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1. INTRODUÇÃO 
 

A leptospirose é uma zoonose negligenciada causada por bactérias 
patogênicas do gênero Leptospira spp. (DELLAGOSTIN et al., 2011). Estima-se a 
ocorrência de 1 milhão de casos por ano no mundo, acarretando em cerca de 59 
mil mortes (COSTA et al., 2015). As vacinas disponíveis contra a doença são 
compostas por bacterinas, sendo licenciadas para uso em um número reduzido 
de países. Estas formulações fornecem proteção apenas contra os sorovares 
presentes na sua composição, além de gerarem efeitos adversos e induzirem 
uma proteção de curta duração (KOIZUMI e WATANABE, 2005).   

Diversos antígenos recombinantes vêm sendo avaliados em vacinas contra 
essa zoonose. Uma vacina constituída de antígenos proteicos que contenham 
epítopos expostos na superfície da bactéria, conservados em todas as espécies 
patogênicas, poderá ser capaz de gerar uma resposta imune protetora mais 
ampla e que neutralize a infecção (RAPPUOLI e BAGNOLI, 2011). Uma das mais 
importantes abordagens no estudo de vacinas de nova geração é a vacinologia 
estrutural. Esta estratégia leva em consideração a estrutura tridimensional da 
proteína, permitindo a identificação de epítopos imunodominantes expostos, 
promovendo a indução de uma resposta imune mais ampla (DELANY et al., 
2013). 

Nosso grupo descreveu recentemente uma abordagem de bioinformática 
para a descoberta de alvos vacinais contra leptospirose baseado em vacinologia 
reversa. Foram preditas 18 proteínas barril-β transmembrana (βb-OMP) 
conservadas entre as leptospiras patogênicas, dentre elas a LIC10881.  

As proteínas barril-β são encontradas exclusivamente nas membranas 
externas de bactérias. Dentre suas funções está o transporte iônico, ativo e 
passivo, como a entrada de nutrientes das mais diversas complexidades. 
(SCHULZ, 2000). Estas proteínas são altamente conservadas e capazes de 
serem preditas estruturalmente por ferramentas de bioinformática (BIGELOW et 
al., 2004). 

 O objetivo deste trabalho foi realizar a modelagem estrutural in silico da 
proteína βb-transmembrana LIC10881, identificando a presença de porções 
imunogênicas expostas, assim como, obtê-la de forma recombinante, visando o 
desenvolvimento de novas formulações vacinais contra a leptospirose. 
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2. METODOLOGIA 

 
2.1 Modelagem estrutural 

 
Para a análise estrutural e a identificação de epítopos imunogênicos da 

proteína LIC10881, a sua sequência codificadora foi obtida no banco de dados 
GenBank (NCBI), logo, a identificação da região correspondente ao peptídeo sinal 
foi identificada pelos programas SignalP, SignalCF e Predisi, sendo assim 
clivados. Posteriormente a sequência de aminoácidos da proteína madura foi 
submetida ao software I-TASSER para a obtenção por homologia da estrutura 
tridimensional (3D) da LIC10881. 

 Para a predição de epítopos imunogênicos com alta afinidade (IC50 < 50 
nM) aos 14 alelos HLA-DBR do Complexo Principal de Histocompatibilidade de 
classe II (MHCII), foi utilizado o programa NetMHCII 2.2. A existência de epítopos 
lineares com alta afinidade para reconhecimento por receptores de células B foi 
verificada através do programa BepiPred 1.0., sendo selecionados os epítopos 
com score superior a 0.35. 

As estruturas foram visualizadas através do software UCSF Chimera 1.11 e 
todos os epítopos identificados tiveram suas sequências confrontadas com a 
estrutura 3D da molécula, para a identificação daqueles expostos na superfície 
bacteriana.  

