere-se que isso ocorra devido às diferenças 

apresentadas pelo lipídeo A do LPS dessas bactérias (QUE-GEWIRTH; 



RIBEIRO; KALB; COTTER et al., 2004), que fazem com que o TLR4 humano 

falhe em seu reconhecimento. Estudos mostram que para que haja uma 

resposta imune inata efetiva contra bactérias patogênicas do gênero Leptospira 

é necessário o reconhecimento tanto por TLR2 quanto TLR4 (CHASSIN; 

PICARDEAU; GOUJON; BOURHY et al., 2009; NAHORI; FOURNIE-

AMAZOUZ; QUE-GEWIRTH; BALLOY et al., 2005; VIRIYAKOSOL; 

MATTHIAS; SWANCUTT; KIRKLAND et al., 2006). Por isso, é provável que 

esse reconhecimento falho impeça a ativação de uma resposta imune 

adequada para a eliminação do patógeno em humanos, fazendo com que o 

indivíduo torne-se suscetível ao desenvolvimento da doença causada por 

essas bactérias. 

 

1.3.2 Mecanismos de patogenicidade 

 

Para que leptospiras infectem o hospedeiro, é necessário que haja a 

entrada do microrganismo através de sua pele.  Para que isso seja possível, é 

necessário que a bactéria consiga contornar a barreira física do indivíduo, 

mesmo que sua entrada seja facilitada por abrasões ou umidade (ADLER; DE 

LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Nos estágios iniciais da leptospirose, a alta 

motilidade de Leptospira, promovida pela presença de dois flagelos 

periplásmicos, é essencial no sucesso na disseminação da bactéria através de 

membranas de mucosas e também da pele (BALLARD; WILLIAMSON; ADLER; 

VINH et al., 1986; FAINE; VANDERHOEDEN, 1964; VINH; FAINE; ADLER, 

1984). Essas bactérias demonstram maior motilidade em substratos de alta 

viscosidade (BERG; TURNER, 1979; KAISER; DOETSCH, 1975) o que pode 

explicar sua eficiência na penetração de substratos presentes em tecidos 

(MURRAY, 2015). 

 Outro mecanismo proposto relacionado à patogenicidade de Leptospira 

é a quimiotaxia por componentes presentes no sangue do hospedeiro. Há 

descrita a presença de pelo menos 12 genes codificantes para proteínas 

quimiotáticas no genoma de Leptospira patogênicas (NASCIMENTO; KO; 

MARTINS; MONTEIRO-VITORELLO et al., 2004; REN; FU; JIANG; ZENG et 

al., 2003), indicativo de que essas bactérias respondem a uma gama de 



estímulos químicos. Estudos demonstram que leptospiras parecem ter atração 

por componentes do sangue (YURI; TAKAMOTO; OKADA; HIRAMUNE et al., 

1993) e também açúcares, piruvato e ácidos graxos do hospedeiro (LAMBERT; 

TAKAHASHI; CHARON; PICARDEAU, 2012), sugerindo que o patógeno seja 

atraído para locais onde barreiras teciduais já tenham sofrido alguma 

degradação.  

A evasão do sistema imune do hospedeiro também é um mecanismo de 

patogenicidade importante e bastante estudado para Leptospira. As bactérias 

patogênicas são capazes de evadir o sistema imunológico do hospedeiro 

através da ligação em componentes do sistema complemento, de forma a inibir 

a cascata de sinalização (BARBOSA; ABREU; VASCONCELLOS; MORAIS et 

al., 2009; CINCO; BANFI, 1983; MERI; MURGIA; STEFANEL; MERI et al., 

2005). Dessa forma, há uma redução de lise bacteriana, diminuição da taxa de 

recrutamento e ativação de fagócitos e redução de opsonofagocitose (BLOM; 

HALLSTROM; RIESBECK, 2009). Elas também são capazes de invadir e 

persistir em macrófagos (LI; OJCIUS; LIAO; LI et al., 2010; TOMA; OKURA; 

TAKAYAMA; SUZUKI, 2011) através de mecanismos não-fagocíticos 

(MERIEN; BARANTON; PEROLAT, 1997), fator que parece ser importante na 

manutenção de sua patogenicidade (TOMA; MURRAY; NOHARA; MIZUYAMA 

et al., 2014; ZHANG; ZHANG; OJCIUS; SUN et al., 2012). Além disso, 

leptospiras patogênicas são capazes de sintetizar proteínas importantes na 

proteção contra espécies reativas de oxigênio (EROs). A resistência ao 

estresse oxidativo foi demonstrada ser essencial na manutenção da virulência 

bacteriana (ESHGHI; LOURDAULT; MURRAY; BARTPHO et al., 2012), pois 

auxilia na subversão da fagocitose pelo hospedeiro. 

