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Resumo 
 

SOUZA, Jéssica Dias. Vacinologia reversa e estrutural: Identificação da 
localização celular de alvos vacinais contra leptospirose. 2017. 87f. Dissertação 
(Mestrado) - Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia. Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas. 
 
A leptospirose é uma doença tropical negligenciada que acomete mais de 1 milhão de 
pessoas em todo o mundo a cada ano, com cerca de 60 mil óbitos. Ela é causada por 
espiroquetas do gênero Leptospira. A única vacina disponível para o controle da 
doença é uma bacterina, que apesar de protetora e usada mundialmente para animais, 
apresenta diversos efeitos adversos, imunidade de curta duração e restrita aos 
sorovares que compõem a formulação. Há uma necessidade de desenvolvimento de 
uma nova vacina contra a leptospirose capaz de conter o avanço da doença. Neste 
trabalho, uma nova abordagem é apresentada para descoberta de novos alvos 
vacinais, baseada na vacinologia reversa e estrutural. O objetivo deste trabalho foi a 
confirmação da localização de possíveis alvos vacinais na superfície celular de L. 
interrogans através do estabelecimento de uma nova técnica in vitro. Ao total, foram 
identificadas 18 proteínas de membrana externa com conformação de barril-β 
transmembrana, preditas como contendo epítopos imunogênicos e presentes nas 
Leptospira spp. infecciosas. Destas, nove proteínas foram produzidas através de 
expressão heteróloga em Escherichia coli e utilizadas para gerar anticorpos 
policlonais. Os anticorpos foram caracterizados e utilizados para avaliar a localização 
das proteínas nativas correspondentes pela técnica de imunofluorescência de 
superfície. Esta técnica confirmou que LIC10881 é uma proteína barril-β 
transmembrana exposta na superfície de L. interrogans. Todavia, a mesma 
abordagem sugeriu erroneamente a proteína flagelar FcpA como exposta na 
superfície da bactéria. A técnica de aprisionamento de espiroquetas em esferas de 
agarose de baixo ponto de fusão foi adaptada e aplicada de forma inovadora para L. 
interrogans. Esta técnica confirmou que as lipoproteínas LigB, LipL32 e LcpA estão 
expostas na superfície da leptospiras patogênicas. Esta técnica é promissora para 
determinar a localização de proteínas na superfície celular de L. interrogans, porém 
ainda carece de maior comprovação experimental. 
 
Palavras-chave: Imunofluorescência, Leptospira, vacinas recombinantes, Proteínas 
de membrana, Proteínas expostas na superfície.  
  
  



Abstract  
 

SOUZA, Jéssica Dias. Reverse and structural vaccinology: Identification of 
leptospirosis vaccine targets exposed on cell surface. 2017. 87f. Dissertação 
(Mestrado) - Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia. Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas. 
 
Leptospirosis is a neglected tropical disease responsible for more than 1 million cases 
worldwide every year and approximately 60,000 deaths. Spirochetes belonging to the 
Leptospira genus are the causative agent of leptospirosis. The only vaccine available 
for disease control is a bacterin that, while protective and extensively used in animals, 
induces a short-term, serovar restricted, immune response and causes adverse side-
effects. There is a need for the development of a new leptospirosis vaccine to control 
the spread of this disease. In the present work, an innovative approach for vaccine 
target discovery based on reverse and structural vaccinology is presented. The 
objective of the current work was to confirm the localization of potential vaccine 
candidates on the L. interrogans cell surface through the development of a new in vitro 
technique. Eighteen outer membrane proteins with a β-barrel transmembrane structure 
were identified and predicted to contain immunogenic epitopes. These proteins were 
conserved among the infectious Leptospira spp. Nine proteins were expressed in 
Escherichia coli and used to produce polyclonal antibodies. Following characterization, 
the antibodies were used to evaluate the localization of the corresponding native 
proteins using a surface immunofluorescence assay. This assay confirmed that 
LIC10881 is an L. interrogans surface-exposed β-barrel transmembrane protein. 
However, the same approach erroneously suggested the flagellar protein FcpA as a 
surface-exposed outer membrane protein. The approach based on the encapsulation 
of spirochetes in low melting point agarose microdroplets was adapted to L. 
interrogans. This assay confirmed that the lipoproteins LigB, LipL32 and LcpA are 
exposed on the bacterial surface. This is promising approach for the experimental 
demonstration of surface protein localization in L. interrogans, however it still requires 
further experimental evaluation. 
 
Keywords: Immunofluorescence, Leptospira, Recombinant vaccines, Outer 
membrane proteins, Surface-exposed proteins. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

A leptospirose é uma zoonose de distribuição mundial que acomete grande 

parte dos mamíferos (Dietrich et al., 2015, Ellis, 2015). É uma doença negligenciada 

que está relacionada principalmente com países subdesenvolvidos e de climas 

tropicais, afetando especialmente populações rurais e moradores de favelas (Maciel 

et al., 2008, Reis et al., 2008, Felzemburgh et al., 2014). Os sintomas clínicos 

apresentados durante a doença podem variar de uma leve doença febril, até 

complicações sistêmicas potencialmente fatais, como a Doença de Weil e Síndrome 

Hemorrágica Pulmonar Associadas a Leptospirose (SHPAL) (Ko et al., 2009). Durante 

a forma leve da doença, os sintomas são facilmente confundidos com os de outras 

doenças como malária e dengue, subestimando ainda mais o número de casos 

acometidos pela doença (Ko et al., 2009, Costa et al., 2015). A taxa de mortalidade 

nos casos de Doença de Weil e SHPAL chega a 10% e 70%, respectivamente 

(McBride et al., 2005). Cerca de 1,03 milhões de casos são estimados por ano no 

mundo e destes, cerca de 58.900 casos resultam em morte por leptospirose. Esta 

zoonose também é um problema de saúde veterinária, causando perdas na 

produtividade e consequentemente grande impacto econômico (Ellis, 2015). 

O agente etiológico da leptospirose são espiroquetas do gênero Leptospira 

(Faine et al., 1999). As leptospiras são bactérias espiraladas, com 0,15 µm de 

diâmetro e comprimento de 10-20 µm. Leptospira abrange ao total 22 espécies, sendo 

15 espécies infecciosas (10 patogênicas e 5 intermediarias) e 7 saprófitas (Picardeau, 

2017). Leptospira é um grupo de bactérias didermes, tais como as Gram-negativas, 

compostas por duas membranas e um espaço periplasmático entre elas, com dois 

flagelos periplasmáticos, cada um ancorado em uma extremidade da bactéria 

(Cameron, 2015). O gênero também possui classificação sorológica baseada na 

estrutura do antígeno O do lipopolissacarídeo (LPS) presente na membrana externa 

(ME) (Levett, 1999, Bharti et al., 2003). Sorovares antigenicamente relacionados são 

agrupados em sorogrupos (Faine et al., 1999).  

As leptospiras são transmitidas principalmente pelo contato do hospedeiro em 

potencial com água e solo contaminados pela urina de animais infectados (Mwachui 

et al., 2015). As primeiras barreiras de defesa do hospedeiro contra as leptospiras são 

as barreiras da pele, muco e saliva (Asoh et al., 2014), sendo assim, as bactérias 

penetram no organismo por rupturas na pele e membranas mucosas. A motilidade das 
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leptospiras (movimento semelhante ao de um saca rolha) permite que elas se movam 

mais rapidamente em meios viscosos (como tecidos conectivos em hospedeiros) do 

que meios líquidos (Charon et al., 1992). Após atravessar a principal barreira do 

hospedeiro, as bactérias se dispersam pela corrente sanguínea até atingir diferentes 

órgãos (Wunder et al., 2016b). Leptospiras colonizam principalmente os túbulos 

proximais dos rins, por onde serão excretadas no ambiente através da urina (Andre-

Fontaine et al., 2015), dando continuidade ao ciclo do patógeno. Apesar desse 

mecanismo de invasão estar relativamente bem descrito, a via utilizada para 

inoculação de leptospiras e estabelecimento de infecção em modelos animais segue 

sendo via intraperitoneal na grande maioria dos experimentos (Coutinho et al., 2014). 

Como forma de prevenir a doença, somente vacinas compostas de bacterina 

(célula inteira inativada) estão disponíveis no mercado atualmente e apenas para 

animais, com exceção de alguns poucos países que vacinam populações humanas 

(McBride et al., 2005, Adler, 2015c). Apesar de conferir proteção, essa estratégia 

vacinal possui desvantagens, como resposta imune restrita somente aos sorovares 

inclusos na imunização e proteção gerada de curta duração (Adler, 2015c). Outras 

tentativas de desenvolver uma vacina a partir de proteínas recombinantes estão sendo 

estudadas, como por exemplo a LipL32, e as proteínas Lig (Leptospiral 

Immunoglobulin-like proteins) (Dellagostin et al., 2017). Porém, até o momento, 

nenhuma vacina experimental induziu proteção total, de longa duração, contra todas 

as leptospiras responsáveis pela leptospirose, preenchendo todos os requisitos para 

uma vacina universal capaz de prevenir a doença (Grassmann et al., 2017b). 

O princípio da Vacinologia Reversa (VR) é avaliar in silico potenciais 

candidatos vacinais codificados pelo genoma do patógeno de interesse e reduzir o 

número de alvos vacinais para um número razoável a ser testado em laboratório 

(Delany et al., 2013). Triagens in vitro permitem reduzir ainda mais o número de 

candidatos vacinais a serem testados, diminuindo também o número de animais 

utilizados em testes destas vacinas. Esta estratégia aumenta as chances de sucesso 

no desenvolvimento de vacinas ao testar em modelos animais apenas alvos 

racionalmente selecionados. Leptospiras são bactérias extracelulares e a resposta 

imune humoral é creditada como principal responsável pela eliminação das mesmas, 

pelo menos na maioria dos hospedeiros (Zuerner, 2015). Para um reconhecimento 

eficiente da bactéria viva e circulante por parte de anticorpos, os mesmos precisam 

ser gerados contra antígenos presentes na superfície da bactéria. Em bactérias 
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didermes, como a Leptospira, as proteínas que possuem pelo menos uma porção 

exposta na superfície da bactéria são proteínas transmembrana de ME (com estrutura 

de barril-β), lipoproteínas ancoradas a ME, e possivelmente proteínas secretadas que 

de alguma forma interagem com as demais (Haake and Zuckert, 2015, Grassmann et 

al., 2017a). A determinação experimental da localização de proteínas de superfície 

em Leptospira spp. atualmente é baseada em técnicas como a proteólise de superfície 

por proteinase K (pK) e imunofluorescência (IF) de superfície (Pinne and Haake, 

2013). Estas técnicas podem ser agressivas à frágil ME de Leptospira (Faine et al., 

1999), gerando resultados inconclusivos e sujeitos ao viés de identificar erroneamente 

proteínas não expostas, quando a ME foi rompida (Wolff et al., 2013). Neste contexto, 

há a necessidade de desenvolvimento de técnicas experimentais que garantam a 

integridade da ME para a determinação confiável da localização celular de alvos 

vacinais preditos por VR como expostos na superfície de Leptospira spp.    

O objetivo deste trabalho foi identificar in silico alvos vacinais em potencial 

contra a leptospirose, através de uma abordagem de VR; desenvolver uma técnica 

focada na manutenção da integridade da ME de leptospiras para determinar a 

localização de proteínas de ME; e demonstrar a localização de alvos vacinais na 

superfície da célula de L. interrogans. Desta forma, as abordagens aplicadas visam o 

desenvolvimento de uma vacina universal contra leptospirose.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Leptospirose: a zoonose mais abrangente no mundo 

 

A leptospirose é a zoonose bacteriana mais comum, com distribuição mundial 

(com exceção das zonas polares) infecta todos os mamíferos investigados quanto a 

presença de leptospiras (Ellis, 2015, Jobbins and Alexander, 2015, Mgode et al., 

2015). O agente etiológico da doença foi identificado a mais de 100 anos (Stimson, 

1907, Inada et al., 1916) e até o momento é uma doença em que o número de casos 

continua em ascensão. Estima-se que ocorram cerca de 1,03 milhões de casos por 

ano no mundo inteiro, e destes cerca de 58.900 casos resultam em morte (Costa et 

al., 2015). 

A distribuição dos casos da doença no mundo leva em consideração diversos 

fatores, como geografia, clima e classe social. Países tropicais apresentam maior 

incidência de leptospirose mundial (73%) (Costa et al., 2015), fato que é atribuído às 

condições ambientais e socioeconômicas nesta região. Nestes locais, há maior 

abundância de hospedeiros reservatórios (principalmente roedores), sobrevivência da 

bactéria na agua e solo, e risco aumentado de exposição de humanos a estas fontes 

de infecção (Levett, 2001, Reis et al., 2008, Felzemburgh et al., 2014). Nestes países 

de clima tropical, na maioria subdesenvolvidos, a leptospirose é endêmica e 

frequentemente sazonal, relacionada a períodos de chuvas intensas e inundações. 

Em países desenvolvidos, a leptospirose é uma doença de caráter ocupacional e 

recreativo, cuja ocorrência está relacionada a profissões relacionadas ao meio rural, 

veterinários, bem como praticantes de esportes aquáticos (Lacerda et al., 2008, Sethi 

et al., 2010). 

Homens adultos, na faixa etária de 20-29 anos são mais acometidos pela 

doença do que mulheres e crianças, enquanto que homens com faixa etária de 50-59 

anos formam o grupo com maiores índices de mortalidade por leptospirose (Costa et 

al., 2015). A maior incidência de casos e mortalidade no gênero masculino está 

associada a ocupações e atividades de risco (Reis et al., 2008, Felzemburgh et al., 

2014). Indivíduos com ocupações de risco pelo contato com potenciais fontes de 

leptospiras incluem: veterinários, profissionais de abatedouros, fazendeiros 

(principalmente quem trabalha com gado leiteiro), caçadores, cuidadores de animais, 
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cientistas e técnicos que manipulam animais de laboratório (Steneroden et al., 2011). 

A maioria das estimativas das taxas de morbidade e mortalidade ocorre em regiões 

onde há agricultura de subsistência, e onde a doença é um problema de saúde 

veterinária que causa perdas na produtividade (Costa et al., 2015). A severidade da 

doença pode variar de acordo com o sorovar infectante e a espécie afetada, mas 

existem muitos aspectos comuns entre as espécies: a fase aguda da infecção é 

principalmente subclínica, e as grandes perdas econômicas provem da infecção 

crônica, que causam principalmente perdas na reprodução (Ellis, 2015). 

A leptospirose é uma doença tipicamente bifásica, iniciando com uma fase 

aguda onde os sintomas clínicos em humanos incluem febre leve, acompanhada de 

enjoos, dores de cabeça e musculares (Haake and Levett, 2015). Esta doença febril 

pode ser auto limitante, durando em torno de uma semana. Se não resolvida, a doença 

progride para uma forma severa, caracterizada como uma doença ictérica, 

potencialmente fatal, também chamada Doença de Weil (Inada et al., 1916). A 

apresentação da leptospirose severa pode incluir disfunção hepática e renal, uveíte, 

meningite e hemorragia (Segura et al., 2005, Gouveia et al., 2008). Cerca de 10% dos 

infectados progridem para a forma grave, apresentando falha de diversos órgãos. A 

apresentação clínica com maior letalidade é a SHPAL (Haake and Levett, 2015). A 

SHPAL ainda não é bem compreendida, parece estar relacionada a um evento 

inflamatório severo, com ausência de leptospiras no pulmão destes pacientes. A taxa 

de mortalidade em pacientes com SHPAL chega a >50% dos casos, e os relatos estão 

cada vez mais frequentes (Ko et al., 2009). 

 

2.2 Leptospira: o agente etiológico da Leptospirose 

 

Bactérias pertencentes ao gênero Leptospira foram primeiramente descritas 

como Spirocheta interrogans em 1907 por Stimson porque apresentavam forma 

semelhante ao de um ponto de interrogação (Stimson, 1907), formato que se deve a 

presença de dois flagelos ancorados nas regiões terminais do microrganismo. Em 

1916, Inada e colaboradores isolaram e caracterizaram pela primeira vez o patógeno 

responsável pela doença de Weil (Inada et al., 1916).  

