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RESUMO 
 

Lima, S.S. Identificação de adesinas de Leptospira interrogans por shotgun phage display. 

2012. 125p. Tese - Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas (Bioquímica). Instituto 

de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

 

Em Leptospira interrogans algumas proteínas com capacidade de ligação aos 

componentes de matriz extracelular foram identificadas e, em sua maioria, são fatores de 

virulência. Phage display é considerada uma técnica poderosa na identificação de novos ligantes, 

inclusive de moléculas adesinas, importantes no primeiro estágio de infecção do hospedeiro. A 

técnica de shotgun phage display foi utilizada visando à obtenção de ligantes à células de 

mamíferos. Quatro bibliotecas, por inserção de fragmentos aleatórios obtidos por sonicação do 

DNA de L. interrogans nos fagomídeos pG8SAET (BBT1 e BBT2) e pG3DSS (BBT5 e BBT6), 

foram construídas. As bibliotecas BBT1 e BBT5 contém insertos maiores e as BBT2 e BBT6 

contém insertos menores, com tamanhos médios de 1500 pb e 350 pb, respectivamente. Após 

ensaio de panning da BBT5 contra células de mamíferos e soro fetal bovino, as sequências de 

clones selecionados foram analisadas quanto a orientação correta e se a fusão estava em fase com 

a proteína pIII. As proteínas codificadas pelos genes LIC11719, LIC10769, LIC13143 e 

LIC12976 foram selecionadas com estas características. Os genes que codificam a LIC12976, 

LIC10768, LIC10769 e LIC13418, tiveram sua conservação avaliada em diferentes sorovares da 

espécie patogênica L. interrogans e no sorovar Patoc da espécie de vida livre L. biflexa. As 

proteínas LIC12976 (selecionada pela técnica de phage display) e LIC13418 (selecionada por 

ferramentas de bioinformática) 



tiveram suas sequências amplificadas por PCR, clonadas em pGEM T easy, subclonadas em vetor 

de expressão pAE e expressas na fração celular correspondente ao corpúsculo de inclusão em E. 

coli BL21 (DE3) Star pLysS e E. coli BL21 SI, respectivamente. Após renaturação e purificação 

destas proteínas por cromatografia de afinidade a metal bivalente, um grupo de cinco animais 

BALB/C fêmeas foi imunizado. Ambas as proteínas se mostraram imunogênicas com títulos dos 

soros policlonais 1:256000 e 1:512000, respectivamente. Em ensaio de Western Blot os soros 

foram específicos no reconhecimento das proteínas recombinantes e as proteínas nativas foram 

verificadas em extratos de sorovares patogênicos de L. interrogans. Em ensaios de adesão, as 

proteínas recombinantes aderiram às células A31, LLC-PK1 e Vero e especificamente à laminina. 

Em ensaios de interferência em células usando laminina houve um aumento da adesão das 

proteínas recombinantes, o que pode ser explicado pela ligação da laminina às células e uma 

maior ligação das LICs estudadas. Em ensaio de localização celular usando imunofluorescência e 

microscopia eletrônica, foi observado que ambas as proteínas se encontram na superfície da L. 

interrogans. No experimento de desafio animal, a LIC12976 e a LIC13418 não se mostraram 

protetoras. Este trabalho contribuiu para a identificação das novas adesinas LIC13418 e 

LIC12976 que podem participar da virulência de leptospiras patogênicas envolvendo a primeira 

etapa da infecção na interação patógeno-hospedeiro. 

 

Palavras-chave: Leptospira interrogans, adesina, shotgun phage display, vacina 

 



ABSTRACT 
 

Lima, S.S. Identification of Leptospira interrogans adhesins by shotgun phage display. 2012.  

125p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Química, Universidade de 

São Paulo, São Paulo. 

 

In Leptospira interrogans, proteins capable to bind to extracellular matrix components have been 

identified and most of them are important virulence factors. Phage display is a powerful 

technique to identify new ligands, including adhesin molecules that are important in the first 

stage of host infection. A shotgun phage display technique was used in order to obtain cell 

ligands. Four libraries were constructed by inserting random fragments obtained by sonication of 

L. interrogans DNA into phagemids pG8SAET (BBT1 and BBT2) and pG3DSS (BBT5 and 

BBT6). The libraries BBT1 and BBT5 contain larger inserts and BBT2 and BBT6 contain 

smaller inserts, with 1500 bp and 350 bp average sizes, respectively. After panning of BBT5 

against mammalian cells and bovine fetal serum, the sequences of selected clones were analyzed 

for correct orientation and fusion with pIII protein. The proteins encoded by genes LIC11719, 

LIC10769, LIC13143 and LIC12976 were selected. The genes LIC12976, LIC10768, LIC10769 

and LIC13418 were evaluated for their conservation in different pathogenic serovars of L. 

interrogans and free-living L. biflexa serovar Patoc. Proteins LIC12976 (selected by phage 

display technique) and also LIC13418 that was selected by bioinformatic tools, were amplified 

by PCR, cloned into pGEM T easy, subcloned into expression vector pAE and expressed in 

cellular fraction corresponding to the inclusion 



body in E. coli BL21 (DE3) Star pLysS and E. coli BL21 SI, respectively. After protein 

renaturation protocol and purification by affinity chromatography, a group of five BALB/c mice 

was immunized with the purified proteins. Both proteins were shown to be immunogenic with 