 Leptospira patogênicas possuem uma extensa redundância genética e 

funcional, resultado possivelmente de um processo de expansão genômica 

através de duplicações gênicas (BULACH; ZUERNER; WILSON; SEEMANN et 

al., 2006; MURRAY, 2015). Proteínas redundantemente funcionais operam em 

diferentes estágios da doença, em órgãos e tecidos distintos ou então atuam 

sinergicamente. Supõe-se que essa redundância é o que permite às leptospiras 

infectarem um repertório tão grande de hospedeiros (MURRAY, 2015). Dentre 

as moléculas cuja sobreposição de função é existente nessas bactérias, 

destacam-se as adesinas. 



A adesão de patógenos aos tecidos do hospedeiro é sabida como o 

evento inicial crítico para a maioria das infecções por microrganismos (Kline et 

al, 2009 – ver em Murray 2015). Isso é verdade também para bactérias do 

gênero Leptospira cuja ligação a células do hospedeiro e a componentes da 

matriz extra-celular (ECM) é necessária para que a bactéria penetre, dissemine 

e permaneça nos tecidos (LJUNGH; MORAN; WADSTRÖM, 1996). A 

composição da ECM é muito variável entre diferentes tecidos, mas no geral, é 

constituída por duas principais classes de macromoléculas: proteoglicanos 

(PGs) e proteínas fibrosas (PFs), dentre as quais fibronectina, laminina, 

colágeno e elastina. Ela está presente em todos os tecidos e órgãos, e sua 

principal função é a manutenção da integridade tecidual e transdução de sinais 

bioquímicos intra e extracelulares (FRANTZ; STEWART; WEAVER, 2010). 

Componentes de Superfície Microbiana Reconhecedores de Moléculas 

Adesivas de Matriz (Microbial Surface Components Recognizing Adhesive 

Matrix Molecules – MSCRAMMs), também conhecidos como moléculas de 

adesão ou adesinas, são responsáveis pela adesão do patógeno às células do 

hospedeiro, interagindo com os componentes da ECM e, algumas vezes, com 

componentes sanguíneos (LJUNGH; MORAN; WADSTRÖM, 1996). 

O primeiro indício de existência de uma proteína de Leptospira que se 

ligasse à ECM foi dado por Merien e colaboradores em 2000 após a 

descoberta de uma proteína de membrana de 36 kDa capaz de se ligar à 

fibronectina (MERIEN; TRUCCOLO; BARANTON; PEROLAT, 2000). Após 

essa descoberta, diversas proteínas foram descritas como ligantes de 

componentes de matriz extracelular.  

Atualmente há descrito na literatura diversas proteínas de Leptospira 

capazes de se ligarem a diferentes componentes da ECM e componentes 

sanguíneos sugerindo a importância dessa etapa na patogenicidade dessas 

bactérias (Tabela 2). Dentre essas proteínas, estão a Lsa45, codificada pelo 

gene LIC10731 (FERNANDES; VIEIRA; ALVES; DE MORAIS et al., 2014) e 

Lsa63 (VIEIRA; DE MORAIS; GONCALES; ROMERO et al., 2010), codificada 

pelo gene LIC10314, anotadas no genoma de L. interrogans e altamente 

conservadas entre espécies patogênicas da bactéria, indicando a possibilidade 

de papel importante na infecção por Leptospira. 
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A proteína Lsa45, descrita em 2014 por Fernandes e colaboradores, é 

uma adesina de superfície que tem capacidade de aderir à laminina da ECM. 