Inicialmente o gênero Leptospira foi divido em espécies patogênicas e não-

patogênicas (Adler, 2015a). Atualmente, o gênero Leptospira possui 22 espécies, 
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distribuídas em 3 grupos principais por relações filogenéticas: 10 espécies 

patogênicas, cinco intermediarias e sete saprófitas (Figura 1). As espécies 

patogênicas e intermediárias são capazes de infectar hospedeiros diversos, enquanto 

as saprófitas são organismos de vida livre, encontrados em águas e solos e diferente 

das espécies patogênicas, não são capazes de infectar hospedeiros (Faine et al., 

1999). A classificação taxonômica atual considera a distância entre genomas para 

determinar que uma espécie é diferente de outra e é atualmente determinada por 

análises in silico dos genomas sequenciados (Picardeau, 2017).  

 

 

Figura 1. Árvore filogenética de Leptospiraceae. Baseada nas sequências de rRNA 16S. Essa figura 

não inclui a espécie saprófita L. idonii, cujo genoma não foi sequenciado até o momento. Figura 

adaptada de Picardeau (2017). 

 

Existe ainda a classificação sorológica de leptospiras, que é definida a partir 

da heterogeneidade do antígeno O do LPS (Levett, 2001, Bharti et al., 2003). Baseado 

nesta abordagem, o gênero é classificado em mais de 300 sorovares. Os sorovares 

são definidos pela aglutinação após absorção cruzada com anti-soro de coelho com 

antígeno heterólogo (Dikken et al., 1978, Kmety and Dikken, 1993). Sorovares 
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antigenicamente relacionados são ainda agrupados em 24 sorogrupos distintos. Esses 

agrupamentos não têm valor taxonômico, mas são uteis para o diagnóstico sorológico 

inicial e para o entendimento epidemiológico a nível regional ou populacional (Faine 

et al., 1999). 

As leptospiras tem formato helicoidal alongado e são finas, possuindo 0.15 µm 

de diâmetro, 10 a 20 µm de comprimento e cada um de seus flagelos internos 

possuem 3 µm de comprimento (Picardeau, 2017). Por serem muito finas e possuírem 

alta motilidade, essas bactérias não são facilmente visíveis em microscopia com luz 

normal, sendo a microscopia de campo escuro o padrão para visualização destas 

bactérias (Cameron, 2015). As leptospiras que são isoladas de animais hospedeiros 

são morfologicamente mais curtas e espiraladas do que as cultivadas em laboratório 

(com várias passagens in vitro) e cepas de saprófitas (Ellis et al., 1983). As bactérias 

que são cultivadas in vitro em meio com pouca abundancia de nutrientes se tornam 

alongadas, resultando em células mais lentas e não saudáveis. Da mesma forma, 

essas bactérias também podem vir a adquirir uma conformação esférica, 

caracterizada pela degradação celular devido à má nutrição (Cameron, 2015). 

A motilidade das leptospiras está relacionada a presença de dois endoflagelos 

presentes no espaço periplasmático, esses são ancorados nas regiões terminais da 

membrana interna (MI) e se estendem ao longo da célula sem se sobreporem na 

região central (Picardeau, 2017). Esses microrganismos possuem rápida motilidade 

translacional, movendo-se aproximadamente 20 µm em 2-3 segundos (Faine et al., 

1999). O movimento de rotação é dado a partir da rotação dos flagelos juntamente 

com o rolamento da célula em direção oposta, gerando uma onda helicoidal que 

propulsiona a célula (Goldstein and Charon, 1988), enquanto que o movimento 

translacional ocorre apenas quando os endoflagelos estão em movimento de rotação 

opostos (Nakamura et al., 2014). Em geral, o flagelo é formado por três principais 

estruturas: o corpo basal (que funciona como um motor rotativo transmembrana), o 

gancho flexível (através do qual o filamento propulsiona a bactéria quando é girado 

pelo motor) e o filamento (que é conectado ao corpo basal através do gancho). As 

proteínas que compõem os endoflagelos são altamente conservadas entre as 

espécies de leptospiras. Os filamentos flagelares de Leptospira são compostos por 

uma camada interna (núcleo) e uma camada externa (bainha), e formados por no 

mínimo sete proteínas em L. interrogans (Picardeau, 2017). Quatro genes são 

responsáveis por codificar a proteína FlaB, com alto grau de identidade entre si e que 
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se encontra em diferentes concentrações nas células (300-12000 cópias por célula) 

(Malmstrom et al., 2009). Outros dois genes são responsáveis por codificar a proteína 

FlaA (4500 cópias por célula), outro componente do flagelo de leptospiras, que possui 

baixa identidade entre os genes responsáveis pela sua codificação (Malmstrom et al., 

2009, Picardeau, 2017). Uma proteína componente da bainha flagelar foi 

recentemente identificada e nomeada Flagelar coiling protein A – FcpA. Esta proteína 

é apresentada em abundância (8000 cópias por célula), sendo responsável pelo 

formato enrolado dos flagelos, além de ser essencial à virulência e invasão da 

bactéria. FcpA é ainda, exclusiva do gênero Leptospira (Wunder et al., 2016a). 

Espécies de Leptospira demonstram um aumento na velocidade ao cruzarem 

meios de alta viscosidade (Kaiser and Doetsch, 1975, Petrino and Doetsch, 1978, 

Charon and Goldstein, 2002, Takabe et al., 2013). Esta capacidade tem sugerido o 

acréscimo na sobrevivência da bactéria em ambientes naturais e na invasão de 

tecidos por espécies patogênicas (Goldstein and Charon, 1988, Takabe et al., 2013). 

Leptospiras patogênicas que sobrevivem em diferentes ambientes (água e mamíferos 

hospedeiros), mantém a sua motilidade em exposição a osmolaridade fisiológica, 

enquanto que espécies saprófitas a perdem nessas condições (Takabe et al., 2013), 

fato essencial que conecta a motilidade associada a virulência dessas bactérias 

(Cameron, 2015). 

Leptospiras saprófitas e patogênicas crescem sob condições aeróbicas e 

possuem um crescimento ideal de 28-30 °C, embora as espécies saprófitas também 

cresçam em baixas temperaturas (11-13 °C) enquanto as patogênicas cresçam em 

temperaturas mais altas (37 °C). O pH ótimo para crescimento é de 7,2-7,6. O 

crescimento bacteriano depende da espécie, da adaptação ao cultivo em laboratório 

e do inóculo inicial utilizado na cultura. O tempo de duplicação para as patogênicas in 

vivo é de 6-8 horas enquanto que in vitro é de 14-18 horas, podendo ter crescimento 

inicial estimado entre dias e semanas. Já o tempo de duplicação de espécies 

saprófitas varia de 4-5 horas. O uso de um cultivo em fase estacionaria para iniciar 

uma nova cultura (1-10% do volume do novo meio) resulta no seu crescimento máximo 

em 4-7 dias para patogênicas e 2-3 dias para saprófitas (Faine et al., 1999). 

Existem três tipos de meios líquidos comumente utilizados para crescimento 

de leptospiras: o meio Ellinghausen-McCullough modificado por Johnson-Harris, o 

EMJH (Ellinghausen and McCullough, 1965, Johnson and Harris, 1967) que é o meio 

líquido mais rotineiramente utilizado; o meio Stuart (Zuerner, 2005), rico em soro de 
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coelho que promove o crescimento da bactéria, mas é propenso a precipitar o fosfato 

componente na sua formulação e isto pode prejudicar a visualização das bactérias 

sob microscopia de campo escuro; o meio Korthof (Cameron, 2015) que 

semelhantemente ao meio Stuart, contém soro que promove o crescimento bacteriano 

mas também tem a visualização das bactérias prejudicada devido a precipitação do 

fosfato (Cameron, 2015). Leptospiras também podem ser cultivadas em meio 

semissólido, onde formam uma densa zona de crescimento chamada de disco de 

Dinger (Lawrence, 1951). O tempo de transferência do meio semissólido varia de 

acordo com a cepa (semanal ou até mesmo 6 meses). O crescimento de leptospiras 

em meio sólido é geralmente dificultoso e também não são todas as cepas que 

conseguem crescer neste tipo de meio. Quando é possível, o crescimento das 

colônias ocorre de 10 dias a 6 semanas (Cameron, 2015). O isolamento de leptospiras 

a partir de amostras biológicas pode ser feito em meio EMJH através da adição de 

urina, tecidos (Zuerner, 2005) e sangue (Wuthiekanun et al., 2007). 

Leptospiras podem ser estocadas em meio semissólido a temperatura 

ambiente. No entanto leptospiras patogênicas nessas condições podem demonstrar 

reduzida viabilidade e perda de virulência (Cameron, 2015). Para evitar isso, 

leptospiras também podem ser criopreservadas em EMJH contendo dimetilsulfóxido 

(DMSO) em nitrogênio líquido (Palit et al., 1986, Zuerner, 2005). 

 

2.3 A Transmissão e o ciclo do patógeno 

 

 A transmissão da leptospirose requer continua circulação enzoótica do 

patógeno entre os animais reservatórios, comumente chamados de hospedeiros de 

manutenção. Leptospiras patogênicas mantem facilmente a sua transmissão entre 

animais silvestres e domésticos através de roedores carreadores assintomáticos da 

doença. Alguns sorovares como Canicola e Hardjo não necessitam de roedores para 

sua transmissão, eles são mantidos em reservatórios do próprio rebanho que 

transmitem os sorovares entre si (Ko et al., 2009). Porém, as leptospiras são 

transmitidas principalmente pelo contato com água e solos contaminados pela urina 

de animais infectados (Mwachui et al., 2015).  

 Os roedores são a fonte de infecção de leptospiras mais frequente em zonas 

urbanas, enquanto que animais domésticos, de produção e silvestres são importantes 
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fontes de transmissão em zonas rurais (Ellis, 2015). Estas bactérias colonizam os rins 

de seus hospedeiros e são liberadas através da urina no ambiente externo, onde são 

capazes de sobreviver por vários meses (Trueba et al., 2004). Leptospiras são as 

únicas espiroquetas capazes de sobreviver fora do hospedeiro, e essa capacidade de 

persistir no ambiente pode estar associada à sua habilidade de formar agregados 

celulares (Trueba et al., 2004) e biofilmes (Trueba et al., 2004, Ristow et al., 2008, 

Vinod Kumar et al., 2016). 

 A persistência renal e excreção urinária podem durar anos e as leptospiras 

podem apresentar tropismo para outros tecidos que não os rins, como por exemplo, o 

trato genital (Ellis et al., 1986a, Ellis et al., 1986b). A exposição de humanos a bactéria 

pode ocorrer através de contato direto com urina ou tecidos de animais contaminados 

ou indireto, através da água e solos contaminados (Figura 2). A magnitude do risco 

depende da prevalência local, da carga bacteriana, e o grau e frequência em que um 

indivíduo é exposto (Steneroden et al., 2011). 

 O contato indireto com água e solos contaminados com leptospiras é muito 

mais comum do que o contato direto, e pode estar associado com ocupação ou 

atividades de lazer. Além dos fatores associados a atividades ao ar livre, também 

estão expostos trabalhadores que entram em esgotos, atividades militares e 

agricultura em regiões tropicais de alta precipitação. Trabalhadores na agricultura com 

risco incluem os que trabalham em fazendas de arroz, inhame, banana, cana de 

açúcar e abacaxi (Levett, 2001). Estas ocupações envolvem atividades que 

comumente resultam na exposição de cortes e abrasões a solo e agua contaminados 

com a urina roedores ou de outros animais infectados (Smythe et al., 1997). Atividades 

de lazer incluem todos os esportes relacionados com agua, incluindo caiaque (Shaw, 

1992) e triátlon (Sejvar et al., 2003), dentre outros. 
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Figura 2. Ciclo de transmissão de leptospiras patogênicas. Animais silvestres, domésticos, de 

produção, roedores (carreadores assintomáticos da doença) e humanos podem ser infectados por 

leptospiras. Todos podem vir a se infectar a partir da urina de outros animais infectados ou a partir de 

água e solos contaminados pela urina de animais portadores de leptospiras. 

 

2.4 Hospedeiros carreadores da doença e a leptospirose animal 

 

Leptospiras podem infectar os mamíferos, incluindo pinípedes e morcegos, 

bem como aves, anfíbios, repteis e possivelmente peixes (Dietrich et al., 2015, Ellis, 

2015, Jobbins and Alexander, 2015, Mgode et al., 2015). Os humanos são 

hospedeiros acidentais, ou seja, indivíduos em que as leptospiras patogênicas 

causam manifestações agudas da doença, mas normalmente não os induzem a um 

estado carreador que é necessário para a sua transmissão (Ko et al., 2009). 

Em ratos as leptospiras infectantes são removidas de todos os órgãos, com 

exceção dos rins, onde permanecem nos túbulos contorcidos proximais (Nally et al., 

2005, Athanazio et al., 2008). Dessa forma, os ratos podem excretar leptospiras em 

altas concentrações, cerca de 107 organismos/ml de urina, por até nove meses após 

infecção experimental (Sterling and Thiermann, 1981). Foi observado por Nally e 

colaboradores que rins de ratos cronicamente infectados continham quantidades 

substancialmente maiores de antígeno O de LPS que os encontrados nos fígados de 
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hamsters com a doença aguda, sugerindo que a expressão do antígeno O facilita a o 

seu transporte pelo organismo do animal (Nally et al., 2005). Os túbulos renais são 

sítios imunoprivilegiados, característica que pode contribuir com o alto grau de 

persistência do patógeno (Picardeau, 2017). Além disso, as leptospiras que são 

deixadas na urina tem a expressão reduzida de proteínas que são reconhecidas pela 

resposta imune humoral de ratos (Monahan et al., 2008). 

Em bovinos a forma severa da doença é incomum e geralmente associada 

aos sorogrupos Pomona, Icterohaemorrhagiae e Grippotyphosa e em animais jovens. 

Sinais clínicos incluem febre, anemia hemolítica, hemoglobinúria, icterícia e 

ocasionalmente meningite e morte. Em vacas lactantes, infecções acidentais são 

frequentemente associadas com pequenas quantidades de sangue no leite. A fase 

aguda da doença com o sorovar Hardjo é geralmente subclínica, com exceção de 

fêmeas lactantes, onde agalactia pode ocorrer (Higgins et al., 1980). Aborto, 

natimortos, prematuros, nascimento de terneiros fracos e com peso reduzido são as 

mais importantes perdas econômicas da leptospirose crônica em bovinos (Ellis et al., 

1985). 

Cães são predadores de muitas espécies de roedores e devido a sua forte 

associação com humanos em muitas sociedades, eles se apresentam como um fator 

de risco na transmissão da leptospirose entre roedores e humanos (Ellis, 2015). O 

espectro da doença pode variar de aguda a ictérica. Formas não ictéricas de 

leptospirose iniciam como uma súbita doença febril, que é geralmente bifásica. A fase 

inicial coincide com bacteremia e dura cerca de uma semana. A fase secundaria pode 

ocorrer após uma remissão de 3-4 dias e coincide com a resposta imune contra a 

infecção. A fase febril é acompanhada de vários sinais clínicos que podem incluir 

apatia, fotofobia, mialgia severa, sufusão conjuntival, anorexia, náuseas, vomito e 

prostração. Estes sinais também podem ser acompanhados de leucocitopenia, 

aumento das transaminases hepáticas e diminuição das taxas de filtração glomerular 

(Geisen et al., 2007, Tangeman and Littman, 2013). Em contraste, a leptospirose 

ictérica é geralmente mais grave e é caracterizada por sinais hepáticos, renais e 

vasculares, além de outros aspectos associados a leptospirose não-ictérica. A icterícia 

ocorre geralmente no início da doença e com a agravação ictérica, aumentam os 

riscos de insuficiência renal, hemorragia e colapso cardiovascular (Ellis, 2015). A 

forma pulmonar é caracterizada por hemorragia intrapulmonar que conduz a falha 
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respiratória aguda e morte. Uma variedade de sequelas crônicas têm sido descritas 

como nefrite intersticial e ocasionalmente uveíte (Gallagher, 2011). 