1:256000 and 1:512000 polyclonal sera titers, respectively. In Western blot the sera were specific 

to recognize recombinant proteins and native proteins were detected in pathogenic L. interrogans 

serovars extracts. In binding assays, recombinant proteins bind to A31, LLC-PK1 and Vero cells 

and specifically to laminin. In interference cell assay using laminin there was an increase of 

recombinant protein bindings, which can be explained by the laminin binding to cells and further 

binding of the recombinant LICs. In cellular localization assay using immunofluorescence and 

electron microscopy, it was observed that both are surface proteins of L. interrogans. In the 

animal challenge, the LIC12976 and LIC13418 were not protective. As a whole, this work 

contributed to the identification of LIC12976 and LIC13418 as new adhesins and they can 

participate in the virulence of pathogenic Leptospira in the first stage of host pathogen 

interaction. 

 

Keywords: Leptospira interrogans, adhesin, shotgun phage display, vaccine
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Leptospira e leptospirose 

O gênero Leptospira pertence à ordem Spirochaetales e família Leptospiraceae e é 

composto por bactérias espiroquetas com extremidades curvadas, organismos flexíveis e 

helicoidais com 6 a 20 µm de comprimento e 0,1 µm de diâmetro (Figura 1), visualizadas por 

microscopia de campo escuro. São altamente móveis devido à presença de dois flagelos 

subterminais localizados no espaço periplasmático. Crescem em pH de 7,2 a 7,6 e temperaturas 

entre 28 e 30 ºC, sob aerobiose. Em condições ótimas de cultivo, essa bactéria possui tempo de 

geração de 6 a 8 horas com tempo de cultura, em geral, entre 3 a 10 dias (Bharti et al., 2003; 

Faine et al., 1999; Levett, 2001).  

 

 

Figura 1. Micrografia eletrônica de L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae linhagem RGA em 

membrana de filtro de 0,22 µm. Reproduzido de Levett (2001). 

 

As Leptospiras são quimiorganotróficas usando ácidos graxos de cadeia longa como única 

fonte de carbono. Podem ser cultivadas em meio líquido, semi-sólido ou sólido sendo o meio 

EMJH que contem tween 80 como fonte de carbono e BSA como agente detoxificante, o mais 

utilizado para crescimento in vitro (Faine et al., 1999). 
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As Leptospiras possuem características de bactérias gram-negativas, pois possuem 

estrutura de dupla membrana, e de gram-positiva, pois a parede celular de peptideoglicano está 

associada à membrana citoplasmática; além disso, são susceptíveis a antibióticos que são usados 

para combater infecções ocasionadas por bactérias gram-positivas e gram-negativas (Vijayachari 

et al., 2008). O LPS é o principal antígeno constituinte da membrana externa e é pouco tóxico a 

células ou animais sendo 12 vezes menos letal para camundongos que o LPS de E. coli (Adler 

and de la Pena Moctezuma, 2010; Faine et al., 1999). É capaz de ativar células através do 

receptor Toll- like 2 devido a estrutura única do lipídeo A que possui o grupo 1-metilfosfato não 

encontrado em outras bactérias (McBride et al., 2005). 

 Até 1989, o gênero Leptospira foi dividido em duas espécies: Leptospira interrogans, 

patogênica, com mais de 200 sorovares, e Leptospira biflexa, saprófitica e de vida livre, que 

inclui mais de 60 sorovares (Bharti et al., 2003; Levett, 2001). O sorovar é usado para classificar 

bactérias e é definido com base nas diferenças estruturais do LPS. Essa classificação usa a técnica 

de microaglutinação que permite estabelecer relação antigênica entre os sorovares e agrupá-los 

em sorogrupos (Cerqueira and Picardeau, 2009). 

Mais recentemente, as linhagens deste gênero foram divididas em 20 espécies, definidas 

de acordo com os experimentos de hibridização em três subgrupos: o subgrupo das espécies 

saprofíticas (L. biflexa, L. wolbachii, L. kmetyi, L. meyeri, L. vanthielii, L. terpstrae e L. 

yanagawae), subgrupo das espécies patogênicas (L. interrogans, L. kirschneri. L. 

borgpeternsenii, L. noguchii, L. weilii, L. santarosai, L. alexanderi, L. alstonii) e o subgrupo 

intermediário (L. wolffii, L. licerasiae, L. inadai, L. fainei, L. broomii), cuja patogenicidade é 

indefinida (Cerqueira and Picardeau, 2009; Ko et al., 2009). 

 Leptospira é o agente etiológico da leptospirose, uma zoonose reconhecida como uma 

doença infecciosa emergente e extremamente difundida pelo mundo (Bharti et al., 2003; Levett, 
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2001; Palaniappan et al., 2007), com alta incidência em países tropicais como os da América 

Latina e da Ásia, devido à longa sobrevivência de Leptospiras em ambientes quentes com alta 

umidade. Em áreas temperadas como no Japão e nos países que compõem a União Europeia, a 

incidência é menor (Michel et al., 2002). Essa bactéria é capaz de sobreviver em solo alcalino, 

lama, pântanos, córregos, rios, órgãos e tecidos de animais vivos ou mortos (Faine et al., 1999). 