 
2.2  Expressão heteróloga 

 
Para obtenção da proteína recombinante foram desenhados primers a 

partir da sequência genômica de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni 
cepa Fiocruz L1-130 depositada no GenBank (NCBI) com o auxílio do software 
VectorNTI11 (Invitrogen), visando a amplificação e a clonagem da sequência 
codificadora da proteína LIC10881 em vetor pAE e consequentemente sua 
expressão heteróloga. A sequência codificadora foi amplificada pela técnica de 
reação em cadeia da polimerase (PCR), sendo os resultados visualizados através 
de eletroforese em gel de agarose e o inserto purificado utilizando kit comercial. 

 Os produtos da PCR e o vetor de expressão pAE, foram digeridos com as 
enzimas de restrição KpnI e HindIII (Invitrogen) por 1 h à 37 ºC, logo em seguida 
purificados. A ligação dos insertos ao vetor pAE, foi realizada com a enzima T4 
DNA ligase (Invitrogen) a 4 °C overnight. 

 O vetor recombinante pAE/lic10881 foi caracterizado por sequenciamento 
de DNA e, após a confirmação de sua sequência, utilizado para a transformação 
da  cepa de expressão E. coli BL21 star (DE3) através do processo de choque 
térmico. Após a expressão, a proteína recombinante foi purificada por 
cromatografia de afinidade ao níquel no sistema automatizado AKTA-Purifier. 

 
2.3 Caracterização 

 
Posteriormente, a proteína rLIC10881 foi caracterizada por SDS-PAGE e 

Western blot, utilizando anticorpo monoclonal (MAb) anti-6xHis para a 
confirmação de sua correta expressão e purificação.  

Para a indentificação da antigêncidade da proteína, e da manutenção dos 
epítopos nativos, foi realizado um Western blot utilizando soro humano 
convalescente. O soros foram diluídos na proporção de 1:100 e o anticorpo 
secundário, anti-IgG Humano conjugado com peroxidase (SigmaAldrich), utilizado 



 

 

na diluição de 1:5000 em PBS-T. Os resultados foram visualizados através da 
técnica de quimioluminescência.  

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
A proteína LIC10881 foi caracterizada estruturalmente como sendo uma 

proteína barril β transmembrana, confirmando as análises in silico anteriores 
realizadas por DOS SANTOS (2015) e evidenciando a possível disposição destas 
na membrana externa do patógeno, atendendo este pré-requisito para a sua 
utilização com antígeno vacinal contra a doença. Foi identificada ainda, a 
presença de epítopos de células T e B altamente conservados na porção externa 
da proteína, (Figura 1.) 

                              A)                           B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                 

Figura 1. Modelo estrutural tridimensionail da proteína integral de membrana 
externa LIC10881 de Leptospira spp. Predito in silico por I-TASSER. (A) Epitopos de alta 
afinidade ao MHCII destacados em roxo; (B) epitopos lineares de células B destacados 

em azul. 

 
A rLIC10881 demonstrou ser corretamente expressa e purificada, como 

demonstrado por sua caracterização através da técnica de Western blot utilizando 
anticorpo monoclonal (mAB) anti-6xHis, apresentando o tamanho esperado de 62 
kDa (Figura 2a). Além disto a proteína recombinante demonstrou manter os 
epítopos da proteína nativa, sendo estes reconhecidos por anticorpos IgG de 
pacientes infectados com o patógeno (Figura 2b). 

 

 
Figura 2.  Western blot da expressão da rLIC10881 utilizando anticorpo anti-6xHIS 

(A) e Anti-IGg humano (B). 

 
4. CONCLUSÕES 

 
A predição da proteína LIC10881 como exposta na membrana externa de 

Leptospira spp., assim como a identificação de epítopos com caracteristicas 
imunogênicas e altamente conservados em sua parte externa, nos permite 
considerá-la um alvo vacinal em potencial contra doença . A correta expressão 
heteróloga da proteína, alcançada por este trabalho, permitirá futuras avaliações 
da sua capacidade imunoprotetora em modelo animal. 
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