Em primatas não-humanos, uma soroprevalência de 42% foi encontrada em 

macacos vervet (Cercopithecus aethiops sabaeus) capturados (Baulu et al., 1987). 

Severa, muitas vezes fatal, a doença tem sido observada em Saimiri sciureus (Perolat 

et al., 1992), Callithrix kuhlii (Baitchman et al., 2006), Saguinus labiatus (Reid et al., 

1993) e Macaca sylvana (Shive et al., 1969). O espectro da doença desenvolvida por 

estes animais se assemelha muito a dos humanos: pulmonar e ictérica. 

Meningoencefalite e aborto também tem sido reportados (Pereira et al., 2005). 

Leptospirose é uma das causas mais comuns de morte em leões marinhos da 

Califórnia encontrados mortos nas praias. A infecção nestes animais é caracterizada 

por acometer rins e fígado, conduzindo a insuficiência renal e morte (Prager et al., 

2013). Outros pinípedes também são afetados como o lobo marinho do norte, o 

elefante marinho do norte e as focas (Cameron et al., 2008). 

Répteis também têm sido apresentados como portadores de leptospiras. Isso 

pode estar associado aos ambientes úmidos que habitam, e podem ser um importante 

fator de risco para outros animais (Charon et al., 1975). A Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR), e cultura de leptospiras têm sido utilizadas em rãs e sapos (Diesch 

et al., 1966, Babudieri et al., 1973, Gravekamp et al., 1991). Semelhantemente, a 

infecção tem sido demonstrada em serpentes e tartarugas (Ferris et al., 1961, Glosser 

et al., 1974, Hyakutake et al., 1980) . 

 

2.5 Entrada e disseminação das leptospiras no organismo hospedeiro 

 

As primeiras linhas de defesa contra as leptospiras incluem a pele intacta (que 

é composta por tecido conectivo e tem colágeno I, colágeno II, elastina, fibronectina e 

vitronectina como componentes), muco e saliva (Asoh et al., 2014, Picardeau, 2017). 

A infecção por leptospiras ocorre predominantemente pelo contato do patógeno com 

a pele abrasada do hospedeiro (Ko et al., 2009). Assim que as bactérias penetram no 

hospedeiro, elas estabelecem uma infecção sistêmica por cruzarem as barreiras 

teciduais e se disseminarem no organismo através do sangue (Adler, 2015a). As 

leptospiras podem ser isoladas da corrente sanguínea minutos após a inoculação 

(Faine et al., 1999) e detectadas em diferentes órgãos tão cedo quanto 1h após a 



28 

 

inoculação (Faine, 1957a, Faine, 1957b, Athanazio et al., 2008, Lourdault et al., 2009). 

Em contraste com outras bactérias, o meio viscoso (como nos tecidos conectivos) 

promove ainda mais a motilidade de leptospiras, devido ao movimento semelhante ao 

de um “saca rolhas” (Charon et al., 1992). Esta motilidade é essencial para as 

leptospiras atravessarem as barreiras teciduais, como demonstrado em diferentes 

experimentos com mutantes que perderam a capacidade de movimentação (Wunder 

et al., 2016a). Leptospira interrogans é capaz de transitar rapidamente entre as 

camadas únicas de células, mas não entre as junções celulares (Toma et al., 2011). 

As bactérias podem alcançar os órgãos rapidamente através da sua disseminação 

hematogênica.  

Em ratos, modelos animais para a fase crônica da doença, as bactérias 

também podem ser rapidamente encontradas em todos os órgãos logo após a entrada 

das leptospiras, mas em seguida são eliminadas de todos os tecidos com exceção 

dos rins, onde persistem nos túbulos proximais (Athanazio et al., 2008). No entanto, 

leptospiras patogênicas tem amplo tropismo, pois podem infectar todos os órgãos, 

causando danos em diversos tecidos de hospedeiros suscetíveis (Ko et al., 2009, 

Picardeau, 2017), ainda que a pressão seletiva varie em compartimentos diferentes. 

Por exemplo, os rins são órgãos imunoprivilegiados e as leptospiras são capazes de 

se replicar dentro deles sem sofrer ataque da resposta imune como ocorre em outros 

órgãos. Leptospiras patogênicas expressam na sua superfície proteínas adesinas que 

podem promover a sua interação com diversos componentes das células do 

hospedeiro, incluindo a matriz extracelular, caderinas do endotélio vascular e outras 

macromoléculas (incluindo proteínas do complemento, trombina, fibrinogênio e 

plasminogênio) que facilitam a evasão da bactéria ao sistema imune do hospedeiro e 

promovem a sua disseminação no organismo (Picardeau, 2017). 

Manifestações severas na fase tardia da doença geralmente ocorrem de 

quatro a seis dias depois do início da doença, mas pode variar dependendo da dose 

do inoculo infectante e outros fatores determinantes da doença. O desenvolvimento 

da leptospirose e a progressão da doença são influenciados por fatores de 

suscetibilidade do hospedeiro, a dose infectante do inóculo e as características de 

virulência da cepa infectante (Ko et al., 2009). 
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2.6 Mecanismos de evasão da resposta imune 

 

A resposta imune adaptativa desenvolvida contra a leptospirose é 

principalmente humoral (Picardeau, 2017). Anticorpos aglutinantes protetores 

produzidos durante a infecção são gerados contra o LPS, e a resposta ao LPS é 

específica para a constituição molecular que a induziu (Gomes-Solecki et al., 2017, 

Picardeau, 2017). A resposta imune é montada rapidamente após a infecção (Inada 

et al., 1916) e IgM é gerada logo após 3 dias da infecção pela via intraperitoneal com 

L. interrogans (Adler and Faine, 1976, Chassin et al., 2009). A resposta imune humoral 

é crucial contra a leptospirose e é mediada por Receptores do tipo Toll (TLR4), um 

membro da família de receptores da resposta imune inata. Esses receptores estão 

envolvidos no reconhecimento de agentes microbianos, através dos padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs), como o LPS, e estão envolvidos 

também na expressão de peptídeos antimicrobianos, quimiocinas, citocinas, e 

moléculas de coestimulação, que conduzem ao recrutamento de células imunes, e 

culmina na eliminação do patógeno e subsequentemente em proteção (Gomes-

Solecki et al., 2017). 

Semelhante a outros patógenos, leptospiras podem modificar a estrutura do 

LPS para se adaptar a mudanças ambientais e evitar reconhecimento pelo sistema 

imune do hospedeiro (Eshghi et al., 2015). Um dos mecanismos de suscetibilidade 

associado ao TLR4 é a produção de IgM diretamente contra o LPS enquanto que a 

produção de IgG é desencadeada diretamente por ambos TLR2 e TLR4. O 

reconhecimento do LPS pelo TLR4 é provavelmente o fator mais influente na 

suscetibilidade ou resistência a infecção e progressão da doença, pois a falta deste 

receptor é suficiente para conferir suscetibilidade a infecção por leptospiras (Chassin 

et al., 2009). O LPS de leptospiras é atípico, e não é reconhecido pelo TLR4 em 

células humanas, enquanto que TLR4 de camundongos podem reconhece-lo e montar 

uma resposta imune que os protege contra leptospirose (Werts et al., 2001, Nahori et 

al., 2005). Isso pode, ao menos em parte, justificar o motivo de humanos serem 

sensíveis a forma aguda da doença enquanto camundongos resistentes (Gomes-

Solecki et al., 2017). Leptospiras também desencadeiam uma resposta gerada por 

TLR2 que reconhece lipoproteínas. LipL32, a lipoproteína mais abundante em 

Leptospira é capaz de induzir inflamação em células proximais nos rins in vitro (Nahori 
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et al., 2005, Hung et al., 2006, Hsu et al., 2010). Leptospiras recuperadas da urina de 

ratos cronicamente infectados apresentaram acetilação ou tri-metilação das lisinas 

componentes de LipL32 que não se apresentam nas bactérias cultivadas in vitro. As 

modificações nas lisinas resultam em uma baixa reatividade com o soro de pacientes 

infectados, sugerindo uma estratégia de evasão das bactérias ao sistema imune 

(Witchell et al., 2014, Gomes-Solecki et al., 2017). 

As armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs) são capazes de eliminar 

leptospiras in vitro. As NETs são um importante mecanismo de defesa inicial, 

prejudicando a disseminação da bactéria nos tecidos. A depleção de neutrófilos em 

camundongos resulta no aumento bacteriano em três dias após a infecção no sangue 

e 14 dias após a infecção nos rins. As leptospiras que conseguem se instalar nos rins, 

são capazes de escapar dessa defesa, sugerindo que essas bactérias alcançam os 

rins antes mesmo da geração de NETs em 1-2 dias após a infecção. Alternativamente, 

as leptospiras também podem escapar de NETs produzindo DNAses extracelulares 

(Scharrig et al., 2015). Leptospiras são capazes de se ligar a trombina (a protease 

central na cascata de coagulação), que promove um declínio na coagulação de fibrina 

e que pode conduzir a hemorragia (Fernandes et al., 2015). Assim, leptospiras 

patogênicas evitam a coagulação e o sistema complemento, interferindo na resposta 

inata do hospedeiro e promovendo a sua disseminação nos tecidos (Picardeau, 2017). 

Os mecanismos de defesa oxidativa em leptospiras patogênicas sugerem que 

elas estão bem adaptadas ao ambiente oxidativo e podem resistir as espécies reativas 

de oxigênio (ROS) que são produzidas pelos fagócitos (Picardeau, 2017). Oxido 

nítrico (NO) é um antimicrobiano produzido pela oxido nítrico-sintase induzível (iNOS) 

em macrófagos e células endoteliais. Sob infecção por Leptospira, iNOS é expressa 

três dias após a infecção em rins e pulmões de camundongos através das vias TLR2 

e TLR4 dependentes. NO é secretado por células parenquimatosas nos rins de 

camundongos infectados (Chassin et al., 2009), e desempenha um papel prejudicial 

na nefrite (Bandeira et al., 2011) e em lesões renais fibróticas induzidas por leptospiras 

(Fanton d'Andon et al., 2014). 

A evasão ao sistema complemento é o mecanismo de evasão do sistema 

imune melhor descrito para leptospiras. Elas são capazes de recrutamento de 

reguladores do complemento do hospedeiro, aquisição de proteases do hospedeiro 
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que clivam proteínas do complemento na superfície da bactéria e secreção de 

proteases que inativam o complemento em torno da Leptospira (Fraga et al., 2011). O 

controle da via alternativa (VA) é obtido através da interação da bactéria com o fator 

H (FH), que inibe a sua ativação por prevenir a ligação do fator B (FB) com C3b, 

induzindo ao declínio da C3-convertase C3bBb e ativação como um cofator para 

clivagem do C3b pelo fator I (FI) (Pangburn et al., 1977). O controle da via clássica 

(VC) é mediado por ligação do C4BP a superfície da Leptospira. C4BP inibe VC e a 

via da lectina (VL) por interferir na montagem e declínio da C3-convertase, atuando 

como cofator de FI na inativação proteolítica de C4b (Scharfstein et al., 1978). 

Leptospiras também são capazes de sequestrar vitronectina para sua superfície, que 

pode proteger o patógeno contra a lise, evitando a formação do complexo de ataque 

a membrana (CAM) (da Silva et al., 2015). 

As proteínas mais estudadas como participantes da evasão do sistema 

complemento são: proteínas semelhantes a endostatina A e B (LenA e LenB); 

proteínas semelhantes a imunoglobulinas A e B (LigA e LigB); e a proteína leptospiral 

A reguladora de aquisição do complemento (LcpA) (Verma et al., 2006, Choy et al., 

2007, Stevenson et al., 2007, Barbosa et al., 2010, Castiblanco-Valencia et al., 2012). 

LenA é capaz de ligar ambos FH e proteína 1 relacionada ao fator H (FHR-1) enquanto 

que LenB só é capaz de interagir com FH (Thomas and Higbie, 1990, Liu et al., 2007). 

LigA e LigB ligam FH, proteína 1 semelhante ao fator H (FHL-1) e C4BP, permitindo o 

controle de todas as vias de ativação do complemento (Panaphut et al., 2002). 

Leptospiras também são capazes de ligar reguladores negativos do complemento 

através da lipoproteína LcpA (Fraga et al., 2011). LcpA interfere na via de ativação 

terminal do complemento através da sua ligação com C9, molécula-chave na 

formação do CAM (da Silva et al., 2015). A degradação de proteínas do complemento 

pode ocorrer indiretamente, utilizando proteases adquiridas do hospedeiro, como o 

plasminogênio ou diretamente, pela atividade de proteases endógenas produzidas por 

cepas patogênicas de leptospiras. Leptospiras também podem secretar proteases que 

são capazes de atuar em uma vasta gama de substratos, incluindo o C3, fator-chave 

na amplificação da cascata do complemento, FB da VA, além de C2 e C4 de VC e VL 

(Fraga et al., 2011). 
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2.7 Vias e modelos animais utilizados para avaliar a doença 

 

A via intraperitoneal (IP) é a mais frequentemente utilizada para inoculação de 

leptospiras em modelos animais para leptospirose aguda como o hamster 

(Mesocricetus auratus) e o cobaio (Cavia porcelus), onde esse tipo de infecção 

proporciona uma rápida disseminação das bactérias no organismo hospedeiro 

(Haake, 2006, Coutinho et al., 2014, Zuerner, 2015). Apesar de ser uma via que 

apresenta várias vantagens técnicas não é uma rota natural de infecção do patógeno 

(Coutinho et al., 2014). Esta via ultrapassa as barreiras teciduais e imunes do 

hospedeiro, permitindo acesso diretamente a cavidade peritoneal para a circulação 

sanguínea através dos ductos linfáticos e torácicos destes animais (Ratet et al., 2014, 

Wunder et al., 2016b). 

Vias alternativas têm sido estabelecidas com o objetivo de mimetizar a 

infecção por leptospiras de forma natural. A via subcutânea (SC) foi utilizada por 

Truccolo et al. (2002) para testes de antibióticos em hamsters. Posteriormente 

Coutinho et al. (2014), testaram a mesma via em hamsters comparando-a com a 

intradermal (ID) por qPCR de rins e fígado, onde o rim apresentou-se como tecido 

mais afetado pelas bactérias. A via SC demonstrou uma carga de leptospiras 31 e 36 

vezes maior que a via ID e como resultado esperado, a via ID foi apresentada como 

mais natural, sendo comparada a lesões na pele e por isso tendo uma menor 

disseminação do patógeno. Outro grupo de pesquisadores (Wunder et al., 2016b) 

comparam em hamsters a via conjuntival (CJ) com a tradicional via IP. Nesse trabalho 

além das vias foram testados inóculos baixos de 102 leptospiras (na via IP) e inóculos 

altos de 108 leptospiras (nas vias IP e CJ). Também foram utilizadas leptospiras 

patogênicas e atenuadas para controle da disseminação. Em ambos os casos as 

leptospiras foram encontradas em múltiplos órgãos e 30 dias após a infecção, a cepa 

atenuada havia sido eliminada de todos os tecidos. Foi sugerido então, que a dose 

infectante e a rota de infecção são fatores mais importantes para a patogênese do que 

a disseminação do patógeno no organismo. 

Outro modelo animal de leptospirose letal, o cobaio, foi utilizado no 

estabelecimento de uma via epicutânea (EP) (Zhang et al., 2012), onde os animais 

tiveram a pele dos flancos abrasada com auxílio de uma lamina de bisturi. As bactérias 

(108) foram depositadas sobre a lesão em discos de filtro, permanecendo no local por 
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várias horas. Foram feitas contagens das leptospiras remanescentes nos discos de 

filtro após cada inoculação. Com os resultados, a conclusão foi de que as leptospiras 

são capazes de infectar os animais pela pele e após 24 horas de contato das bactérias 

com a pele do hospedeiro todas as bactérias haviam deixados os discos de filtro. 