 A transmissão da doença, direta ou indiretamente, de animais para humanos (Figura 2), se 

dá por meio de abrasões e cortes na pele ou via conjuntiva, e pode ocorrer, também, em pele 

intacta depois de prolongada exposição à água contaminada com urina do animal infectado, pela 

inalação de água ou aerossóis por contaminação das vias de mucosas do trato respiratório. Nesta 

moléstia, a transmissão de humano para humano é rara (Levett, 2001). 

Leptospiras patogênicas são mantidas na natureza pela colonização persistente do túbulo 

renal proximal de mamíferos reservatórios. Um animal infectado pode não apresentar sintomas e 

expelir bactérias pela urina por toda a vida (Faine et al., 1999; Vijayachari et al., 2008).  

 

Figura 2. Transmissão da leptospirose. Adaptado de Adler & de la Pena Moctezuma (2010). 
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A leptospirose pode ser considerada uma doença ocupacional por estar associada a 

trabalhadores de minerações, matadouros e fazendas, entre outros. A extensão com que a doença 

é transmitida depende de muitos fatores, tais como o clima, a densidade populacional e o grau de 

contato entre reservatórios e hospedeiros acidentais (Bharti et al., 2003; Levett, 2001). 

 O entendimento do mecanismo de patogenicidade é limitado (Cinco, 2010) e as bases 

moleculares para virulência permanecem desconhecidas (Mohammed et al., 2011). Sabe-se que a 

motilidade é um mecanismo de virulência que permite a locomoção em meio viscoso e facilita a 

instalação da infecção. Primeiramente, as bactérias aparecem no sangue e daí disseminam-se para 

os órgãos alvos como o pulmão, fígado, rim, olho e cérebro (Levett, 2001; WHO, 2003). A 

severidade da leptospirose em humanos pode variar de acordo com o sorovar infectante, a 

quantidade de inóculo, a susceptibilidade do hospedeiro (idade e estado imunológico) e as 

características de virulência do patógeno (Adler and de la Pena Moctezuma, 2010; McBride et al., 

2005). 

 Em animais e humanos, a leptospirose varia de manifestações sub-clínicas, quando a 

infecção é assintomática, a clínicas com o aparecimento de uma série de sintomas incluindo 

nefrite, mastite, miocardite, meningite, crise de hemólise, falha renal, hemorragia pulmonar com 

falha respiratória e por fim a infecção de múltiplos órgãos levando a mortalidade (Levett, 2001).  

 A leptospirose é de difícil diagnóstico, pois os sintomas mais comuns são febre, dor de 

cabeça, mialgia, anorexia, náusea, vomito, prostração que podem ser confundidos com sintomas 

de outras doenças como gripe, hepatite, dengue, hantavirose, malária, pneumonia, febre tifoide, 

além de doenças entéricas. Por esse motivo, o número total de casos humanos é subestimado é 

não é conhecido precisamente. Segundo a World Health Organization (WHO, 2011), são 

estimados 500.000 ou mais casos por ano no mundo (Hartskeerl et al., 2011). 
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Apresentação clínica da leptospirose é bifásica (Figura 3): leptospirêmica com duração de 

cerca de uma semana, caracteriza-se por presença de febre, calafrios, dor de cabeça, mialgia 

severa, hemorragia conjuntival, anorexia, náusea, vômitos e prostração. A resolução destes 

sintomas coincide com a fase imune que é caracterizada pela produção de anticorpos e excreção 

de Leptospiras na urina, presença de bactérias nos tecidos levando a complicações a partir da 

segunda semana com presença de febre, dor de cabeça, dor retro-orbital com fotofobia e 

meningite. A doença de Weil representa uma das mais severas formas da doença, desenvolvida 

após a fase septicêmica, sendo caracterizada por icterícia, falha renal e hemorragia, levando a 

fatalidade de 5 a 15 % dos casos. Além disso, pacientes podem apresentar um quadro pulmonar 

grave caracterizando a Síndrome Pulmonar Hemorrágica da Leptospirose que leva a óbito 50 % 

dos casos (Bharti et al., 2003; Levett, 2001; McBride et al., 2005).  

 

Figura 3. Diagrama esquemático da infecção por leptospirose. Adaptado de Ko et al. (2009). 

 

Para o diagnóstico de uma suspeita clínica de leptospirose, o teste sorodiagnóstico usado 

internacionalmente é o MAT (Microscopic Agglutination Test) que é restrito a poucos 

laboratórios de referência. Neste teste o soro do paciente é incubado com suspensão de diferentes 
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sorovares de leptospira, a mistura é examinada microscopicamente para verificação da 

aglutinação e os títulos são determinados. É considerado um teste complexo e de difícil 

interpretação (Levett, 2001). Alguns testes baseados em ELISA e PCR estão disponíveis 

(Hartskeerl et al., 2011). 