Essa proteína pode se ligar ao plasminogênio (PLG), gerando plasmina ativa 

(PLA) (FERNANDES; VIEIRA; ALVES; DE MORAIS et al., 2014), uma serino-

protease insensível a inativadores de plasmina teciduais, capaz de degradar 

fibronectina e laminina da ECM, ajudando na propagação bacteriana (LJUNGH; 

MORAN; WADSTRÖM, 1996). Já foi demonstrado que a geração de PLA em 

Leptospira promove a atividade de migração da bactéria aumentando seu 

poder proteolítico (VIEIRA; ATZINGEN; OLIVEIRA; MENDES et al., 2012). 

Ensaios em camundongos mostraram que a Lsa45 tem capacidade de indução 

tanto de imunidade humoral, demonstrando alta produção de anticorpos no 

soro, quanto imunidade celular, promovendo indução de linfoproliferação 

celular e produção de citocinas em níveis elevados (FERNANDES; VIEIRA; 

ALVES; DE MORAIS et al., 2014).   

A proteína Lsa63 possui um domínio conservado p83/100, presente em 

antígenos proteicos de outras espiroquetas como Borrelia e Treponema ssp. 

Ela é capaz de ligar-se a dois componentes importantes da ECM, laminina e 

colágeno IV. É considerada imunogênica uma vez que amostras de soro de 

pacientes da fase convalescente de leptospirose apresentaram anticorpos do 

tipo IgG anti-Lsa63. Interessantemente, enquanto essa proteína é altamente 

conservada em espécies patogênicas como L. interrogans, L. borgpetersenii, L. 

kirschneri, L. noguchi e L. santarosai, ela é ausente na linhagem não 

patogênica L. biflexa. Além disso, sugeriu-se através de imunoensaios que 

essa proteína é expressa durante a infecção natural por Leptospira, podendo 

dessa forma, ter papel importante na patogenicidade da bactéria (VIEIRA; DE 

MORAIS; GONCALES; ROMERO et al., 2010). 

Fatores como a conservação em espécies patogênicas, demonstração 

de imunogenicidade e sugestão de expressão durante a infecção natural por 

Leptospira fazem dessas proteínas interessantes candidatos para estudos de 

vacinologia. 

 

1.4 Vacinas contra leptospirose 

 



De acordo com a OMS, a administração de vacinas é a ferramenta mais 

eficiente e custo-efetiva na prevenção de diversas doenças, evitando a morte 

de 2 a 3 milhões de pessoas anualmente, sendo um pilar central da cobertura 

sanitária mundial (OMS, 2018). 

A vacinação é o método mais viável para controlar a disseminação e 

surtos de leptospirose em regiões endêmicas da doença (ADLER; DE LA 

PENA MOCTEZUMA, 2010; ELLIS, 2015; GRASSMANN; SOUZA; MCBRIDE, 

2017). Vacinas contra leptospirose são amplamente utilizadas no campo 

veterinário, principalmente em animais domésticos e gado (ELLIS, 2015). 

Existem também algumas composições vacinais para uso humano, estas não 

disponíveis e não licenciadas mundialmente. Em ambos os casos, as vacinas 

apresentam diversas limitações devido à sua composição, reforçando a 

necessidade do desenvolvimento de novas formulações (ADLER; DE LA 

PENÃ-MOTECZUMA, 2010; FAINE; ADLER; BOLIN; PEROLAT, 1999a; 

FARKAS; CIZOVA; BEKESOVA; BYSTRICKY, 2013; XU; YE, 2018). 

Para uso veterinário, vacinas contra leptospirose compostas de 

bacterinas, que nada mais são do que preparações a partir de células inteiras 

de leptospiras patogênicas inativadas, vêm sendo aplicadas nos últimos 50 

anos (ADLER, 2015; BASHIRU; BAHAMAN, 2018). Elas são utilizadas principal 

e quase exclusivamente na imunização de cães, gados e suínos (ELLIS, 2015). 

Ao todo, existem diversas formulações disponíveis, contendo mais comumente 

em sua composição, de um a quatro sorovares distintos. Em alguns países, no 

entanto, vacinas produzidas localmente podem conter até oito sorovares, 

apesar de não haver estudos demonstrando proteção contra todos os 

componentes disponíveis na formulação (ADLER, 2015; ELLIS, 2015).  