Modelos de leptospirose crônica como os ratos foram utilizados para infecção 

por leptospiras através das vias SC, IP e mucosal (MC) por Zilber et al. (2016). Um 

inóculo de 107 leptospiras foi utilizado para todas as vias, e estas foram avaliadas por 

qPCR. As vias propostas como naturais foram influenciadas pelo tempo de 

disseminação das bactérias no organismo e colonização renal associada a excreção 

das bactérias na urina. A via MC se demonstrou mais eficiente quanto a colonização 

renal e excreção das leptospiras pela urina. Também foi testada a possibilidade de 

outros fluidos como saliva, fezes, e lavagem brônquio-alveolar (BAL) transmitirem as 

bactérias, mas o resultado foi negativo. Recentemente, o modelo camundongo de 

infecção subletal por leptospiras foi avaliado por o inóculo pela via ocular (OC). Uma 

dose de 106 leptospiras foi capaz de infectar 25% dos animais testados. Houve uma 

sobreposição entre o período em que a espiroqueta foi encontrada no sangue e na 

urina, sugerindo que a doença pareça ter uma fase única no que diz respeito a 

progressão da doença. 

 

2.8 Prevenção da doença: vacinas já desenvolvidas e testadas 

 

 A vacina clássica contra a leptospirose é a bacterina, estratégia vacinal que é 

composta pelo microrganismo inteiro inativado. Durante décadas, utilizou-se uma 

variedade de métodos para inativar as leptospiras para utilização destas como 

vacinas, incluindo calor, formalina, fenol, etanol, congelamento-descongelamento e 

irradiação. Esta abordagem de vacinação tem sido amplamente utilizada em bovinos, 

suínos e cães. Apenas em alguns poucos países (China, Japão, Cuba e França) a 

vacinação é permitida para humanos, e usada apenas em momentos de maior risco 

ou em populações expostas ao patógeno (Andre-Fontaine et al., 2003, Adler, 2015b). 

A imunidade provocada por estas bacterinas é restrita aos sorovares que as 

compõem. Esta característica obriga a ocorrência de estudos epidemiológicos 

constantes para reconhecimentos de sorovares prevalentes e inclusão destes nas 

preparações vacinais, que normalmente são multivalentes. Além disso, as bacterinas 
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apresentam reações adversas devido aos componentes das células de leptospiras 

(LPS) e constituintes do meio de crescimento, contribuindo para a pouca 

disponibilidade para humanos (Torten et al., 1973, Christopher et al., 1982). Além 

disso, a imunidade desencadeada é dirigida principalmente contra o LPS, que 

promove uma resposta independente de células T e, por conseguinte, envolve 

anticorpos IgM e falta de uma resposta imune de memória. Assim, a duração da 

imunidade é relativamente curta, com reforços vacinais anuais recomendados em 

quase todos os casos (Adler, 2015c). 

 O sorovar Pomona atenuado por passagens in vitro foi utilizado como uma 

vacina viva e mostrou gerar imunidade protetora em hamsters, suínos e bovinos por 

até 14 meses (Stalheim, 1968, Stalheim, 1971). As bases moleculares para essa 

atenuação não foram estabelecidas, e a vacina acabou não sendo utilizada. Nenhuma 

vacina viva está atualmente licenciada. Porém, recentemente, uma cepa de L. 

interrogans sorovar Manilae com mutação induzida no lócus de biossíntese de LPS 

teve virulência atenuada em hamsters. Animais inoculados com este mutante não 

apresentavam sinais clínicos de infecção, nem se tornaram portadores renais (Murray 

et al., 2010). O mutante também foi incapaz de colonizar os rins de camundongos 

(Marcsisin et al., 2013). A imunização de hamsters com este mutante protegeu contra 

desafio homólogo e heterólogo (sorovar Pomona), não apresentando reações 

adversas. Além disso, não foi detectado anticorpos contra o LPS, sugerindo que a 

imunidade foi mediada por antígenos proteicos, mas que não foram identificados 

(Murray et al., 2010). 

 Frente as diversas limitações no desenvolvimento de vacinas clássicas contra 

a leptospirose, na última década, uma série de antígenos proteicos recombinantes 

foram avaliados quanto a capacidade de proteger contra a doença (Dellagostin et al., 

2011). A lipoproteína leptospiral de 32kDa, LipL32 (Haake et al., 2000) foi descrita 

como um fator de virulência possuindo diversas características de antígenos 

protetores. É a proteína mais abundante na célula leptospiral, localizada na ME, 

expressa durante a infecção e altamente conservada em Leptospira spp. patogênicas 

e ausente em saprófitas.  Além disso, LipL32 é a proteína mais abundante na célula 

(aproximadamente 40 mil cópias por célula), com função de ligação a componentes 

da matriz extracelular, além de ser o antígeno imunodominante. Surpreendentemente, 

um mutante de LipL32 manteve a virulência em hamsters, e não foi afetado na sua 
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capacidade para colonizar os túbulos renais de ratos (Murray et al., 2009). 

Originalmente identificado como um componente principal da superfície leptospiral 

(Cullen et al., 2005), sua localização na superfície foi recentemente reavaliada (Pinne 

and Haake, 2013). A LipL32 é uma das proteínas leptospirais mais estudadas (Murray, 

2013) até o momento. A sua capacidade para provocar imunidade protetora contra a 

infecção aguda com vários sorovares foi relatada inúmeras vezes utilizando uma 

gama de abordagens em diferentes modelos animais (Branger et al., 2001, Branger 

et al., 2005, Seixas et al., 2007, Maneewatch et al., 2008, Grassmann et al., 2012). No 

entanto, uma série de fatores metodológicos utilizados nesses trabalhos geram 

dúvidas quanto a sua capacidade de proteção (Adler, 2015).  

 As proteínas Lig (LigA e LigB), foram amplamente investigadas quanto a 

participação na patogênese e a capacidade de induzir uma resposta imune protetora 

contra leptospirose. LigA é um dos alvos vacinais mais promissores, normalmente 

induzindo imunidade a 100% dos animais vacinados experimentalmente. Porém, esta 

proteína está presente em apenas 3 das 15 espécies capazes de causar leptospirose 

(L. interrogans, L. noguchii e L. kirschneri). Por outro lado, LigB está presente em 

todas as espécies patogênicas, com alta similaridade de sequência entre as espécies 

(Koizumi and Watanabe, 2004, Palaniappan et al., 2006, Silva et al., 2007, Faisal et 

al., 2008, Faisal et al., 2009, Yan et al., 2009, Cao et al., 2011, Coutinho et al., 2011, 

Lucas et al., 2011, Forster et al., 2013, Lourdault et al., 2014, Conrad et al., 2017). 

Como no caso dos estudos com LipL32, muitas das metodologias aplicadas geram 

resultados não definitivos, como a falta de reprodutibilidade e repetições (Adler, 

2015c). Um estudo recente demonstrou que a imunização com LigB recombinante é 

capaz de gerar uma resposta imune protetora contra leptospirose no modelo hamsters 

de leptospirose aguda (Conrad et al., 2017). Porém, ainda não há evidência de que 

esta vacina experimental seja capaz de induzir proteção contra um desafio heterólogo. 

 Uma série de outras proteínas recombinantes foram testadas quanto à sua 

capacidade protetora, com destaque positivo para OmpL1, LipL41 (Haake et al., 1999) 

e LemA (Hartwig et al., 2013). Problemas semelhantes surgem com a maioria das 

alegações, que normalmente relatam um único experimento, falta de reprodutibilidade, 

sobrevivência de animais em grupos não vacinados e análise estatística deficiente. 

Murray et al. (2013) identificou 238 alvos vacinais em potencial e os avaliou em 

conjuntos de alguns poucos antígenos, em um modelo animal de colonização renal. 
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Nenhuma destas preparações vacinais apresentou proteção, mesmo aquelas que 

continham antígenos sabidamente protetores, como a LigA.  

 

2.9 O alvo da Vacinologia Reversa: a membrana externa 

 

 As leptospiras são bactérias didermes, compostas por duas membranas, 

assim como bactérias Gram-negativas. Porém, devido a espessura de apenas 0,1 µm, 

elas não são prontamente observadas na coloração de Gram. A parede celular da 

bactéria apresenta uma MI (4 nm de espessura), uma camada de peptidoglicano (18 

nm) e ME (5 nm) híbrida contendo LPS (9 nm), lipoproteínas e proteínas 

transmembrana (Raddi et al., 2012) – figura 3. A ME possui LPS em abundância, e 

este é considerado um importante fator de virulência em leptospiras (Werts et al., 

2001, Nahori et al., 2005, Murray et al., 2010). Estes microrganismos têm nas suas 

extremidades uma estrutura cap-like de função ainda desconhecida (Raddi et al., 

2012) e muitos quimiorreceptores que detectam diversos substratos e adaptam a 

direção da rotação flagelar baseado nas condições ambientais (Goldstein and Charon, 

1990).  
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Figura 3: Esquema representativo dos componentes da membrana de leptospiras. Esta pode ser 

dividida em três compartimentos principais: ME contendo LPS e proteínas de superfície (Lipoproteínas 

e proteínas barril-β transmembrana); Espaço periplasmático contendo os flagelos e uma camada de 

peptidoglicano; MI, onde se encontra ancorado o flagelo e estão presentes diversas outras proteínas 

internas [imagem adaptada de Grassmann et al. (2017b)]. 

 

 Devido a abundância de LPS na superfície da bactéria, acredita-se que este 

seja essencial para a sobrevivência de leptospiras tanto dentro como fora do 

hospedeiro mamífero. Por apresentarem alta sensibilidade a anticorpos específicos 

para LPS, não é surpreendente que exista uma grande pressão seletiva para sofrer 

alterações genéticas que conduzam à variação do antígeno O, gerando a grande 

diversidade de sorovares presente no gênero (Haake and Zuckert, 2015). 

 Lipoproteínas são proteínas que sofrem modificações pós-traducionais (MPT) 

com adição de ácidos graxos em um resíduo de cisteína. Esta cisteína torna-se o 

resíduo amino-terminal depois que o peptídeo sinal (PS) é removido por uma 

peptidase de sinal de lipoproteínas. Uma vez que os ácidos graxos das lipoproteínas 

são extremamente hidrofóbicos, eles medeiam a ancoragem destas proteínas nas 

membranas (Haake and Zuckert, 2015). Estas proteínas são abundantes na MI e ME 

de leptospiras e permanecem estreitamente associadas às mesmas, mesmo após o 

tratamento com reagentes que removem as proteínas da periferia da célula 

(Matsunaga et al., 2002). A ancoragem pode se dar voltada para qualquer 

compartimento, ou seja, as lipoproteínas podem estar ancoradas no folheto externo 

ou interno da ME ou da MI. Em contraste com a hidrofobicidade dos ácidos graxos, os 

componentes proteicos da maioria das lipoproteínas são tipicamente hidrofílicos e 

relativamente solúveis em tampões aquosos quando expressos como proteínas 

recombinantes sem o seu PS. Dessa forma, os componentes proteicos das 

lipoproteínas podem projetam-se para fora das membranas, expondo-se na sua 

superfície (Haake and Zuckert, 2015). 

 Outra classe de proteínas que se encontram presentes na ME de leptospiras 

são as proteínas barril-β transmembrana. Essas proteínas possuem uma série de 

segmentos hidrofóbicos com estrutura de folha β antiparalelos que atravessam a 

membrana de tal modo que a orientação das cadeias laterais de aminoácidos é 180° 

oposta à dos aminoácidos adjacentes, criando uma estrutura de barril. Isto permite 

com que as cadeias laterais de aminoácidos alternados interajam com a bicamada 
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lipídica ou com o poro aquoso do canal. Estas proteínas apresentam sempre uma 

porção exposta no periplasma e uma porção exposta na superfície da bactéria 

(composta principalmente pelos loops e turns). Estas proteínas encontram-se 

exclusivamente na ME de bactérias didermes, com função principal de transporte 

diverso, desde pequenas moléculas e íons metálicos, até proteínas e complexos 

moleculares (carboidratos e LPS). Algumas proteínas barril-β transmembrana podem 

ainda exercer funções diversas como a adesão celular (Haake and Zuckert, 2015). 

  

2.10 Determinação in vitro da localização de proteínas em espiroquetas 

 

Como descrito anteriormente, espera-se que alvos vacinais com potencial 

para induzir resposta imune protetora contra leptospirose estejam expostos na 

superfície da bactéria. A correta confirmação experimental da localização de proteínas 

na ME de Leptospira, bem como a determinação das porções expostas na superfície 

é de fundamental importância para o desenvolvimento de vacinas utilizando estas 

proteínas. A célula da Leptospira é bastante frágil, semelhantemente à outras 

espiroquetas como Borrelia spp. e Treponema spp. Manipulação in vitro que 

normalmente não causa danos à integridade de outras bactérias (como E. coli), tais 

como centrifugação >8000 ×g e pipetagem sucessiva, podem romper a ME de 

leptospiras ou até destruir completamente a estrutura celular. Isso é importante pois 

as técnicas focadas na determinação da localização celular de proteínas de ME 

expostas na superfície da bactéria precisam garantir a integridade da mesma para 

evitar que proteínas sejam erroneamente identificadas. Diversos métodos foram 

descritos até o momento na tentativa de determinar a localização celular de proteínas 

em Leptospira, incluindo imunoprecipitação de superfície (Haake et al., 1991), 

biotinilação de superfície (Cullen et al., 2003), proteólise de superfície (Pinne and 

Haake, 2009) e imunofluorescência de superfície (Pinne and Haake, 2011). Além 

destes, foram desenvolvidos vários métodos de fraccionamento de células, incluindo 

o fraccionamento com Triton X-114 ou X-100 (Haake et al., 1991, Zuerner et al., 1991, 

Matsunaga et al., 2002) e o isolamento de vesículas de ME por fraccionamento de 

gradiente de densidade de sacarose (Haake and Matsunaga, 2002). A técnica de 

imunofluorescência em microesferas de agarose foi descrita com sucesso para 
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Treponema spp. e Borrelia spp. (Cox et al., 1995, Cox et al., 1996) mas ainda não foi 

aplicada em Leptospira spp. 

O fracionamento celular e extração de vesículas de ME permitem a 

identificação de proteínas transmembrana e lipoproteínas ancoradas na mesma. A 

principal limitação desta abordagem é a incapacidade de determinação de quais 

lipoproteínas estão de fato expostas no folheto externo da ME. Além disso, as 

dificuldades práticas de execução desta técnica e necessidade de equipamentos 

específicos como ultracentrífugas reduzem a abrangência da mesma. Esta 

abordagem está ainda sujeita a identificação equivocada de proteínas extremamente 

abundantes na célula e que possam ser carregadas juntamente com a ME e vesículas 

de ME, mas que não estão associadas à membrana (Pinne and Haake, 2013).  