 A doença é considerada um problema de saúde pública com um impacto médico e 

econômico, pois ao infectar humanos há necessidade de cuidados médicos e até mesmo 

internações. No Brasil, entre 2004 e 2008, foram confirmados 17533 humanos infectados com 

uma taxa de letalidade, em média, de 10,7 %. Afeta muitos animais domésticos e rebanhos, o que 

gera perdas econômicas, pois compromete o desempenho reprodutivo, com queda na fertilidade, 

abortos e redução na produtividade animal (Bharti et al., 2003; Faine et al., 1999; Hartskeerl, 

2005; Martins et al., 2012; Mineiro et al., 2007). O tratamento da leptospirose difere dependendo 

da severidade e duração dos sintomas, em geral é realizado com antibiótico-terapia usando 

penicilina ou doxiciclina (Levett, 2001). 

No Brasil, há alta incidência nas populações que vivem em aglomerações com condições 

inadequadas de saneamento e presença de roedores. Além disso, surtos podem estar associados às 

estações chuvosas com inundações que propiciam a disseminação e a persistência desta bactéria 

no ambiente (McBride et al., 2005). 

Efetivamente, não existe vacina humana contra leptospirose (Palaniappan et al., 2007). 

Algumas vacinas derivadas de proteínas recombinantes, lipopolissacarídeos, microrganismos 

inativados ou atenuados e vacinas de DNA contra leptospirose foram desenvolvidas (Wang et al., 

2007), mas nenhuma delas promove proteção efetiva contra a doença em humanos. Elas 

promovem somente certo grau de proteção, que é particularmente importante onde ocorrem as 

formas mais sérias da doença. Entretanto, a proteção tem uma duração relativamente curta 

(WHO, 2003) e a revacinação anual é recomendada para a manutenção da imunidade (Adler and 
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de la Pena Moctezuma, 2010). Já para uso veterinário, muitas vacinas (preparações de 

Leptospiras atenuadas ou inativadas) são comercialmente disponíveis em vários países, mas 

também, conferem imunidade incompleta devido à geração de imunidade específica para um 

determinado sorovar, como ocorre com as vacinas para humanos, além de também serem 

efêmeras (Srivastava, 2006). Vacinas humanas foram testadas em países como Cuba, China, 

França e Rússia (Hartskeerl et al., 2011; Ikoev et al., 1999; Martínez et al., 2004; Yan et al., 

2003). No Brasil não existe vacina para uso humano (Saúde, 2012). 

 Na expectativa de que a genômica comparativa pudesse fornecer conhecimentos 

sobre especiação, diferenças no genótipo, fisiologia e mecanismos de patogenicidade e assim 

ajudar a estabelecer estratégias de controle da doença e auxiliar na identificação de possíveis 

candidatos no desenvolvimento de vacinas (Nascimento et al., 2004; Palaniappan et al., 2007), 

genomas de linhagens patogênicas e não patogênicas do gênero Leptospira foram sequenciados, a 

saber: L. interrogans linhagem Lai sorogrupo Icterohaemorrhagiae na China (Ren et al., 2003), L. 

interrogans linhagem Fiocruz L1-130 sorovar Copenhageni no Brasil (Nascimento et al., 2004); 

as linhagens JB197 e L550 sorovar Hardjo de Leptospira borgpetersenii na Austrália (Matsunaga 

et al., 2007), Leptospira biflexa linhagens Paris e Ames do sorovar Patoc na França (Picardeau et 

al., 2008). 

  Essas três espécies de Leptospira representam três diferentes estilos de vida. L. 

biflexa é saprofítica de vida livre; L. interrogans e L. borgpetersenii causam doença em animais e 

humanos, entretanto L. interrogans é capaz de sobreviver no ambiente aumentando o risco de 

transmissão da doença enquanto L. borgpetersenii não sobrevive sem a presença de um 

hospedeiro (Xue et al., 2009). 

Esses genomas possuem um conteúdo GC entre 35 e 41 % com dois cromossomos 

circulares de aproximadamente 4 Mb e 300 kb, e um replicon adicional de 74 kb que é 
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encontrado em L. biflexa. As três espécies compartilham 2.052 genes enquanto as espécies 

patogênicas possuem 656 genes específicos, não encontrados na espécie de vida livre e 59 % 

desses genes são desconhecidos sugerindo a existência de um mecanismo de patogenicidade 

único. Além disso, L. borgpetersenii possui o menor genoma indicando um processo de redução e 

especiação (Ko et al., 2009; Xue et al., 2009). 

A disponibilidade destes múltiplos genomas sequenciados permite o uso de técnicas como 

phage display para identificação de novos antígenos vacinais que sejam conservados o suficiente 

para promover a proteção contra múltiplos sorovares de Leptospira. Além disso, recentemente 

tem-se desenvolvido ferramentas genéticas para a manipulação de Leptospira como o 

desenvolvimento do sistema de mutagênese que irá permitir uma investigação detalhada dos 

mecanismos patogênicos (Mohammed et al., 2011). 

  

1.2. Phage Display 

A técnica de phage display usando bacteriófagos filamentosos como vetor de expressão 

foi descrita pela primeira vez por Smith em 1985 (Smith, 1985). É considerada uma ferramenta 

extremamente poderosa na obtenção e identificação de ligantes usando bibliotecas de fagos 

contendo peptídeos ou proteínas que são usados na seleção (Benhar, 2001; Pande et al., 2010; 

Willats, 2002). O peptídeo/proteína é expresso na superfície da partícula viral em fusão com uma 

das proteínas do capsidio do fago (Jestin, 2008). 