Para uso humano são ínfimas as formulações vacinais contra 

leptospirose, licenciadas para emprego somente em seus países de origem 

(HAAKE; LEVETT, 2015). Atualmente, Cuba (MARTINEZ; PEREZ; QUINONES 

MDEL; CRUZ et al., 2004), França (LAURICHESSE; GOURDON; SMITS; 

ABDOE et al., 2007), China (CHENG; QIN; XIE, 2001) e Japão (MASUZAWA; 

SUZUKI; YANAGIHARA, 1991) possuem vacinas com formulações distintas 

(Tabela 3) que são utilizadas exclusivamente em populações de risco como 

fazendeiros, mineradores e trabalhadores da área sanitária (ADLER, 2015; 

GRASSMANN; SOUZA; MCBRIDE, 2017; HAAKE; LEVETT, 2015). Assim 



como vacinas de uso veterinário, a maioria das vacinas para uso humano é 

composta por bactérias inativadas, com exceção de uma cuja composição se 

dá por antígenos de membrana externa de Leptospira. No Brasil, não existe 

nenhuma formulação disponível para utilização em humanos contra Leptospira. 

 

Tabela 3: Vacinas contra leptospirose para humanos 

 

País Fabricante 
Tipo de 

vacina 
Sorogrupo/Sorovar Referência 

China 

Instituto Wuhan de 

Produtos 

Biológicos Co., 

Ltda. 

Polivalente 

inativada 

sorovares Australis, 

Autumnalis, Canicola, 

Hebdomadis, Lai, 

Linhai e Pomona 

Xu et al., 2005 

China 

Instituto Shangai 

de Produtos 

Biológicos Co., 

Ltda. 

Bivalente de 

membrana 

externa 

sorogrupos 

Icterohaemorrhagiae 

e Hebdomadis 

Cheng et al., 

2001 

Cuba Instituto Finlay 
Trivalente 

inativada 

sorogrupos Canicola 

sorovar Canicola; 

sorogrupo  

Icterohaemorrhagiae 

sorovar 

Copenhageni; 

sorogrupo Pomona 

sorovar Mozdok 

Martínez et al., 

2004; Martínez, 

2014 

França Sanofi-Pasteur 
Monovalente 

inativada 

sorogrupo  

Icterohaemorrhagiae 

Laurichesse et 

al., 2007 

Japão - 
Polivalente 

inativada 

sorovares Australis, 

Autumnalis, 

Copenhageni e 

Hebdomadis 

Masuzawa et al., 

1991; Koizumi e 

Watanabe, 2005 

Adaptado de (XU; YE, 2018). 

 

Apesar de utilizadas, vacinas preparadas a partir de bactérias inativadas 

ou de componentes de membrana externa (ME) possuem uma série de 

desvantagens que fazem com que seu uso seja bastante limitado. Devido à sua 



composição, a resposta imunológica promovida por elas baseia-se na geração 

de anticorpos contra LPS, um antígeno T-independente, de forma que não 

envolve a geração de memória imunológica. Dessa forma, a duração da 

proteção é curta, havendo, portanto, a necessidade de revacinação constante; 

além disso, essas vacinas são sorovar-específicas limitando sua proteção 

apenas contra sorovares presentes em sua formulação (ADLER, 2015; 

BHARTI; NALLY; RICALDI; MATTHIAS et al., 2003; FAINE; ADLER; BOLIN; 

PEROLAT, 1999a; XU; YE, 2018). Isso faz com que haja a necessidade de 

estudos epidemiológicos em diversas regiões para que seja possível a 

identificação das espécies e sorovares mais comuns a fim de se desenvolver 

uma formulação específica cujos componentes envolvam bactérias presentes 

nestes locais (ADLER, 2015; DELLAGOSTIN; GRASSMANN; RIZZI; SCHUCH 

et al., 2017; ELLIS, 2015; WANG; JIN; WEGRZYN, 2007). Muitos países não 

possuem instalações para diagnóstico e vigilância da doença, importando 

produtos multivalentes que podem não ser apropriados para a região em 

questão (ELLIS, 2015). Outro fator é que vacinas multivalentes contra 

leptospirose aparentam ser desfavoráveis quando comparadas às 

monovalentes, apesar dos efeitos de competição antigênica entre grandes 

número de sorovares numa mesma formulação vacinal seja ainda 

desconhecida (BOLIN; CASSELLS; ZUERNER; TRUEBA, 1991; BOLIN; 

THIERMANN; HANDSAKER; FOLEY, 1989; BOLIN; ZUERNER; TRUEBA, 

1989; RINEHART; ZIMMERMAN; BUTERBAUGH; JOLIE et al., 2012). 