A imunoprecipitação de superfície e a biotinilação de superfície são duas 

técnicas que se baseiam na marcação de proteínas expostas na superfície das células 

vivas e em suspensão. Na primeira, as leptospiras são incubadas em suspensão 

contento anticorpos gerados contra a bactéria, que as aglutina. Após coleta das 

células com anticorpos teoricamente ligados à antígenos de superfície, os mesmos 

são separados por ligação anticorpo-proteína A. Esta abordagem foi aplicada em 

leptospiras previamente, mas as proteínas não foram precisamente identificadas 

devido às limitações técnicas da época (Haake et al., 1991). A biotinilação de 

superfície, por sua vez, baseia-se na ligação de biotina a proteínas de superfície e 

subsequente identificação e/ou isolamento utilizando streptavidina/avidina. Uma série 

de proteínas de ME de leptospiras foram identificadas com auxílio da biotinilação de 

superfície, incluindo LipL21 (Cullen et al., 2003), OmpL37, OmpL47 e OmpL54 (Pinne 

and Haake, 2009). Ambas as técnicas estão sujeitas a ligação de anticorpos ou biotina 

a proteínas que não estão na superfície (por exemplo proteínas citoplasmáticas 

abundantes) mas permanecem em solução juntamente com as células vivas e 

intactas. A presença destes contaminantes (proteínas não expostas na superfície) se 

deve ao rompimento celular causado pela manipulação das células em solução 

durante o experimento ou pela morte celular durante crescimento in vitro. Estas 

proteínas parecem permanecer na amostra mesmo após lavagens, que por si só é um 

procedimento que pode provocar rompimento da célula de leptospiras. Além disso, a 

ligação de anticorpos e aglutinação das leptospiras normalmente matam a célula, 

promovendo rompimento de membranas e agravando o problema. 
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A proteólise de superfície é uma abordagem que visa a digestão enzimática 

de proteínas expostas na superfície, normalmente realizada por pK. Células intactas 

são sujeitas a uma curva crescente de quantidades diferentes de pK e quando as 

proteínas estão na superfície da bactéria são digeridas mesmo em pouca quantidade 

de enzima. Os extratos das células submetidos à proteólise são então analisados por 

Western blotting (WB) utilizando anticorpos gerados contra a proteína alvo do estudo. 

Se a mesma está na superfície será detectada na célula não tratada, mas não 

aparecerá na célula tratada com pK (pois foi digerida da superfície da bactéria). Esta 

abordagem normalmente envolve centrifugação das leptospiras para remoção do 

meio de cultura e adição de tampão para pK, que como dito, provoca rompimento 

celular. Além disso, algumas proteínas descritas como na superfície da bactéria pelo 

uso desta técnica, só tiveram reação negativa no WB (digestão e ausência da banda 

específica) com o uso de alta concentração de pK. Esta alta quantidade de proteólise 

de componentes da ME frequentemente expões porções abaixo da superfície da 

bactéria, criando falsos positivos para superfície.  

Atualmente, a técnica mais utilizada para determinação da localização de 

proteínas de superfície em Leptospira spp. é a chamada Imunofluorescência de 

superfície, técnica desenvolvida por Pinne and Haake (2011). Esta técnica baseia-se 

na fixação de leptospiras em lâminas de microscopia pelo uso de paraformaldeído. 

Em teoria, o tratamento por curto período (40 minutos) com baixa concentração de 

paraformaldeído (2%) utilizado nesta técnica, fixa as células enrijecendo sua estrutura 

e preservando a integridade da ME. Após fixada, a lâmina sofre bloqueio de ligações 

inespecíficas e reação com anticorpos, inicialmente contra a proteína alvo e em 

seguida um anticorpo conjugado com fluoróforo. As lâminas são observadas em 

microscopia de fluorescência, comparado a uma lamina tratada da mesma forma, 

porém com leptospiras fixadas por metanol. Esta técnica foi desenvolvida visando a 

manutenção da integridade celular para detecção de proteínas de ME, expostas na 

superfície. Todavia, foi através desta técnica que foram descritas duas proteínas então 

denominadas Proteínas de Membrana Externa de Leptospira de 36 e 37 kDa, OmpL36 

e OmpL37, respectivamente. OmpL37 demonstrou não ser um alvo protetor no 

modelo hamsters contra leptospirose (Oliveira et al., 2015), além de ser produzida 

como uma proteína recombinante solúvel (dados não publicados), característica não 

esperada para uma proteína transmembrana. Já OmpL36, inicialmente demonstrada 
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na superfície de L. interrogans por esta IF, foi recentemente descrita como uma 

proteína flagelar, nomeada FcpA e, portanto, localizada no flagelo periplasmático. O 

mutante fcpA- não é móvel, possui flagelo deficiente e descaracterizado, perdendo a 

capacidade de infectar hamsters e causar a leptospirose. A reintrodução do gene ao 

mutante (fcpA-/+) devolveu o fenótipo e virulência semelhante ao tipo selvagem, 

confirmando que OmpL36 na verdade é FcpA e não está presente na superfície da 

bactéria (Wunder et al., 2016a). Ainda assim, em geral, o recomendado para a correta 

determinação da localização de proteínas na ME é o uso desta IF de superfície 

acompanhada das outras metodologias descritas até aqui. 

As diversas limitações apresentadas pelas técnicas atualmente disponíveis 

para determinação da localização de proteínas de ME de Leptospira spp. encorajam 

a busca por novas abordagens. As células de Treponema spp. e Borrelia spp. são 

ainda mais frágeis que a Leptospira spp., já que apesar de serem didermes, não 

possuem LPS na ME (Radolf et al., 2016). Há mais de 20 anos foi desenvolvida uma 

técnica para manipulação in vitro que garantia a integridade de T. pallidum durante IF 

para determinação de localização de antígenos de superfície. Esta técnica foi 

adaptada para Borrelia spp. e atualmente é utilizada rotineiramente para definir a 

localização de proteínas de ME para ambos os gêneros. Nesta abordagem, as 

espiroquetas vivas são aprisionadas em esferas de agarose de baixo ponto de fusão 

(ABPF), dispensando centrifugação, facilitando lavagens e garantindo a proteção à 

integridade da célula e em especial, a ME. Anticorpos penetram facilmente na malha 

de agarose, permitindo a realização da IF, cuja observação se dá pela simples 

visualização das esferas em lâminas de vidro no microscópio de fluorescência. 

Paralelamente à IF em esferas com espiroquetas intactas, outra IF é realizada da 

mesma forma, porém com a ME quimicamente permeabilizada (normalmente com 

tratamento de 0.1% de Triton X-100) seguida de reação com um anticorpo gerado 

contra uma proteína de sub-superfície (normalmente anti-flagelina). Diversas 

proteínas de ME de Treponema spp. e Borrelia spp. foram descritas com esta 

abordagem, que apesar de ser promissora, propondo resolver os problemas das 

técnicas para confirmação da localização de antígenos de superfície em Leptospira 

spp., até o momento não foi avaliada para o agente da leptospirose.  
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3 OBJETIVOS 

  

3.1 Objetivo Geral 

  

Avaliar abordagens para determinação da localização celular de proteínas 

preditas como expostas na superfície de L. interrogans, visando a adaptação para 

este patógeno da técnica de aprisionamento de espiroquetas em esferas de agarose 

de baixo ponto de fusão seguido de imunofluorescência. 

  

3.2 Objetivos Específicos 

 

• Realizar mineração genômica em L. interrogans cepa Fiocruz L1-130 através 

de uma abordagem de Vacinologia Reversa e Estrutural para identificar novos 

alvos vacinais; 

• Clonar genes de alguns destes alvos, expressar e purificar as proteínas 

recombinantes correspondentes; 

• Clonar genes que codificam proteínas para uso como controle, baseado na 

localização celular das mesmas; 

• Produzir anticorpos policlonais específicos contra cada alvo vacinal 

selecionado; 

• Avaliar os anticorpos policlonais quanto a capacidade de ligação às proteínas 

recombinantes e nativas correspondentes por Western blotting e 

imunofluorescência com leptospiras permeabilizadas; 

• Avaliar a técnica padrão para determinação da localização de proteínas de 

superfície em Leptospira interrogans utilizando os anticorpos obtidos; 

• Adaptar a técnica de aprisionamento de espiroquetas em esferas de agarose 

para L. interrogans; 

• Demonstrar a localização celular de alvos vacinais em potencial.   
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Condições de cultivo de Leptospira interrogans e Escherichia coli 

 

 Leptospira interrogans sorogrupo Icterohaemorrhagiae sorovar Copenhageni 

cepa Fiocruz L1-130 com poucas passagens in vitro (<10) foram continuamente 

cultivadas in vitro em meio EMJH. As culturas foram mantidas em tubos cônicos de 

15 ml em cultura estática a 28 °C. Destes cultivos foram realizados repiques semanais, 

acompanhados de contagem das células bacterianas em câmara de Petroff-Hausser.  

 Escherichia coli cepas TOP10 e BL21 (DE3) Star (Invitrogen) foram crescidas 

em meio Luria-Bertani (LB) líquido e sólido. Quando necessário (na presença de 

vetores recombinantes) foram adicionados aos cultivos 100 μg/ml de ampicilina 

(AMP). Os cultivos foram mantidos a 37°C, sob agitação em meio líquido e estáticos 

em meio sólido. 

 

4.2 Modelos animais e considerações éticas 

 

 Ratos Wistar (Rattus norvegicus) com aproximadamente 5 semanas foram 

utilizados para a produção de soro policlonal e implante de Câmaras de Membrana de 

Diálise (DMCs). Os animais permaneceram em microisoladores com dimensões de 

30×20×13 cm, alojados em racks ventilados durante os experimentos. O fornecimento 

de água e ração foi ad libitum, e as caixas com camas de maravalha foram trocadas 

duas vezes por semana. Quando necessário, os animais foram anestesiados com 

coquetel anestésico composto de cetamina (50 mg/kg), xilazina (5 mg/kg) e 

acepromazina (1 mg/kg). Tramadol (500 μl/kg) foi administrado antes do procedimento 

cirúrgico e a cada 24 horas nos dois dias seguintes. A eutanásia dos animais foi 

realizada por aprofundamento da anestesia (inalação de isoflurano seguido de injeção 

intramuscular de um coquetel anestésico contendo 80 mg/kg de cetamina e 10 mg/kg 

de xilazina), seguida de exsanguinação cardíaca. Todos os procedimentos foram 

realizados conforme as recomendações do Conselho Nacional de Controle de 
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Experimentação animal (CONCEA), no qual possui registro no CEEA nº 4336-2015, e 

com supervisão do Médico Veterinário responsável. 

 

4.3 Cultivo de L. interrogans em Câmara de Membrana de Diálise 

 

 Leptospiras foram crescidas in vivo, dentro de DMCs implantadas na cavidade 

peritoneal de ratos, conforme descrito anteriormente (Caimano et al., 2014, 

Grassmann et al., 2015). Foram utilizados tubos de membrana de dialise [Spectra-

Por; 8000 cut-off de peso molecular (PM)]. Os tubos de dialise foram preenchidos com 

9-10 ml contendo 104 leptospiras/ml em EMJH suplementado com 10 mg/ml de 

albumina sérica bovina (BSA) adicionais para manter a pressão osmótica (total 20 

mg/ml). As DMCs foram implantadas cirurgicamente na cavidade peritoneal de ratos 

Wistar previamente anestesiados, onde permaneceram durante 7-9 dias até que o 

cultivo de leptospiras atingisse a fase exponencial tardia de crescimento. Após esse 

período, as DMCs foram retiradas dos animais e em seguida as bactérias crescidas 

em DMCs foram transferidas para tubos de fundo cônico e volume de 15 ml. As 

bactérias foram enumeradas e utilizadas em ensaios subsequentes.  

 

4.4 Análise in silico do proteoma de L. interrogans  

 

 O proteoma de L. interrogans foi obtido a partir do GenBank (acesso 

AE016823.1 e AE016824.1) e analisado por diferentes softwares para identificação 

de alvos vacinais, especificamente proteínas barril-β transmembrana e lipoproteínas 

de ME, como descrito anteriormente (Grassmann et al., 2017a). LipoP e SpLip foram 

utilizados para a predição da presença de lipobox. Cello, PSORTb e Gneg-mPLoc 

para predição de proteínas localizadas na ME. O resultado destas analises foi 

agrupado para a predição de lipoproteínas de ME. SignalCF, SignalP e PrediSi foram 

executados em busca de proteínas que possuíam PS. Phobius, TMHMM, HMMTOP 

e MEMSAT foram utilizados para predição de proteínas com estrutura α-hélice 

transmembrana. Bomp, HHomp, TMBETADISC-RBF e MCMBB foram executados 
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para identificar proteínas com estrutura barril-β transmembrana. Proteínas barril-β 

transmembrana foram preditas pela combinação destas predições, conforme figura 3.  

 Os resultados destes dois grupos foram ranqueados utilizando um script 

escrito na linguagem Python (chamado Covira), visando identificar as proteínas 

preditas com maior confiabilidade em relação às análises realizadas por diferentes 

softwares, baseado em concordância de predição. Após essa triagem, com a 

finalidade de confirmar a presença dessas proteínas em outras espécies patogênicas 

de Leptospira, foram identificados ortólogos utilizando o método de melhor hit 

reciproco (RBH) baseado nas buscas no BLASTp. As proteínas com >70% de 

similaridade e >40% de cobertura e que também tiveram o melhor hit reciproco foram 

consideradas ortólogas. Uma segunda análise com BLASTp foi realizada utilizando os 

bancos de dados de proteínas de hospedeiros de leptospiras em potencial (humanos, 

cães, bovinos, equinos e ovinos) a fim de evitar semelhança destas com os alvos 

vacinais. 

 As proteínas que passaram pelas análises anteriores tiveram sua estrutura 

tridimensional predita pelo I-TASSER, com a finalidade de reforçar as predições 

anteriores e identificar possíveis epítopos que se encontram expostos na ME. Os 

modelos preditos foram avaliados quanto a sua qualidade pelos softwares Procheck, 

Qmean6, ModFold4 e COFACTOR. Foi realizada também a anotação funcional destas 

proteínas através do InterProScan, COFACTOR e UniProt. Após esta análise, 

utilizando o software NetMHCII, foi realizada a predição dos epítopos reconhecidos 

pelo Complexo de histocompatibilidade principal de classe II (MHCII) com alta 

afinidade. Por último, foi realizada a identificação manual de epítopos expostos na 

superfície com o auxílio do programa UCSF Chimera. O esquema das análises está 

resumido na figura 4. 
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Figura 4. Fluxograma das análises in silico. Análises realizadas para a predição de proteínas 

candidatas a antígenos vacinais contra leptospirose, figura adaptada de Grassmann et al. (2017a). 

 

4.5 Amplificação e clonagem das sequências codificadoras 

 

 O DNA genômico de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 

foi extraído com o auxílio do kit illustra bacteria genomicPrep mini spin (GE Healthcare 

Life Sciences), seguindo as recomendações do fabricante. Após a extração, o DNA 

genômico foi armazenado a −20 °C até o uso. Os genes que codificam cada uma das 
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proteínas de L. interrogans selecionadas nas etapas anteriores foram utilizados para 

desenhar primers específicos a partir do software Vector NTI Advance 11. Esses 

primers foram utilizados para amplificação das respectivas sequências codificadoras 

através da técnica de PCR. A PCR foi executada nas seguintes condições: 

desnaturação inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturação a 

95 °C por 30 segundos; anelamento a temperaturas variáveis dependendo do primer 

(56-60 °C) por 45 segundos; extensão a 72 °C por 30 segundos e por fim, extensão 

final de 72 °C por 7 minutos. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese 

em gel de agarose 1%, nos quais foram confirmados os fragmentos de DNA de 

tamanhos correspondentes a cada gene amplificado. Em seguida, os produtos da 

PCR foram purificados com o kit ilustra GFX PCR DNA and gel band purification (GE 

Healthcare Life Sciences) de acordo com as orientações do fabricante. 

 Os fragmentos amplificados por PCR purificados foram inseridos em vetor 

pAE para propagação e expressão em E. coli. Vetor e inserto foram submetidos a 

digestão por endonucleases de restrição por incubação a 37 °C por 1 hora. Após a 

digestão, vetor e inserto foram purificados novamente e a ligação de ambos foi 

realizada utilizando T4 DNA ligase (16 horas a 16 °C). No dia posterior, a reação foi 

utilizada para transformar E. coli TOP10 por choque térmico (Sambrook and Russell, 

2000). A bactéria foi então cultivada em placa contendo LB sólido + AMP, 16 horas a 

37 °C. Após o crescimento da bactéria, colônias foram selecionadas para verificação 

da presença do vetor recombinante através de extração de DNA plasmidial e 

observação em gel de agarose (0,8%). Confirmados os recombinantes, o DNA 

propagado foi usado para expressão das sequencias alvo. Cada vetor pAE 

recombinante foi caracterização por endonucleases de restrição e por 

sequenciamento de DNA pelo método de Sanger automatizado. 