 Essa tecnologia usa bacteriófagos filamentosos, f1, fd e M13 pertencentes ao gênero 

Inovirus, que são capazes de infectar bactérias gram-negativas por adsorção ao pilus sexual. Estes 

fagos possuem genoma de DNA fita simples (ssDNA) com cerca de 6,4 kb que é empacotado por 

cinco proteínas estruturais, pVI, pVII, pIX, pIII e pVIII, formando a partícula viral com 

aproximadamente 6,5 nm de diâmetro e 930 nm de tamanho. Geralmente, a incorporação de 
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fragmentos de DNA exógenos é realizada nos genes que codificam para as proteínas capsidiais 

pIII e pVIII, presentes em cinco e 2700 cópias, respectivamente (Arap, 2005; Barbas, 2001). 

 O ciclo de infecção (Figura 4) inicia-se pela adsorção da proteína pIII ao pilus sexual com 

posterior internalização do ssDNA, que no interior do hospedeiro é convertido em DNA dupla 

fita, o molde para a expressão das proteínas fágicas e para replicação do genoma por círculo 

rolante. A montagem da partícula viral ocorre na membrana citoplasmática e os fagos nascentes 

são secretados para o sobrenadante da cultura sem lisar a célula hospedeira. Durante o processo 

as células infectadas se mantém capazes de crescer e dividir (Arap, 2005; Barbas, 2001; Kehoe 

and Kay, 2005). 

 

Figura 4. Ciclo de vida do fago M13. Adaptação de Kehoe & Kay (2005). 
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 Neste sistema de apresentação, as sequências nucleotídicas como fragmentos de DNA, 

cDNAs e oligonucleotídeos sintéticos podem ser clonadas no genoma do bacteriófago (Beghetto 

and Gargano, 2011). As bibliotecas apresentadas em fagos também podem ser construídas em 

fagomídeos, que combinam elementos do genoma dos fagos com plasmídeos, pois contém 

origem de replicação de fagos como o M13, em geral o gene III ou VIII, origem de replicação de 

plasmídeo de E. coli, múltiplos sítios de clonagem e gene que confere resistência a antibiótico. 

Entretanto, faltam outros genes que codificam proteínas estruturais e não estruturais necessárias à 

montagem do fago completo. Neste sistema, os fagomídeos podem se multiplicar como 

plasmídeos em E. coli ou serem empacotados quando um fago auxiliar como o M13K07 ou o 

VCSM13, que contém origem de replicação defectiva, infecta esta bactéria e fornece todos as 

proteínas necessárias a montagem da partícula viral (Azzazy and Highsmith, 2002; Mullen et al., 

2006; Qi et al., 2012). Em geral, são mais utilizados devido as suas características como o 

genoma ser menor e poder acomodar fragmentos de DNA exógeno maiores, a eficiência de 

transformação é maior o que permite a obtenção de uma biblioteca com maior diversidade, 

presença de mais sítios de restrição que facilita a manipulação gênica, a expressão das proteínas 

de fusão pode ser modulada, além de serem geneticamente mais estáveis (Qi et al., 2012). 

 A expressão da proteína de fusão no capsídio do fago permite a seleção de ligantes 

específicos contra qualquer alvo de escolha, por um procedimento denominado biopanning 

(Figura 5), que envolve ciclos consecutivos de imobilização do alvo, incubação com a biblioteca 

de fagos, lavagem para remoção dos fagos não ligados, eluição das partículas ligadas e 

amplificação dos ligantes por infecção em E. coli, o que permite o enriquecimento do ligante 

(Konthur and Crameri, 2003; Pande et al., 2010; Smith and Petrenko, 1997).  
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Figura 5. Phage display biopanning. (A) a biblioteca de fagos é incubada com o alvo imobilizado, (B) 

fagos não ligados são lavados, (C) fagos ligados são eluídos, (D) fagos eluídos são plaqueados, (E) 

amplificação em meio de cultura líquido, (F) determinação da sequência dos fagos selecionados. 

Reproduzido de Bratkovic (2010). 

 

 Outra metodologia para screening denominada BRASIL (Biopanning and Rapid Analysis 

of Selective Interactive Ligands) foi desenvolvida por Giordano e colaboradores (Giordano et al., 

2001) na tentativa de minimizar o número de fagos inespecíficos recuperados durante o 

procedimento de panning em células de mamíferos. A metodologia propõe a centrifugação 

diferencial, na qual uma suspensão celular incubada com a biblioteca de fagos é adicionada ao 

topo de um solvente orgânico não miscível. Assim, ao centrifugar, o sedimento celular que 

penetra através da fase orgânica é separado dos fagos não ligados que permanecem na fase 

aquosa superior. Essa técnica não requer passos posteriores de lavagens, pois o tubo de centrífuga 

é congelado em nitrogênio líquido e deste modo evita a contaminação do sedimento de células 

com fagos da fase aquosa; o tubo é cortado com auxílio de tesoura e os fagos ligados às células 

são eluídos por infecção com E. coli. 
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 Essa técnica permite a verificação da relação direta existente entre fenótipo e genótipo 

com rápida identificação das sequências de ligantes, tais como, anticorpos, enzimas, inibidores, 

toxinas, receptores, adesinas, capazes de ligarem-se a vários alvos biológicos, entre o quais 

proteínas, células, órgãos e organismos vivos (Antonara et al., 2007; Smith and Petrenko, 1997). 