Outras desvantagens de vacinas contra leptospirose estão associadas 

aos efeitos colaterais enfrentados. Estudos reportam uma série de problemas 

como febre, náusea e dores no local de aplicação (LAURICHESSE; 

GOURDON; SMITS; ABDOE et al., 2007; MAILLOUX; DEBARBAT; 

MOLLARET, 1983; MARTINEZ; PEREZ; QUINONES MDEL; CRUZ et al., 

2004; POULIQUEN; CATILINA, 2000). Por problemas relacionados à 

reatogenicidade, eficácia, qualidade e propriedade de antígenos vacinais, as 

vacinas atuais não ganharam aceitação mundial para uso humano como 

ocorreu para uso veterinário, ainda que mesmo para uso animal elas estejam 

bem distantes do ideal (ADLER, 2015). 

 Nesse ponto, vacinas de subunidades baseadas em proteínas de 

membrana externa conservadas entre leptospiras patogênicas poderiam ser 



uma interessante alternativa às vacinas celulares inativadas. Moléculas 

proteicas exibem uma resposta do tipo T-dependente no organismo, com 

apresentação de antígeno através do Complexo Principal de 

Histocompatibilidade classe II (MCHII), gerando memória imunológica no 

indivíduo (ALBERTS, 1998). Proteínas recombinantes têm sido testadas como 

candidatos vacinais contra leptospirose (ATZINGEN; VIEIRA; OLIVEIRA; 

DOMINGOS et al., 2012; CULLEN; HAAKE; BULACH; ZUERNER et al., 2003; 

DONAHUE; BEBEE, 1999; FAISAL; YAN; CHEN; PALANIAPPAN et al., 2008; 

FERNANDES; TEIXEIRA; FILHO; SOUZA et al., 2017), mas poucas foram 

capazes de induzir proteção parcial em desafio com Leptospira virulentas 

(VIEIRA; FERNANDES; DOMINGOS; OLIVEIRA et al., 2014). Muitos estudos e 

esforços vêm sendo realizados com o objetivo de desenvolver uma vacina que 

seja capaz de promover proteção cruzada entre diferentes sorovares. 

 

1.5 Vacinas conjugadas 

 

 Vacinas conjugadas são vacinas em que há uma ligação química 

covalente entre um antígeno de interesse fracamente imunogênico, geralmente 

um polissacarídeo, à uma proteína carreadora, altamente imunogênica. Essa 

ligação – chamada de conjugação – torna a resposta imunológica contra o 

antígeno de interesse mais eficiente, promovendo uma proteção mais ampla. 

Em 1929, Avery e Goebel mostraram que a imunogenicidade de 

polissacarídeos poderia ser melhorada se estes fossem ligados 

covalentemente à proteínas carreadoras (AVERY; GOEBEL, 1929). Essa 

característica só voltou a ser mais explorada a partir de 1980 quando 

Schneerson e colaboradores descreveram que conjugados entre o 

polissacarídeo capsular da bactéria Haemophilus influenzae e os toxóides 

diftérico e tetânico acarretavam em um aumento na resposta de anticorpos 

específicos contra o polissacarídeo em camundongos (SCHNEERSON; 

BARRERA; SUTTON; ROBBINS, 1980).  

 Polissacarídeos (PS) são polímeros grandes compostos de várias 

subunidades repetitivas que funcionam como epítopos, e são os principais 

fatores de virulência em doenças causadas por bactérias encapsuladas como 

Haemophilus influenzae e Streptococcus pneumoniae. Essas moléculas são 



capazes de induzir a geração de anticorpos na ausência de células T através 

de interação direta com receptores de células B, que então se diferenciam em 

plasmócitos produtores de anticorpos, acarretando dessa forma em uma 

resposta imunológica T-independente. As características de resposta de 

anticorpos contra PS são bastante restritivas, sendo dominadas por anticorpos 

do tipo IgM e IgG2 e de curta duração devido à ausência do auxílio de células T 

na geração de memória imunológica. Dessa forma, os PS também não são 

capazes de promover uma resposta imunológica ampliada através de re-

exposição, oferecendo também o risco de hiporresponsividade ao antígeno em 

imunizações subsequentes (RAPPUOLI; DE GREGORIO; COSTANTINO, 

2019; TZIANABOS, 2000). 