 

4.6 Expressão, purificação e caracterização das proteínas recombinantes 

 

 Cada vetor recombinante contendo a sequência codificadora para uma das 

proteínas selecionadas foi utilizado para transformar E. coli BL21 (DE3) Star. As 

culturas foram crescidas em meio LB com a adição de 100 µg/ml de AMP, a 37 °C, 

em agitação até que atingissem a absorbância de 0,6-0,8 em densidade óptica de 600 
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nm (fase log de crescimento). Nesse momento elas foram induzidas a expressar a 

proteína recombinante pela adição de 1 mM de Isopropil β-D-tiogalactosídeo (ITPG), 

recebendo nova incubação nas mesmas condições por 3-4 horas. Após a indução foi 

realizada a coleta das células por centrifugação e o pellet de células foi congelado 

para posterior avaliação. Uma alíquota de células induzidas para cada proteína foi 

utilizada para análise da expressão por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE). O pellet de células foi suspendido em solução de lise celular (Na2HPO4 20 

mM, NaCl 500 mM, Imidazol 20 mM) e posteriormente sonicado. Em seguida as 

células lisadas foram centrifugadas a 12000 × g por 40 minutos e o sobrenadante 

contendo as proteínas solúveis neste tampão foi armazenado a 4 °C após adição de 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF). O pellet foi suspendido no mesmo tampão de 

lise, acrescido de 8 M de ureia. Após uma nova centrifugação nas mesmas condições, 

o sobrenadante contendo as proteínas insolúveis foi separado do pellet e armazenado 

a 4 °C. Ambas as frações insolúveis e solúveis foram analisadas por SDS-PAGE para 

identificar a solubilidade da proteína recombinante. 

 As proteínas recombinantes foram purificadas através de cromatografia de 

afinidade de metal imobilizado (IMAC), utilizando uma coluna His-Trap FF com níquel, 

no sistema automatizado AKTA-Start (GE). As proteínas ligadas a coluna através da 

cauda de histidina (6×His) foram eluídas sobre 20 volumes de coluna com o eluente 

(Na2HPO4 20 mM, 500 mM NaCl, pH 8,0) em um gradiente de 20 a 500 mM de 

Imidazol. As frações de eluição foram avaliadas por SDS-PAGE, e aquelas que 

continham a proteína purificada foram combinadas e dialisadas contra o tampão 

fosfato-salino (PBS) a 4°C em homogeneizador (uma hora de intervalo entre as 

dialises, 6 trocas de PBS ao total). As alíquotas purificadas e dialisadas foram 

combinadas, PMSF foi adicionado novamente, e as proteínas purificadas foram 

armazenadas a 4°C até serem quantificadas. A quantificação das proteínas foi 

realizada utilizando kit comercial BCA Pierce (Thermo) através do método do Ácido 

Bicinconínico (BCA). As proteínas recombinantes purificadas e quantificadas foram 

novamente analisadas por SDS-PAGE juntamente com curva de diferentes 

concentrações de BSA e caracterizadas por WB utilizando anticorpos específicos 

contra a cauda de 6 histidinas (anti-6×His). 
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4.7 Produção de anticorpos policlonais contra as proteínas preditas como 

localizadas na membrana externa de L. interrogans 

 

 Para obtenção dos anticorpos policlonais (pAb), dois ratos para cada proteína 

foram inoculados com 50 µg de proteína recombinante, diluída em PBS e emulsificada 

com volume equivalente de adjuvante de Freund (primeira dose com adjuvante 

completo e demais doses com incompleto) pela via intraperitoneal. Os inoculados 

possuíram intervalos de três semanas entre a primeira e segunda dose e duas 

semanas entre as demais doses. O número de reforços variou entre dois e três, 

dependendo da capacidade de reconhecimento dos anticorpos as proteínas no qual 

eram testados por WB. O sangue dos animais foi coletado por punção cardíaca após 

overdose de anestésico e armazenado a 4 °C por uma hora para coagulação. Em 

seguida o soro foi separado por centrifugação a 5000 × g por 5 min a 4 °C. O soro 

contendo pAbs contra cada proteína recombinante foi identificado, alíquotado e 

armazenado a −20 °C para posterior uso. 

 

4.8 Caracterização dos pAbs por Western blotting 

 

 Os pAbs produzidos contra cada proteína foram testados através da 

capacidade de reconhecer sua respectiva proteína recombinante em diversas 

concentrações e sua proteína nativa obtidas por cultivos in vitro a 28 °C e em DMCs. 

Para realização da técnica de WB foram realizados SDS-PAGE contendo 200 a 1,5 

ng de proteína recombinante ou extrato bruto de L. interrogans L1-130 (2×108) por 

poço no gel. Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para membranas de 

nitrocelulose. O bloqueio da membrana foi realizado com solução de leite em pó 5% 

em PBS durante uma hora, em temperatura ambiente, sob agitação. Para a detecção 

das proteínas nativas e recombinantes, foi utilizada a diluição de 1:1000 dos pAbs 

produzidos contra cada proteína e anticorpos anti-rato conjugados a Horseradish 

peroxidase (HRP). Cada incubação com anticorpos seguiu os mesmos detalhes da 

etapa de bloqueio. Após a última incubação com anticorpo secundário, foi feita a 

revelação utilizando solução reveladora (Tris-HCl 50 mM pH 7.6, NiSO4 0,03%, H2O2 

e 3,3’ diaminobenzidina - DAB) até que as bandas ficassem suficientemente coradas. 
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4.9 Imunofluorescência em L. interrogans fixada por metanol 

 

 Leptospiras com poucas passagens in vitro (<10) foram cultivadas a 28 °C e 

quando atingiram fase log de crescimento foram depositadas diretamente sobre 

lâminas de vidro (aproximadamente 106 leptospiras por ponto na lâmina) e incubadas 

a temperatura ambiente até que o líquido (meio de cultura) secasse. Em seguida, as 

lâminas foram incubadas com metanol previamente gelado (-20°C) durante 10 

minutos a -20 °C para permeabilizar a membrana, desnaturar (parcialmente) as 

proteínas e fixar as leptospiras. Os anticorpos (pAbs e mAbs) em diferentes diluições 

foram adicionados diretamente sobre a lamina e a reação foi incubada por 1 hora a 

temperatura ambiente. Após 4 lavagens (3 com PBS-T e 1 com água), foi adicionado 

anti-Ig de rato conjugado a FITC 1:1000. Após novas lavagens a lâmina foi montada, 

adicionando o marcador de DNA DAPI, presente no meio de montagem (Fluoroshield, 

Sigma-Aldrich). Os controles utilizados incluíram o extrato bruto de leptospiras (para 

controle positivo da reação) e o soro negativo, de animal que não foi inoculado (para 

controle negativo de reações não-específicas). A análise das lâminas foi realizada por 

visualização das bactérias em microscópio de imunofluorescência e todas as imagens 

foram obtidas utilizando a mesma exposição para cada filtro. 

 

4.10 Imunofluorescência de superfície 

 

 Foram realizados ensaios de IF com as bactérias depositadas diretamente 

sobre as lâminas. O protocolo utilizado foi adaptado de Pinne and Haake (2009). 

Leptospiras cultivadas a 28 °C com poucas passagens in vitro (<10) e em fase log de 

crescimento foram coletadas por centrifugação a 2000 ×g por 7 min em temperatura 

ambiente e em seguida foram gentilmente ressuspendidas em PBS-5 mM MgCl2, pH 

7.2. O ensaio foi realizado sobre um ponto na lâmina, onde as leptospiras foram 

depositadas no centro de uma marcação circular. As células ficaram aderindo às 

lâminas durante 80 minutos e em seguida foram incubadas ou com metanol 

previamente gelado (-20 °C) durante 20 minutos a -20 °C para permeabilizar a 
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membrana, desnaturar parcialmente as proteínas e fixar as leptospiras ou com 

paraformaldeído 2% (diluído em PBS-5 mM MgCl2, pH 7.2) durante 40 minutos a 28 

°C para manter a integridade da membrana. A solução de bloqueio de ligações 

inespecíficas utilizada foi BSA 1% (diluída em PBS) e a incubação realizada a 28 °C 

por 90 minutos. Todos os volumes utilizados foram de 300 µl por lâmina, incluindo os 

cultivos (5×108 células em 300 µl). O marcador de DNA utilizado para a detecção de 

leptospiras independente da ligação dos anticorpos foi o DAPI, presente no meio de 

montagem (Fluoroshield, Sigma-Aldrich). Os controles utilizados incluíram o extrato 

bruto de leptospiras (controle positivo para superfície), as flagelinas FlaA1, FlaB1 e 

FcpA (controle de sub-superfície) e o soro negativo, de animal que não foi inoculado 

(controle negativo para reações não-específicas). Também foram avaliados mAbs 

anti-LipL32 e anti-LigB. A diluição dos pAbs e mAbs variaram de 1:25 a 1:300, 

enquanto que a diluição do anti-rato (ou anti-camundongo para os mAbs) conjugado 

a FITC foi de 1:1000 e foram incubados por 1 hora e 45 minutos, respectivamente. A 

análise das lâminas foi realizada por visualização das bactérias em microscópio de 

imunofluorescência e todas as imagens foram obtidas utilizando a mesma exposição 

para cada filtro. 

 

4.11 Imunofluorescência em microesferas de agarose 

 

Os ensaios de IF em microesferas de agarose foram realizados com 

adaptações a partir do protocolo de Cox et al. (1995). Uma solução de 2% de ABPF 

tipo VII foi preparada em PBS e mantida a 42 °C em banho maria. Uma cultura de 

1×108 células em 0,5 ml de EMJH foi adicionada em um tubo de 50 ml e mantida 

aquecida a 42 °C por 45-60 s, até que fosse adicionado 0,5 ml da ABPF também 

aquecida a 42 °C. Em seguida o conteúdo do tubo foi misturado por vortex leve (15-

20 s) e retornou ao banho maria a 42 °C (30 s). Cinco ml de óleo mineral a 42 °C foi 

adicionado ao tubo e foi homogeneizado por vortex (10-15 s), e os tubos foram 

rapidamente transferidos para gelo, onde permaneceram por 5 minutos. Foi 

adicionado 5 ml de PBS e as esferas foram coletadas por centrifugação a 500 ×g por 

15 minutos. 
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Aproximadamente 50 µl de esferas (contendo as leptospiras) foram 

transferidas para tubos de 1,5 ml e processadas em PBS para manter a membrana 

integra; Triton X-100 (0,00001, 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1, 1, 5, 10 e 25%); Triton X-114 

(0,00001, 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1, 1, 5, 10 e 25%); EDTA (10, 25, 50, 75 e 100 mM); 

etanol (0,5, 1, 2,5, 5 e 10, 50, 70 e 80%); metanol (puro) ou EDTA + etanol (100 mM 

e 50%, respectivamente) para permeabilização da ME e lise celular. O tempo de cada 

tratamento variou de 10 a 30 minutos em temperatura ambiente (20-25 °C). Os pAbs 

ou mAbs, puros ou em diluições de até 1:1000, foram incubados em agitação junto as 

esferas a 4 °C por 16 horas. Na etapa seguinte foi adicionado o anti-Ig de rato (ou 

anti-Ig de camundongo) conjugado a FITC na diluição de 1:1000 e incubado em 

agitação por 1 hora em temperatura ambiente. Para marcação do DNA da bactéria, 

as amostras foram incubadas por 30 minutos com Hoechst ou montadas diretamente 

com meio de montagem contendo DAPI (Fluoroshield, Sigma-Aldrich). Os controles 

utilizados incluíram o extrato bruto de leptospiras (para controle positivo da reação) e 

o soro negativo, de animal que não foi inoculado (para controle negativo de reações 

não-específicas). A observação das leptospiras foi realizada por microscopia de 

imunofluorescência. Todos os ensaios foram realizados comparando os mesmos 

soros entre si em diferentes tratamentos (células integras e permeabilizadas). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Identificação in silico de alvos vacinais contra leptospirose 

 

 A análise de VR realizada utilizando diversas ferramentas de bioinformática 

para minerar o genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 

em busca de proteínas que compõem a superfície de espécies patogênicas de 

Leptospira está descrita em detalhes em Grassmann et al. (2017a). Esta análise 

resultou em uma lista inicial de 165 proteínas barril-β de membrana externa (bβ-

OMPs) e 54 lipoproteínas da ME. Dentre estas 219 proteínas, 18 bβ-OMPs e 9 

lipoproteínas da ME foram selecionadas baseadas na predição de alta confiança 

(utilizando o algoritmo CoVira). Estas proteínas foram analisadas quanto a presença 

de ortólogos em outras Leptospira spp.; uma lipoproteína de ME foi removida da lista 

por não apresentar ortólogos na maioria das espécies patogênicas. As demais 

proteínas selecionadas apresentam ortólogos em todas as espécies patogênicas. 

Nenhuma das proteínas restantes apresentou similaridade com proteínas de 

hospedeiros de Leptospira. A modelagem estrutural foi realizada com sucesso para 

todas as proteínas selecionadas, gerando modelos com grau de qualidade satisfatório. 

A anotação funcional das 18 bβ-OMPs selecionadas está descrita na tabela 1. Como 

esperado, a maioria das bβ-OMPs apresentou domínios relacionados a esta 

conformação estrutural, por exemplo receptores dependentes de TonB (TBDR), 

transportadores, bombas de efluxo (TolC), dentre outros. Todas estas proteínas 

apresentaram epítopos imunogênicos preditos por bioinformática com alto grau de 

afinidade a diferentes receptores de MHCII humano. A alocação estrutural destes 

epítopos imunogênicos permitiu a identificação de porções imunogênicas das bβ-

OMPs expostas na superfície de L. interrogans – figura 2 em (Grassmann et al., 

2017a). 

 No alinhamento da sequência da bβ-OMP LIC10881 com as sequencias de 

seus ortólogos em outras Leptospira spp. indicou que a proteína da cepa L1-130 

apresentava a ausência de uma porção C-terminal. Ao analisar o genoma, foi 

constatado uma possível falha no sequenciamento do gene correspondente, que 

quando corrigido para o consenso entre as espécies, fusionava as sequencias de 
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LIC10881 com LIC10882. Um novo alinhamento da nova sequência 

(LIC10881+LIC108882) com os ortólogos de LIC10881 indicou que a ausência da 

porção C-terminal não existia mais.  

Tabela 1. Anotação funcional das 18 bβ-OMPs preditas por bioinformática. Proteínas preditas como 

novos alvos vacinais e anotação funcional das sequências correspondentes.   

1Tal qual anotada no genoma de L. interrogans L1-130. 

2Referente à sequência de LIC10881 e LIC10882 corrigidas. 

  

Gene Produto/Anotação original1 Análise no InterProScan 

LIC10496 conserved hypothetical protein Outer membrane efflux protein 

LIC10714 outer membrane receptor protein TonB-dependent receptor  

LIC10881 outer membrane protein, TonB 
dependent 

TonB-dependent receptor (plug and beta-
barrel domains2) 

LIC10896 TonB-dependent outer 
membrane receptor 

TonB-dependent receptor 

LIC10964 TonB-dependent outer 
membrane hemin receptor 

TonB-dependent receptor 

LIC11086 conserved hypothetical protein MetA-pathway of phenol degradation, 
putative 

LIC11211 hypothetical protein none predicted 

LIC11268 conserved hypothetical protein Alginate export domain 

LIC11458 outer membrane protein, porin 
superfamily 

none predicted 

LIC11506 outer membrane protein Predicted outer membrane protein, 
Leptospiraceae 

LIC11623 outer membrane protein Bacterial surface antigen (D15) / Surface 
antigen variable number 

LIC12254 outer membrane protein Bacterial surface antigen (D15) 

LIC12374 outer membrane protein, TonB 
dependent 

TonB-dependent receptor, beta barrel, 
plug domain 

LIC12575 cytoplasmic membrane protein Outer membrane efflux protein 

LIC13477 conserved hypothetical protein none predicted 

LIC20019 conserved hypothetical protein Putative porin/Porin 6 

LIC20087 outer membrane protein none predicted 

LIC20151 TonB-dependent outer 
membrane receptor 

TonB-dependent receptor, beta barrel 
(IPR000531), plug domain (IPR012910) 
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5.2 Clonagem e expressão de proteína recombinantes 

 

Das 18 bβ-OMPs, foram selecionadas nove proteínas para análise de 

localização celular (Tabela 1). Para isso, as sequências codificadoras foram 

amplificadas por PCR, clonadas no vetor pAE e expressas em E. coli. Todas as 

proteínas recombinantes foram expressas em corpos de inclusão e necessitaram de 

solubilização utilizando tampão de solubilização com desnaturante (contendo ureia). 