 As aplicações são inúmeras, incluindo a determinação de ligantes que participam da 

interação patógeno-hospedeiro, a identificação de alvos para inibição de tumores específicos, de 

proteínas que se ligam a ácidos nucleicos, enzimas ou inibidores enzimáticos, ligantes envolvidos 

na transdução de sinal, na confecção de mapas de interação proteína-proteína, de drogas, na 

engenharia de anticorpos como o mapeamento de epítopos, no desenho de drogas e no 

desenvolvimento de vacinas (Jestin, 2008; Mullen et al., 2006; Pande et al., 2010). 

 Visando o desenvolvimento de vacinas, a técnica de phage display pode ser útil na 

identificação de candidatos vacinais (epítopos imunogênicos capazes de induzir uma resposta 

imune protetora) (Benhar, 2001; Mullen et al., 2006). Dentre estes, destacam-se as adesinas 

bacterianas que permitem a colonização da célula hospedeira. A inibição da adesão bacteriana 

tem um potencial uso terapêutico, mas requer o conhecimento das adesinas envolvidas no 

processo de infecção. Neste contexto, as bibliotecas apresentadas em fagos providenciam meios 

para caracterizar a interação entre adesina-receptor e assim identificar esses novos ligantes 

(Mullen et al., 2006). 

 Usando a técnica de shotgun phage display, uma variação da técnica de phage display, em 

que o DNA genômico é fragmentado aleatoriamente e clonado em vetor fagomídeo, e assim, 

polipeptídios de todos os genes presentes no cromossomo bacteriano são representados nos fagos 

da biblioteca (Jacobsson and Frykberg, 2001; Jacobsson et al., 2003), várias adesinas foram 

identificadas em bactérias, tais como Staphylococcus epidermidis (Nilsson et al., 1998; Williams 

et al., 2002a), Streptococcus agalactiae (Beckmann et al., 2002; Jacobsson, 2003), Streptococcus 
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dysgalactiae (Vasi et al., 2000), Streptococcus equi (Lindmark and Guss, 1999), Staphylococcus 

aureus (Bjerketorp et al., 2002; Heilmann et al., 2004), Borrelia burgdorferi (Antonara et al., 

2007), Haemophilus influenzae, Pasteurela multocida, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, 

Actinobacillus pleupneumoniae (Mullen et al., 2007), Bifidobacterium longum (Shkoporov et al., 

2008), Lactobacillus casei (Munoz-Provencio and Monedero, 2011), Staphylococcus hyicus 

(Rosander et al., 2010), Staphylococcus lugdunensis (Nilsson et al., 2004a; Nilsson et al., 2004b), 

Helicobacter pylori (Jonsson et al., 2004), Brucella suis (Posadas et al., 2012) e em L. 

interrogans (Ching et al., 2012). 

 

1.3. Adesinas 

Bactérias patogênicas possuem inúmeros mecanismos que causam a doença em humanos. 

O passo inicial para a interação patógeno-hospedeiro e colonização do tecido é a adesão à 

superfície do hospedeiro. Uma vez aderida a uma superfície celular, os patógenos são capazes de 

iniciar processos bioquímicos específicos que incluem proliferação, secreção de toxina e invasão 

celular que culminam com o aparecimento dos sintomas da doença (Wilson et al., 2002; Wilson, 

2002). As adesinas são moléculas bem diversas, pois podem apresentar natureza protéica ou 

polissacarídica. As adesinas polissacarídicas, geralmente, são componentes da membrana, parede 

ou da cápsula, enquanto aquelas de natureza protéica podem estar presentes nas fímbrias ou em 

outra região da superfície celular que permita o contato íntimo com a célula hospedeira (Wilson 

et al., 2002).  

 As adesinas bacterianas são consideradas os fatores de aderência microbianos por 

reconhecer, especificamente, um receptor na superfície da célula alvo e dirigir o patógeno para 

uma localização específica no hospedeiro (Niemann et al., 2004). As moléculas que servem como 

receptores para os patógenos incluem proteínas presentes na superfície das membranas, 
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imunoglobulinas de superfície, glicolipídeos, glicoproteínas, e proteínas da matriz extracelular 

como a fibronectina, colágeno, laminina, entre outras (Wilson et al., 2002).  

 A presença de adesinas foi verificada em várias bactérias patogênicas, tais como Listeria 

monocytogenes, Yersinia pseudotuberculosis, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli 

Enteropatogênica (EPEC), Bordetella pertussis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, 

Streptococcus dysgalactiae, Neisseria meningitidis e Enterobacter cloacae, Salmonela enterica, 

Borrelia burgdorferi, Corynebacterium diphtheriae (Linke and Goldman, 2011; Niemann et al., 

2004). 

Segundo Palaniappan e colaboradores (Palaniappan et al., 2007), a habilidade de L. 

interrogans causar doença é complexa e multifatorial. Alguns estudos mostraram que esta 

bactéria é capaz de entrar em células fagocíticas e não fagocíticas, além de interagir com culturas 

de fibroblasto, células epiteliais, endoteliais e microglia, indicando que moléculas da superfície 

do patógeno apresentam um papel importante na adesão e invasão do tecido hospedeiro (Cinco, 

2010).  