 Apesar de imunogênicos em adultos e crianças maiores, PS não são 

capazes de proteger crianças menores de 2 anos (KAYHTY; KARANKO; 

PELTOLA; MAKELA, 1984).  Por ser incapaz de gerar memória imunológica a 

imunização com polissacarídeos é bastante limitada, não protegendo a 

população de risco que inclui além de crianças menores de 2 anos, idosos e 

pessoas imunodeficientes ou imunocomprometidas (KAISER; DOETSCH, 

1975; VINH; FAINE; ADLER, 1984). 

Diferentemente do que ocorre para os polissacarídeos, as proteínas, 

moléculas formadas por sequencias de aminoácidos, induzem resposta imune 

do tipo T-dependente. Após a interação de proteínas com células 

apresentadoras de antígeno (APCs), elas são internalizadas e processados em 

peptídeos, re-expostas e apresentados a células T, induzindo a diferenciação 

de células B em plasmócitos e células B de memória. Isso leva à geração de 

anticorpos de alta afinidade, com prevalência da classe IgG, a partir da 

ativação de células T-helper, induzindo a formação de células T e B de 

memória conferindo assim memória imunológica ao organismo e proteção aos 

grupos de risco (ABBAS; LICHTMAN, 2003; COSTANTINO; RAPPUOLI; 

BERTI, 2011). A partir desse ponto, diversos trabalhos de conjugação 

polissacarídeo-proteína foram desenvolvidos (BERTI; ADAMO, 2018a), 

demonstrando a conferência de memória imunológica e proteção, 

principalmente em grupos de risco que englobam idosos, crianças e indivíduos 

imunocomprometidos (KADIOGLU; WEISER; PATON; ANDREW, 2008; 

VLIEGENTHART, 2006).  



Atualmente, existe uma gama de vacinas conjugadas disponíveis no 

mercado (Erro! Fonte de referência não encontrada.), incluindo as vacinas 

contra H. influenzae tipo b e S. pneumoniae que fazem parte do calendário 

nacional de vacinação e são fornecidas gratuitamente em postos de vacinação 

do Brasil para a população alvo. 

 

 

Tabela 4: Vacinas conjugadas licenciadas até 2018. 

 

Patógeno Nome comercial Fabricante 
Proteína 

carreadora 

Haemophilus influenzae 

tipo b 

ActHIB Sanofi-Pasteur TT 

Hiberix Glaxo-Smith-Klein TT 

Quinvaxen Glaxo-Smith-Klein CRM197 

PedvaxHIB Merck OMPC 

Neisseria meningitidis 

sorogrupo C 

NeisVac-C Pfizer TT 

Meningitec Nuron Biotech CRM197 

Menjugate Glaxo-Smith-Klein CRM197 

Menitorix Glaxo-Smith-Klein TT 

Neisseria meningitidis 

sorogrupo CY 
MenHibrix Glaxo-Smith-Klein TT 

Neisseria meningitidis 

sorogrupo ACWY 

Menactra Sanofi-Pasteur DT 

Menveo Glaxo-Smith-Klein CRM197 

Nimerix Pfizer TT 

Streptococcus 

pneumoniae sorogrupos 

4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 

23F 

Prevnar Pfizer CRM197 

Streptococcus 

pneumoniae sorogrupos 

1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 

18C, 19F, 23F 

Synflorix Glaxo-Smith-Klein 
NTHi-PD, DT, 

TT 

Streptococcus 

pneumoniae sorogrupos 

1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 

Prevnar13 Pfizer CRM197 



9V, 14, 18C, 19A, 19F, 

23F 

TT: toxóide tetânico; TD: toxóide diftérico; CRM197: toxóide diftérico mutado no aminoácido 197; 

OMPC: complexo proteico de membrana externa de meningococo; NTHi-PD: proteína D de H. 

influenzae não tipável (cápsula polissacarídica ausente). Adaptado de (BERTI; ADAMO, 2018).  