As proteínas foram purificadas, dialisadas contra PBS e analisadas por SDS-PAGE 

(Figura 5). Além destas, outras proteínas de interesse foram produzidas da mesma 

forma: rFlaA1, rFlaB1, rFcpA, rLigBrep, rLcpA e rLenA. As primeiras três são proteínas 

flagelares (Wunder et al., 2016a), enquanto as últimas são lipoproteínas descritas 

como proteínas expostas na superfície de L. interrogans (Barbosa et al., 2010, Verma 

et al., 2010, Matsunaga et al., 2013). Devido ao alto PM de algumas destas proteínas, 

como LIC11458 (113 kDa), LIC10964 (86 kDa) e LigB (200 kDa), apenas porções dos 

genes que as codificam foram clonados para expressão de respectivas porções 

recombinantes.  

A análise em SDS-PAGE das proteínas bβ-OMPs purificadas (Figura 5) 

confirmam o PM aparente esperado (Tabela 2) para cada proteína recombinante. 

Várias destas proteínas apresentam bandas adicionais de menor PM. Estas bandas 

foram reconhecidas pelo anticorpo anti-6×His no WB (Figura 6). 

 

Figura 5: SDS-PAGE: Expressão de proteínas recombinantes. Eletroforese em gel de poliacrilamida 

12% apresentando as proteínas barril-β transmembrana de ME expressas em E. coli e purificadas por 

cromatografia de afinidade. As proteínas foram dialisadas contra PBS antes da realização do SDS-

PAGE. O asterisco representa o tamanho de banda correspondente a proteína recombinante. A coluna 

da esquerda corresponde ao marcador de peso molecular PageRuler Prestained (ThermoFisher 

Scientific). 
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Figura 6: Western blotting: reconhecimento das proteínas recombinantes pelo anticorpo anti-histidina. 

WB após separação por eletroforese das proteínas barril-β transmembrana de ME para o 

reconhecimento destas com anticorpo anti-histidina conjugado a HRP. O asterisco representa o 

tamanho de banda correspondente a proteína recombinante. A coluna da esquerda corresponde ao 

marcador de peso molecular PageRuler Prestained (ThermoFisher Scientific). 

 

5.3 Obtenção e caracterização dos anticorpos policlonais 

 

Após as inoculações de ratos, foram obtidos pAbs capazes de reconhecer as 

proteínas recombinantes utilizadas na inoculação. A tabela 2 apresenta a quantidade 

mínima detectada de cada proteína recombinante no WB utilizando o soro específico 

para cada proteína. As quantidades detectadas variaram de 1,5 ng para os soros anti-

rLIC11086, anti-rFlaA1 e anti-rFcpA até 200 ng para o soro anti-rLIC11458. A figura 7 

apresenta as reações obtidas com cada pAb em relação a proteína recombinante 

correspondente. Nesta figura, são mostradas as reações contra 200 ng de cada 

proteína.  



57 

 

 

Figura 7: Western blotting: reconhecimento das proteínas recombinantes pelos seus respectivos pAbs. 

Foi adicionado 200 ng de cada proteína recombinante por poço. O asterisco representa o tamanho de 

banda correspondente a proteína recombinante. A coluna da esquerda corresponde ao marcador de 

peso molecular PageRuler Prestained (ThermoFisher Scientific). 

 

Os pAbs gerados também foram avaliados quanto a capacidade de 

reconhecimento da proteína nativa por WB. Para isso, foram separados por SDS-

PAGE extratos brutos de L. interrogans crescida in vitro e cultivadas em DMCs (Figura 

8). Os extratos foram eletrotransferidos para membrana de nitrocelulose e reagidos 

com os pAbs contra cada proteína de interesse. A maioria dos anticorpos (13/16) 

reconheceu a proteína alvo no extrato de L. interrogans obtida de pelo menos uma 

das condições de cultivo (Figura 9). Em alguns casos (LIC11086, LIC12374, 

LIC20019), não foi possível detectar bandas no WB ou a reação observada era de 

baixa intensidade, impossibilitando conclusões ou documentação apropriada da 

reação. Nestes casos, os resultados foram considerados inconclusivos. O pAb anti-

rLIC10496 reconheceu uma proteína de cerca de 120 kDa, sendo que uma cadeia 

polipeptídica desta proteína deveria ter PM de aproximadamente 57,7 kDa. Esta 

proteína foi predita como um TolC, o componente da ME de uma bomba de efluxo 

(Tabela 1), normalmente assumindo a estrutura quaternária de trímero, portanto, 

aparentemente a banda observada sugere que são dímeros da proteína (configuração 

intermediária). Também foi avaliado um anticorpo monoclonal anti-LipL32, que 

reconheceu especificamente a LipL32 nativa. 
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Figura 8: SDS-PAGE: Extrato bruto de L. interrogans L1-130. Foram analisados extratos cultivados in 

vitro (28 °C) ou em DMCs. O gel foi corado por impregnação por prata. A coluna da esquerda 

corresponde ao marcador de peso molecular Unstained Protein Ladder (New England BioLabs). 

 

 

Figura 9: Western blotting: reconhecimento das proteínas nativas pelos seus respectivos pAbs. Para o 

preparo do extrato bruto foram utilizados 2×108 leptospiras/coluna de L. interrogans L1-130 cultivadas 

in vitro a 28°C. O asterisco representa o tamanho de banda correspondente a proteína nativa. A coluna 

da esquerda corresponde ao marcador de peso molecular PageRuler Prestained (ThermoFischer 

Scientific).
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Tabela 2. Análise geral das proteínas e anticorpos. Resumo das análises aplicadas as proteínas selecionadas e aos anticorpos policlonais correspondentes. 

1Predito pelo Vector NTI 11. 2Predito pelo Uniprot. 3Conforme observado na figura 9.  4Quantidade mínima de proteína recombinante detectada por WB 

utilizando pAb específico. IC = inconclusivo. LD = Limite de Detecção. NA = não avaliado. P = detecção positiva. S = sem detecção. DMC = câmara de 

membrana de diálise. IVC = cultura in vitro. IF = imunofluorescência.

Alvo do PAb 

Proteínas (kDa) Detecção da proteína em WB Imunofluorescência 

Proteína 
recombinante1 

Proteína 
nativa, 

predito2 

Proteína nativa, 
observado3 

DMC IVC LD (ng)4 

Fixada por 
metanol 

 

IF de superfície  IF em esferas de 
agarose 

 

Intacta Lisada Intacta Lisada 

LIC10496 55,9 57,6 ̴120* P P 12,5 P S S NA NA 

LIC10881 61,9 63,2 ̴65 P P 12,5 P P P NA NA 

LIC10964 55,0 86,6 ̴85 P P 100 P S P NA NA 

LIC11086 36,7 37,4 ̴60? IC IC 1,5 S S S NA NA 

LIC11268 35,2 68,8 ̴70 IC P 12,5 P S P NA NA 

LIC11458 65,4 113,6 ̴115 IC P 200 P S P NA NA 

LIC12374 34,8 80,2 × IC IC 25 S S P NA NA 

LIC20019 39,5 43,4 × IC IC 12,5 P S P NA NA 

LIC20151 63,8 80,9 ̴80 P P 12,5 P S S NA NA 

LigB/LigA 54,0 200,8/128,1 ̴200 e   1̴30 P P 3,12 P S P P P 

LcpA (LIC11947) 20,0 22,6 ̴22 P P 3,12 P S P P P 

LenA (LIC10009) 24,0 27,7 ̴34 P P 6,25 P S P S S 

FlaA1 33,0 34,9 ̴35 P P 1,5 P S S NA NA 

FlaB1 32,0 31,3 ̴30 P P 25 P S P S S 

FcpA (LIC13166) 35,7 36,2 ̴35 P P 1,5 P P P S P 

LipL32 28,5 29,6 ̴30 P P NA P NA NA P P 
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5.4 Imunofluorescência de L. interrogans fixada com metanol 

 

Todos os pAbs foram avaliados quanto a capacidade de reconhecimento da 

bactéria fixada por metanol em lâminas de microscopia. Além dos pAbs produzidos, 

foram avaliados três anticorpos monoclonais, dois produzidos contra LipL32 e um 

contra LigB, gentilmente doados por colaboradores. Com exceção dos pAbs anti-

rLIC11086 e anti-rLIC12374, todos os demais reconheceram a bactéria fixada por 

metanol, onde a membrana encontra-se permeabilizada e as proteínas desnaturadas 

(Figura 10 e Tabela 2). As diluições encontradas para cada anticorpo variaram entre 

de 1:1000 a 1:25. A figura 11 é uma demonstração da visualização pelo campo de 

visão do microscópio. Nesta imagem são representados um ensaio com resultado 

positivo (LIC11458) e um sem detecção de fluorescência (LIC12374).  

 

5.5 Avaliação da localização de proteínas de membrana externa por IF de 

superfície 

 

O controle positivo, anti-extrato bruto reconheceu a bactéria tanto 

permeabilizada (fixada por metanol) quanto fixada por paraformaldeído (Figura 12 e 

Tabela 2). Todos os soros testados por esta técnica, com exceção do soro de rato não 

inoculado (controle negativo) reconheceram a bactéria permeabilizada. A bactéria 

fixada por paraformaldeído, em teoria intacta, foi reconhecida pelos pAbs anti-rLigBrep 

e anti-rFcpA, enquanto os demais soros não reconheceram a bactéria neste estado. 

Alguns pAbs não reconheceram a L. interrogans em nenhuma situação (Tabela 2). O 

controle para proteínas abaixo da superfície da célula, o anti-rFlaB1 não reconheceu 

a proteína nativa quando a bactéria estava integra, mas apresentou ligação ao flagelo 

quando a bactéria foi permeabilizada. 
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Figura 10: Imunofluorescência de leptospiras fixadas por metanol. Foram utilizadas leptospiras 

cultivadas in vitro a 28 °C e fixadas por metanol para reconhecimento da proteína nativa na bactéria. 

As imagens foram tratadas e montadas utilizando o software ImageJ. Os anticorpos secundários da IF 

foram marcados com FITC (verde) e o DNA foi marcado com DAPI (azul). 
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Figura 11: Imunofluorescência leptospiras fixadas por metanol – visão do campo. Imagem 

representativa da visualização de leptospiras fixadas por campo. Linha LIC11458 representação de 

fluorescência positiva; linha LIC12374 representação de ausência de fluorescência. As imagens foram 

tratadas e montadas utilizando o software ImageJ. Os anticorpos secundários da IF foram marcados 

com FITC (verde) e o DNA foi marcado com DAPI (azul). 

 

5.6 Padronização do encapsulamento de leptospiras em esferas de ABPF 

para determinação da localização de proteínas expostas na superfície da 

bactéria 

 

O protocolo avaliado para encapsulamento de leptospiras em esferas de 

ABPF foi realizado com sucesso. As leptospiras foram observadas em abundância 

dentro das esferas de agarose por microscopia de campo escuro (dados não 

mostrados). Ao incubar as esferas com anticorpos anti-extrato bruto de L. interrogans 

e consequente IF, novamente, foi possível observar leptospiras fluorescentes (Figura 

13 e Tabela 2). Nenhum anticorpo gerado contra proteínas localizadas abaixo da 

superfície da bactéria apresentou ligação quando a mesma era mantida intacta 

(incubação com PBS). Porém, surpreendentemente, a incubação com estes 

anticorpos não apresentava fluorescência quando incubados com leptospiras, mesmo 

depois que estas sofreram tratamentos para a remoção e permeabilização da ME com 

detergentes, álcool ou EDTA. A única exceção observada foi o tratamento com 50 mM 

de EDTA por 30 minutos, que parece ter permeabilizado a célula, permitindo a ligação 

dos anticorpos anti-rFcpA. Da mesma forma, o tratamento com EDTA 50 mM permitiu 

a ligação dos anticorpos anti-LcpA (pAb), anti-LipL32 e anti-LigB (mAbs). Estes 

anticorpos também reconheceram a superfície da bactéria intacta, sugerindo que as 

proteínas LcpA, LipL32 e LigB estão localizadas na superfície da bactéria. O soro de 

rato não inoculado (controle negativo) não teve ligação à célula inteira ou 

permeabilizada.  
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Figura 12: Imunofluorescência de superfície. As IFs da direita correspondem a células de L. interrogans 

L1-130 fixadas por metanol, enquanto as situadas na esquerda foram fixadas com 2% de 

paraformaldeído. O anticorpo secundário anti-Igs de rato era conjugado com FITC (verde), enquanto o 

DNA foi marcado com DAPI (azul). As imagens foram tratadas e montadas utilizando o software 

ImageJ. 
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Figura 13: Imunofluorescência em esferas de ABPF. As IFs da direita correspondem a células de L. 

interrogans L1-130 permeabilizadas por EDTA (50 mM), enquanto as da esquerda apresentam células 

intactas, tratadas apenas com PBS. O anticorpo secundário anti-Igs de rato era conjugado com FITC 

(verde), enquanto o DNA foi marcado com DAPI (azul). As imagens foram tratadas e montadas 

utilizando o software ImageJ. 
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6 DISCUSSÃO GERAL E PERSPECTIVAS 

 

A VR é uma metodologia que visa identificar alvos vacinais a partir da análise 

in silico do proteoma codificado no genoma do patógeno, com uso de ferramentas de 

bioinformática (Rappuoli, 2000). Esta abordagem foi originalmente empregada em 

Neisseria meningitidis sorogrupo B, levando ao descobrimento dos antígenos vacinais 

protetores que atualmente compõem a vacina recombinante Bexsero 

(GlaxoSmithKline), em uso para prevenir a meningite causada por este patógeno 

(Pizza et al, 2000). A VR segue sendo empregada com frequência em diferentes 

doenças, incluindo leptospirose (Dellagostin et al., 2017). Todavia, os resultados de 

VR em leptospirose são variados. Uma análise simplificada do genoma de L. 

interrogans identificou nove lipoproteínas apontadas como alvos vacinais potenciais 

(Hartwig et al., 2011) e dentre elas LemA se mostrou protetora (Hartwig et al., 2013). 