Leptospiras apresentam um repertório rico em adesinas dotadas de atividades biológicas 

multifuncionais como adesão a componentes da matriz extracelular do hospedeiro, componentes 

do sistema complemento humano e proteínas da cascata de coagulação. Estas adesinas são 

proteínas ou lipoproteínas localizadas na membrana externa (Castiblanco-Valencia et al., 2012; 

Cinco, 2010). 

 Ao comparar o genoma de dois sorovares de L. interrogans, Copenhageni e Lai, 

Nascimento e colaboradores (Nascimento et al., 2004) descreveram genes possivelmente 

envolvidos na patogenicidade e virulência, dentre os quais, os responsáveis pelo processo de 

adesão ao hospedeiro como lipoproteínas, proteínas hemaglutinina-like, proteínas com domínios 

de imunoglobulinas e repetições FG-GAP, polissacarídeos capsulares e exopolissacarídeos. 
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 Até o momento, adesinas foram identificadas em Leptospira e estão descritas na Tabela 1. 

Tabela 1. Adesinas identificadas em L. interrogans 

Adesina Componente ao qual se liga Referência 

Lsa24 (LfhA ou 

LenA) 
Laminina e fator H 

(Barbosa et al., 2006), 

(Verma et al., 2006), 

(Stevenson et al., 2007) 

Loa22  
colágeno tipo I, colágeno tipo IV e  

fibronectina plasmática 
(Barbosa et al., 2006) 

LenB, LenC, LenD, 

LenE e LenF 

(parálogas a LenA) 

fibronectina (Stevenson et al., 2007) 

LigA e LigB. 

MECs imobilizadas e a proteínas plasmáticas 

como colágeno tipo I e IV, laminina, 

fibronectina, fibrinogênio, elastina, 

tropoelastina e a células MDCK, além de 

interagirem com reguladores do sistema 

complemento fator H, FHL-1, FHR-1 e 

C4BP. LigB também interage com heparan 

sulfato 

(Castiblanco-Valencia 

et al., 2012; Choy et al., 

2007; Lin and Chang, 

2007; 2008; Lin et al., 

2009a; Lin et al., 

2009b; Lin et al., 

2009c; Lin et al., 2010), 

(Ching et al., 2012) 

LipL32 colágeno tipo IV e a fibronectina 
(Hauk et al., 2008; 

Hoke et al., 2008) 

Lsa21 laminina, colágeno tipo IV e a fibronectin (Atzingen et al., 2008); 

Lsa63 laminina e colágeno tipo IV (Longhi et al., 2009) 

Lsa27 laminina (Longhi et al., 2009) 

TlyC laminina, colágeno IV e fibronectina (Carvalho et al., 2009) 

Lp95 laminina e fibronectina (Atzingen et al., 2009) 

LipL53 
laminina, colágeno IV, fibronectina 

plasmática e celular 
(Oliveira et al., 2010) 

LcpA 
regulador do sistema complemento humano 

C4BP 
(Barbosa et al., 2010) 

OmpL37 
elastina, fibrinogênio, fibronectina plasmática 

e laminina 
(Pinne et al., 2010) 

Lsa66 laminina e fibronectina plasmática (Oliveira et al., 2011) 

Lsa20 laminina e plasminogênio (Mendes et al., 2011) 

Lsa30 

laminina e fibronectina plasmática, além de 

ser receptor de plasminogênio e se ligar ao 

regulador do sistema complemento C4BP 

(Souza et al., 2012) 
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Neste contexto, adesinas de diferentes bactérias patogênicas são testadas como potenciais 

candidatas para o desenvolvimento de vacinas (Kline et al., 2009). 

Deste modo, este trabalho pretende contribuir para a identificação de novas adesinas de L. 

interrogans por meio experimental utilizando a técnica shotgun phage display, e assim, contribuir 

para o conhecimento da interação patógeno-hospedeiro deste microrganismo. 
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2. OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 

O objetivo geral deste trabalho foi identificar e caracterizar adesinas codificadas por L. 

interrogans utilizando a técnica de shotgun phage display. 

 

 

Objetivos específicos 

 

 Desenvolver a técnica de shotgun phage display por meio da construção da 

biblioteca apresentada em fago; 

 Selecionar e identificar novas adesinas com capacidade de ligação à superfície 

das células de mamíferos; 

 Caracterizar a atividade de adesina e verificar sua atividade antigênica como 

possível candidata vacinal. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Organismos e vetores 

Todos os organismos, fagos, fagomídeos e plasmídeos utilizados estão listados na Tabela 

2. A linhagem Fiocruz L1-130 de L. interrogans sorovar Copenhageni foi obtida da ATCC 

(American Type Culture Collection, código BAA-1198). O cultivo foi realizado em meio EMJH 

(Ellinghausen McCoulough Johnson & Harris) líquido (Difco) complementado com suplemento à 

base de BSA (Difco) sob condições de aerobiose a temperatura de 29 a 30 ºC. 

 Escherichia coli TG1 e E. coli XL1 Blue foram crescidas em meio líquido 2YT, sob 

agitação a 250 rpm, ou em meio sólido LB, mantidas a 37 ºC. Para tentativas de expressão de 

proteínas recombinantes foram utilizadas as linhagens E. coli C43 (DE3), E. coli BL21(DE3), E. 

coli BL21 Star (DE3)-pLysS ou E. coli Origami crescidas em meio LB a 37 ºC ou E. coli BL21 

SI, mantida em meio LBon a 30 ºC. 