 

 No Instituto Butantan, nosso grupo tem estudado o emprego da 

conjugação química de polissacarídeos capsulares de bactérias como H. 

influenzae tipo b e Streptococcus pneumoniae sorotipos 1, 6B, 14 e 23F à 

proteínas carreadoras, avaliando o potencial desses conjugados como 

candidatos vacinais, e os resultados obtidos tem sido muito interessantes 

(BARAZZONE; PERCIANI; RAW; TANIZAKI, 2009; DA SILVA; CONVERSO; 

GONCALVES; LEITE et al., 2017; PERCIANI; BARAZZONE; GOULART; 

CARVALHO et al., 2013; SANTAMARIA; GOULART; PERCIANI; BARAZZONE 

et al., 2011).   

 Em 1990, Midwinter e colaboradores estudaram o efeito da conjugação 

da fração polissacarídica (PS) do LPS de Leptospira interrogans sorovares 

Pomona e Hardjo com toxóide diftérico (TD). O PS foi separado da fração 

lipídica, por hidrólise ácida, e a conjugação entre PS e TD foi realizada em 

duas etapas.  Na primeira etapa foi empregado brometo de cianogênio para 

ativação do PS para a ligação do mesmo à molécula espaçadora diidrazida do 

ácido adípico (ADH) com a consequente adição de resíduos de amina ao PS. 

Na etapa de ligação com TD, foi empregada a 1-etil-3-dimetilaminopropil 

carbodiimida (EDAC), uma molécula ativadora de grupos carboxílicos, o que 

proporcionou a ligação do PS modificado à proteína carreadora. Os animais 

foram imunizados com doses entre 0,25 e 25 µg de LPS dos sorovares 

Pomona e Hardjo, com maior título de aglutinação quando empregado 25 µg do 

sorovar Pomona. Animais imunizados com os conjugados PS-TD foram 

capazes de induzir formação de anticorpos anti-LPS pelo menos 10 vezes 

maior do que o LPS sozinho. O conjugado com PS derivado do LPS do sorovar 

Pomona foi mais imunogênico, estimulando a formação de anticorpos 40 vezes 

maior do que quando empregado somente LPS. A fração polissacarídica não 

conjugada derivada de LPS foi incapaz de produzir resposta imunológica 



significativa (MIDWINTER; FAINE; ADLER, 1990), diferentemente do que se 

observou para a fração de PS derivada de LPS do sorovar Copenhageni em 

um trabalho feito por Josh e colaboradores, que inclusive mostra que o PS foi 

capaz de proteger em um ensaio de desafio contra uma cepa virulenta do 

mesmo sorovar (JOST; ADLER; FAINE, 1989).  

 Mais tarde, Midwinter e colaboradores separaram e caracterizaram o 

oligossacarídeo derivado do LPS de L. interrogans sorovar Pomona. Eles 

mostraram que esse oligossacarídeo era capaz de inibir a ligação a anticorpos 

monoclonais anti-LPS. A conjugação dessa fração foi feita via ligação tioéter 

com TD. Camundongos foram imunizados com esse conjugado e verificou-se a 

indução da formação de anticorpos opsonizantes (MIDWINTER; VINH; FAINE; 

ADLER, 1994).  

Há descrito na literatura um trabalho que estudou se havia efeito protetor 

do LPS derivado de L. biflexa sorovar Patoc, uma linhagem saprofítica, 

diferentemente das utilizadas em estudos anteriores, em hamsters que foram 

desafiados com a linhagem patogênica L. interrogans sorovar Manilae cepa 

UP-MMG. Foram realizados alguns ensaios para verificar a similaridade entre 

os epítopos antigênicos de L. biflexa e L. interrogans. No teste de 

microaglutinação (MAT) o antissoro de hamsters imunizados com LPS de L. 

biflexa foi capaz de aglutinar células de L. interrogans. No ensaio de ELISA, a 

preparação de LPS de L. biflexa apresentou reação cruzada com o antissoro 

derivado da imunização de hamsters com células inteiras de L. interrogans 

(MATSUO; ISOGAI; ARAKI, 2000). Os resultados desse estudo sugerem 

fortemente a presença de antígenos comuns ou bastante similares na 

superfície de L. biflexa e L. interrogans. Apesar de não ter se observado 

proteção completa contra a linhagem patogênica, verificou-se que quanto maior 

a quantidade de LPS de L. biflexa administrada na imunização, melhor era o 

efeito protetor obtido. 