Outro trabalho avaliou o genoma de L. borgpetersenii e identificou 262 proteínas de 

ME e secretadas, das quais 238 foram testadas em modelo animal e nenhuma 

demonstrou proteção contra leptospirose (Murray et al., 2013). A análise de VR 

apresentada neste trabalho é a mais completa realizada até o momento em Leptospira 

spp., não apenas pela diversidade de análises a nível de estrutura primária para 

identificar os alvos vacinais, mas também por investigar características estruturais das 

proteínas avaliadas, caracterizando a primeira abordagem de Vacinologia Estrutural 

(VE) para este patógeno. Além disso, todos os alvos identificados possuem proteínas 

ortólogas em todas as espécies patogênicas de Leptospira, com exceção de LIC10881 

em L. kmetyi. Esta espécie, apesar de classificada taxonomicamente como uma 

Leptospira patogênica, foi originalmente isolada de amostras ambientais e a virulência 

da mesma não é esclarecida (Fouts 2016). A análise combinada de VR e VE permitiu 

a identificação de novos alvos vacinais e sugere que estas proteínas possuem 

porções imunogênicas expostas na superfície da bactéria. Atualmente, estão sendo 

avaliadas pelo nosso grupo pesquisa, proteínas quiméricas compostas pelas regiões 

preditas como expostas na superfície de L. interrogans, que além de altamente 

conservadas entre as espécies infecciosas de Leptospira, também foram preditas 

como contendo epítopos de células T e B.  Finalmente, o fluxograma para análise de 

VR e VE mostrado na figura 4 pode ser aplicado para outras bactérias didermes – 

mais informações em Grassmann et al. (2017a). 
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Das 18 proteínas barril-β transmembrana preditas, 9 foram clonadas, 

expressas em E. coli e purificadas com sucesso. Devido ao alto PM de algumas destas 

proteínas, como LIC11458 (113 kDa) e LIC10964 (86 kDa), apenas porções dos genes 

que as codificam foram clonados para expressão de respectivas porções 

recombinantes. Na figura 5, podem ser visualizadas bandas adicionais com PM menor 

do que o esperado para a proteína em questão. A maior parte destas bandas foi 

reconhecida pelo anticorpo anti-6×His (Figura 6), sugerindo que não sejam 

contaminações por proteínas de E. coli e sim degradação da proteína recombinante 

ou produção de proteína truncada durante a expressão. O inibidor de serina proteases 

PMSF foi adicionado às amostras logo após a lise celular e novamente após 

purificação, previamente ao armazenamento a 4°C, a fim de reduzir a degradação das 

proteínas recombinantes expressas. As bandas adicionais já eram observadas nos 

testes de expressão e solubilidade quando avaliados por WB com anti-6×His (dados 

não mostrados) logo após a expressão. Estas observações sustentam a ideia de 

expressão das proteínas recombinantes truncadas por E. coli. Estas proteínas foram 

utilizadas para a produção de pAbs pela inoculação das proteínas em ratos. O 

protocolo foi o mesmo utilizado para obtenção de pAbs contra proteínas barril-β 

transmembrana de Treponema spp. e Borrelia spp., extensivamente validado para 

estas espiroquetas (Cox et al., 1995, Cox et al., 1996). Como esperado, os diferentes 

pAbs apresentaram grande sensibilidade no WB ao reconhecer mesmo 1,5 ng de 

proteína recombinante. Todavia, o reconhecimento da proteína nativa pelos diferentes 

pAbs não foi tão consistente quanto o reconhecimento da proteína recombinante 

correspondente (Figura 9). O WB realizado com extrato de L. interrogans com alguns 

pAbs, incluindo anti-LIC11086, anti-LIC12374 e anti-LIC20019, tiveram resultados 

inconclusivos. Nestas análises, as bandas observadas foram muito sutis, 

impossibilitando a visualização e/ou documentação dos resultados. Ao analisar o 

extrato de L. interrogans adaptada ao hospedeiro (cultivada em DMC) por WB 

utilizando os diferentes pAbs, novamente alguns soros foram incapazes de detectar a 

proteína nativa. Estes resultados podem ser reflexo de uma baixa expressão destas 

proteínas na célula de L. interrogans ou ainda, a incapacidade do pAb em reconhecer 

a proteína nativa. De fato, algumas destas proteínas bβ-OMPs são expressas em 

baixíssima quantidade na célula de L. interrogans cultivada in vitro (<10 cópias/célula) 

(Malmstrom et al., 2009). Estas proteínas foram preparadas em PBS para as 

inoculações e por serem extremamente hidrofóbicas – são transmembrana - 
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apresentaram precipitação e consequentemente não estavam corretamente 

dobradas. Isto pode ter gerado uma grande quantidade de anticorpos que reconhecem 

apenas a conformação linear e/ou desnaturada da proteína recombinante e no geral 

reconhecem a proteína nativa de forma menos eficiente. Existem alternativas para 

solubilização de bβ-OMPs que favorecem o dobramento correto, tais como a 

incorporação em micelas ou lipossomas e uso de detergentes anfipáticos e agentes 

desnaturantes. Enquanto lipossomas podem contribuir para a imunogenicidade dos 

antígenos, alguns detergentes e agentes que facilitam a solubilização destas 

proteínas podem ser tóxicos, impossibilitando a sua inoculação em animais. Estas 

alternativas para o correto dobramento das bβ-OMPs ainda precisam ser avaliadas.  

Neste trabalho foi adaptado o protocolo descrito por Caimano et al. (2014) e 

Grassmann et al. (2015) para obtenção de L. interrogans adaptada ao hospedeiro 

através do cultivo em DMCs implantadas no peritônio de ratos. Nestas condições, as 

leptospiras regulam a expressão de centenas de genes, contribuindo para a 

adaptação da célula aos sinais percebidos durante a infecção. Análise comparativa a 

nível de transcrição (por sequenciamento de RNA total – RNASeq) de leptospiras 

cultivadas em DMC em comparação com cultivo in vitro (Caimano et al., 2014) 

demonstraram que 166 genes são diferencialmente expressos (DE) nestas condições. 

Porém, dados ainda não publicados indicam que não existe uma correlação entre os 

genes e as proteínas que são DE nas mesmas condições (comunicação pessoal, 

realizada por Expressão Diferencial em Eletroforese em Gel Bidimensional – 2D-

DIGE). Por outro lado, os dados de 2D-DIGE sugerem que L. interrogans regula uma 

série de modificações proteicas pós-traducionais (MPT) em DMCs. Recentemente, foi 

demonstrado que MPTs (trimetilação de lisinas) na lipoproteína LipL32 nativa são 

responsáveis pelo reconhecimento deficiente da proteína recombinante por anticorpos 

gerados contra a proteína nativa, indicando uma possível estratégia de evasão imune 

baseada em MPTs. Essa poderia ser uma possível causa da dificuldade de 

reconhecimento de algumas proteínas nativas que eventualmente sofrem MPTs, por 

anticorpos produzidos contra proteínas recombinantes que não possuem estas 

modificações. O modelo DMC de cultivo de Leptospira spp. no hospedeiro foi 

reproduzido com sucesso na UFPel, podendo contribuir para o entendimento da 

patogenicidade desta bactéria, consequentemente facilitando o desenvolvimento de 

vacinas contra a leptospirose.  
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Em geral, os anticorpos gerados contra as proteínas recombinantes 

analisadas foram capazes de reconhecer a proteína nativa desnaturada na IF com 

leptospiras fixadas por metanol. As exceções foram anti-rLIC20019 e anti-rLIC11086 

que não apresentaram fluorescência detectável nas análises realizadas, 

semelhantemente ao observado no WB com estes soros.  Em seguida, os pAbs foram 

utilizados para avaliar a exposição das proteínas investigadas na superfície de L. 

interrogans pela técnica de IF de superfície, descrita por Pinne (2009). Nesta técnica, 

as leptospiras foram incubadas vivas sobre lâmina de vidro para aderirem e em 

seguida fixadas por paraformaldeído para manter a integridade da membrana ou 

metanol para permeabilizar a célula. Como esperado, somente houve ligação do anti-

FlaB1 ao flagelo quando a célula foi permeabilizada por metanol. Esta abordagem 

sugeriu que LIC10881 está exposta na superfície de L. interrogans (Figura 11). 

Todavia, assim como no trabalho original que descreve esta técnica, o pAb gerado 

contra FcpA reconheceu a bactéria teoricamente intacta. Este foi o motivo que levou 

Pinne e colaboradores (2009) a sugerir que esta proteína é uma proteína de ME, 

nomeando-a OmpL36. Porém, foi demonstrado que ela é na verdade um componente 

da bainha do flagelo periplasmático em um completo e elegante experimento, que a 

renomeou como FcpA. Naturalmente, não é esperado que uma proteína do flagelo 

esteja exposta na superfície de Leptospira, colocando a confiabilidade desta técnica 

em dúvida. Uma possível explicação para qual os pAbs gerados contra as bβ-OMPs 

não reconhecerem a proteína na superfície da bactéria é a pouca exposição da 

molécula fora da célula. Como pode ser observado na figura 2 em Grassmann et al. 

(2017a), apenas uma pequena porção do barril-β fica exposto fora da ME, e possíveis 

regiões imunodominantes da proteína podem estar localizadas na porção não exposta 

da proteína. Uma solução possível é a obtenção de genes sintéticos compostos 

apenas pelas regiões preditas como expostas na superfície, aumentando 

consideravelmente as chances de gerar anticorpos capazes de reconhecer a porção 

exposta da proteína alvo.  

LIC10881 foi predita por bioinformática como um TBDR (Tabela 1). TBDRs 

são bβ-OMPs caracterizados por possuírem 22 folhas-β transmembrana e um domínio 

plug globular que se dobra no interior do barril. A predição da molécula que de fato é 

transportada por um TBDR é difícil de ser realizada de forma confiável por 

bioinformática. Ainda assim, a análise comparativa do modelo estrutural gerado para 



69 

 

LIC10881 (Grassmann et al., 2017a) indicou semelhança estrutural com TbpA, um 

transportador de transferrina em Neisseria spp. A função desta proteína, bem como 

sua participação no processo de patogênese ainda precisam ser demonstrados 

experimentalmente. A análise de conservação de LIC10881 em diferentes Leptospira 

spp. indicou que, em relação aos seus ortólogos, esta proteína era consideravelmente 

menor em relação ao tamanho das proteínas.  Atualmente, experimentos estão em 

andamento a fim de avaliar a capacidade protetora de rLIC10881 contra a leptospirose 

aguda no modelo hamster. 

A correta demonstração in vitro da localização de proteínas de superfície é 

essencial para confirmação dos dados obtidos in silico por análises de VR e VE. Dessa 

forma é possível selecionar racionalmente alvos que serão testados em seguida, 

reduzindo o número de animais utilizados e aumentando as chances de encontrar um 

antígeno protetor (Rappuoli, 2000). As técnicas para determinação da localização 

subcelular de proteínas de Leptospira spp. atualmente em uso apresentam uma série 

de limitações, conforme apresentado no Item 2.10 da Revisão Bibliográfica. Estas 

técnicas são amplamente utilizadas em outros microrganismos, porém, a relativa 

fragilidade da estrutura celular de Leptospira spp., particularmente a ME, produz 

resultados contraditórios e inesperados (como suposta localização na superfície de 

antígenos sabidamente citoplasmáticos). Mesmo a técnica de IF de superfície 

apresenta limitações, como a localização da FcpA/OmpL36 já discutida. Além disso, 

esta técnica inicialmente indicou LipL32 como proteína de superfície (Pinne and 

Haake, 2009) e em seguida, os mesmos autores revisaram seus achados e sugeriram 

que LipL32 não estaria localizada na superfície da bactéria (Pinne and Haake, 2013). 

Dentre as alternativas para demonstração in vitro da localização de proteínas em 

Leptospira, o encapsulamento da bactéria em esferas de ABPF se destaca pela 

simplicidade, facilidade de obtenção e pouca manipulação das células, sem 

necessidade de centrifugação, por exemplo. Esta técnica foi inicialmente descrita para 

T. pallidum e em seguida adaptada para B. burgdorferi, espiroquetas ainda mais 

frágeis que Leptospira spp. Com o uso desta técnica, uma série de proteínas bβ-OMPs 

foram caracterizadas quanto a localização na superfície destas espiroquetas. Este 

trabalho descreve pela primeira vez a adaptação desta técnica para Leptospira. 

Durante o estabelecimento da técnica de aprisionamento de leptospiras em 

esferas de ABPF, foi utilizado o anticorpo anti-extrato bruto de leptospiras, a fim de 
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confirmar a funcionalidade da técnica. Em seguida, foi realizada a tentativa de 

permeabilização da ME utilizando 0,01% de Triton X-100, conforme realizado para as 

outras espiroquetas, combinado com o uso de pAbs anti-flagelinas. De forma 

inesperada, esta abordagem não resultou em sinal positivo na IF. A partir deste ponto, 

uma série de tentativas com diferentes tratamentos foi realizado, até encontrar 

marcação para anti-FcpA no tratamento com 50 mM de EDTA por 30 minutos. Este 

protocolo foi repetido, juntamente com a manutenção de leptospiras intactas 

(tratamento com PBS por 30 minutos), desta vez utilizando anticorpos contra as 

lipoproteínas LigB, LipL32, LcpA e LenA. Foram utilizados apenas anticorpos 

direcionados contra lipoproteínas previamente demonstradas como localizadas na 

superfície da bactéria visando possibilidade de detecção de ligação à molécula inteira 

da lipoproteína, uma vez que como mencionado, bβ-OMPs contém a maior parte da 

proteína no interior da ME. Enquanto não foi possível detectar fluorescência com a 

marcação de anti-LenA, o pAb anti-LcpA e os mAbs anti-LipL32 e anti-LigB ligaram a 

proteína nativa tanto na bactéria permeabilizada (50 mM de EDTA) quanto intacta 

(PBS). Estes dados confirmam relatos anteriores que apontam LipL32, LigB e LcpA 

de fato expostas na superfície de L. interrogans.  

Apesar de detectada a ligação de anti-FcpA na célula lisada de L. interrogans 

aprisionada nas esferas de ABPF, isso só foi observado numa concentração de EDTA 

e em nenhuma outra abordagem de permeabilização celular. Essas observações 

encorajam a avaliação de outros marcadores internos na célula em busca de maior 

repetibilidade, tais como proteínas citoplasmáticas ou proteínas de MI – como 

transportadores ABC ou as proteínas do motor e âncora do flagelo. Outra 

possibilidade é a utilização de iodeto de propídeo para diferenciar células inteiras de 

células permeabilizadas, já que esta molécula tem pouca capacidade de atravessar 

membranas intactas. Nesta mesma linha, outra possibilidade para determinação da 

localização de proteínas de superfície celular em Leptospira spp. pode ser a utilização 

de técnicas como a LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability kit, em citometria de 

fluxo para diferenciar células integras das permeabilizadas. Recentemente, um 

trabalho descreveu uma técnica para enumeração de leptospiras vivas por citometria 

de fluxo, a partir da marcação diferencial de DNA por fluoróforos capazes de 

atravessar ou não a membrana intacta (Fontana et al., 2017). Essa abordagem em 

conjunto com a marcação da proteína nativa com os pAbs gerados (mais a marcação 
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destes com anticorpo fluorescente), pode possibilitar a distinção entre células inteiras 

e permeabilizadas e se há marcação por pAb em células inteiras. A segunda situação 

seria um indício de que a proteína alvo está exposta na superfície da bactéria. 

Atualmente, esta técnica está em fase inicial de desenvolvimento. 

Por fim, a técnica de encapsulamento das leptospiras em esferas de agarose 

é promissora e pode fornecer informações importantes sobre a localização de 

proteínas de ME, fator essencial na busca por antígenos vacinais contra a 

leptospirose. Neste trabalho foi gerado dados complementares que ajudam a 

confirmar que as lipoproteínas LigB, LipL32 e LcpA estão localizadas na superfície de 

L. interrogans. Além disso, há indícios de que LIC10881 possa estar igualmente 

exposta, tornando-a um alvo atrativo para avaliação de novas vacinas recombinantes 

contendo a LIC10881 inteira ou seus epítopos imunogênicos isolados. Apesar dos 

avanços obtidos, ainda são necessários mais experimentos avaliando a fundo estas 

técnicas, incluindo novas abordagens e eventualmente considerando diferentes 

abordagens em conjunto. 
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7 CONCLUSÃO GERAL 

 

• A triagem in silico para a busca de novos alvos vacinais por VR e VE foi 

eficiente e reduziu o número proteínas a serem avaliadas in vitro; 

• O soro produzido contra proteínas recombinantes selecionadas foi capaz 

de reconhecer a sua respectiva proteína recombinante e nativa; 

• As flagelinas funcionaram como controles de subsuperfície nas IFs; 

• A técnica de imunofluorescência de superfície não foi capaz de 

diferenciar, de forma precisa, os controles de superfície e subsuperfície; 

• A técnica de encapsulamento de Leptospira sp. em agarose de baixo 

ponto de fusão se demonstrou promissora para a localização de 

proteínas de ME, mas ainda precisa ser aprimorada; 

• Há indícios de que LIC10881, LipL32, LigB e LcpA são proteínas 

expostas na superfície de L. interrogans. 
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