No mesmo estudo, testou-se também a administração a hamsters de 

células de L. biflexa inativadas com formalina. Observou-se que nesses casos, 

o efeito da atividade protetora era inferior ao verificado quando administrado o 

LPS. Esse resultado sugere que de fato o LPS sozinho possa ser um melhor 

antígeno quanto comparado à bacterina, o que pode ser explicado pelo baixo 

conteúdo de LPS na preparação de células inteiras. 



 Nesse contexto, o presente projeto visa a síntese e purificação de 

adesinas de superfície de Leptospira interrogans e sua modificação química a 

fim de possibilitar a conjugação com o LPS de Leptospira biflexa para estudos 

futuros de seu potencial imunogênico como candidato vacinal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2. Conclusão 

 

 A proteína Lsa45 pôde ser obtida de forma solúvel quando sintetizada 

em temperaturas entre 18 e 20°C utilizando uma cepa de E. coli que expressa 

a chaperona GroEL-GroES. Entretanto, sua produção é bastante diminuta, o 

que pôde ser melhorado através de modificações no meio de cultivo e no 

frasco, utilizando-se o meio autoindutor de promoção de crescimento ZYM-

5052 e o frasco Tunair™, capaz de fornecer melhor aeração no meio, 

aumentando a concentração de oxigênio dissolvido e promovendo assim o 

crescimento das bactérias. A purificação dessa proteína é possível de ser feita 

em duas etapas para obtenção da molécula com pureza superior a 90%, com 

rendimento final bom, superior a 25%. Apesar de ter sido perdida uma massa 

grande de proteína na derivatização com o ADH (80 %), essa reação foi bem 

sucedida pois nas moléculas que não precipitaram, houve adição de três vezes 

mais amina quando comparado ao conteúdo desse grupo na proteína não 

modificada. Porém, mesmo com o sucesso da derivatização, a instabilidade da 

proteína fez com que optássemos por empregar outra molécula, escolhendo-se 

a proteína Lsa63. 

 A expressão da Lsa63 é bastante simples, em cepa independente de 

indução por IPTG, o que torna o processo mais barato, e em quantidades 

consideráveis. Quando comparado a produção da proteína Lsa45, a proteína 

Lsa63 se equipara à melhor condição de cultivo observada para a molécula 

anterior, com média de 8,74 mg/L após a purificação. Sua purificação também 

é simples, passando por duas etapas cromatográficas e obtendo-se pureza 

superior a 90%. O processo de derivatização da proteína Lsa63 ocorreu em pH 

mais ácido, em torno de 6, obtendo-se um aumento no conteúdo de amina 

entre 1,4 e 2 vezes após a modificação.   

 O cultivo de L. biflexa para extração de LPS é extremamente 

demorado, mas factível. As células crescem bem no sistema de repique 

escalonado e após várias sequencias de repique é possível obter massa 

suficiente para a extração. A extração do LPS utilizando o protocolo fenol/água 

a quente a partir da solubilização de massa úmida da bactéria e após o 

processo de purificação gerou LPS com pureza de aproximadamente 85% e 

rendimento de 0,25% (massa de LPS/massa de células). Liofilizando-se a 



mesma quantidade de massa úmida e utilizando o liofilizado como base inicial 

da extração, verificou-se que a solubilização da massa ocorre de forma mais 

homogênea. A extração a partir da massa liofilizada teve rendimento 3,5 vezes 

maior comparando com o obtido partindo de massa úmida e com pureza cerca 

de 4% maior. 

 A conjugação entre a proteína modificada Lsa63AH e o LPS de L. 

biflexa utilizando CDAP como agente ativador gerou moléculas conjugadas 

com massa molecular acima de 140 kDa. Entretanto, apesar da presença do 

conjugado Lsa63AH-LPS, houve perda de 78% em massa proteica, indicando a 

necessidade da otimização do método de conjugação e purificação. 

Futuramente será necessário realizar um estudo do potencial imunológico do  

conjugado Lsa63AH-LPS para avaliação como possível candidato vacinal 

contra leptospirose.  
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