 

Tabela 2. Bactérias, células de mamíferos, fagomídeos, fagos e plasmídeos utilizados 

BACTÉRIAS SOROVARES 

L. interrogans Copenhageni, Autumnalis, Canicola, Hardjo, 

Icterohaemorrhagiae, Pomona e Pyrogenes 

L. biflexa Patoc 

 

 ESTIRPES 

E. coli TG1, XL1 Blue, C43 (DE3), BL21(DE3), BL21 

Star (DE3)-pLysS e Origami 

 

 

FAGOMÍDEOS 

 

pG8SAET e pG3DSS 

  

FAGOS AUXILIARES M13K07 e VCSM13 

  

PLASMÍDEOS pGEM
®
 -T easy vector e pAE 

  

CÉLULAS DE MAMÍFEROS A31, LLC-PK1 e Vero 
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3.2. Extração de DNA de L. interrogans 

 O DNA genômico da cultura de L. interrogans foi extraído com a solução de guanidina-

detergente (DNAzol Reagent, Invitrogen), seguindo orientações do fabricante com algumas 

adaptações. Resumidamente, cinco mL de DNAzol foram adicionados ao sedimento de bactérias 

e homogeneizados com auxílio de pipeta; a amostra foi centrifugada a 10000 g por 10 minutos a 

4 ºC; o sobrenadante foi transferido para novos tubos e precipitado com 0,5 volume de etanol. 

Após misturar por inversão e incubar por 3 minutos à temperatura ambiente, o DNA foi enrolado 

e transferido para um novo tubo com o auxílio de uma pipeta, lavado duas vezes com um mL de 

etanol 75 % e após a remoção deste, o DNA foi solubilizado em NaOH 8 mM. 

 

3.3. Construção das bibliotecas de phage display 

 A biblioteca de shotgun phage display foi construída de acordo com o protocolo 

estabelecido (Jacobsson et al., 2003).  

Os fagomídeos, pG8SAET e pG3DSS foram cedidos, gentilmente, por Karin Jacobsson 

do Departamento de Microbiologia da Universidade Sueca de Ciências Agrárias, Suécia. Os 

vetores foram digeridos com a enzima SnaBI (Fermentas), que gera fragmentos abruptos, e 

tratados com fosfatase alcalina (Invitrogen), para evitar a auto-ligação do vetor durante as reações 

de ligação subsequentes. 

Cinco µg de DNA de L. interrogans foram fragmentados por sonicação durante os tempos 

de 40, 60, 80 e 100 segundos (Homogeneizador 4710 Cole Parmer). Os dois primeiros e os dois 

últimos tempos foram unidos e submetidos à migração eletroforética em gel de agarose 1 % e a 

seguir, os fragmentos foram purificados (GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, GE 

Healthcare), tratados com T4 DNA Polimerase (Fermentas) e fosforilados com T4 

Polinucleotideo Kinase (Fermentas). Os fragmentos de DNA de L. interrogans, denominados de 
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maiores e menores, juntamente com os vetores, pG8SAET e pG3DSS, foram submetidos à reação 

de ligação com uma relação de moléculas de 1:1 (vetor:inserto) na presença de T4 DNA ligase 

(New England, Biolabs), acrescida de 5 % de PEG, como recomendado.  

O volume de 10 µL da reação foi precipitado com a adição de 2,5 µL de tRNA de 

levedura (Invitrogen), 1,5 µL de acetato de sódio 3 M e 30 µL de etanol absoluto gelado, 

incubados por uma hora a -80 ºC, agitados vigorosamente e centrifugados a 14000 g por 20 

minutos a 4 ºC. O sobrenadante foi descartado, o sedimento lavado com etanol 70 % e seco por 

10 minutos a 37 ºC. Por fim, três µL de água ultra pura (Milli-Q, Millipore Corporation) foram 

adicionados à reação de ligação. 

O volume de dois µL foi usado na eletrotransformação (2.5 kV, 25 µF e 400 Ω em 

cubetas de 2 mm) de E. coli XL1 Blue eletrocompetente, previamente preparada segundo 

protocolo estabelecido por Barbas e colaboradores (2001). Imediatamente após a transformação, 

as bactérias foram transferidas para frascos contendo três mL de meio SOC e incubadas a 37 ºC 

por 60 minutos. Alíquotas da cultura, um, 10 e 100 µL, foram retiradas para a determinação da 

eficiência de transformação (número de transformantes) e alguns clones foram sequenciados 

através do método de Sanger, em sequenciador automático ABI PRISM 3100 (Perkin Elmer), 

para certificar a correta inserção dos fragmentos clonados. Ao volume restante, foram 

adicionados sete mL de 2YT acrescido de 20 µg/mL de ampicilina e de 10 µg/mL de tetraciclina 

e incubados a 37 ºC por uma hora sob agitação de 250 rpm; posteriormente, ampicilina foi 

adicionada para a concentração final de 50 µg/mL e a cultura incubada sob as mesmas condições.  

Para a amplificação da biblioteca, as bactérias foram infectadas com um mL do fago 

auxiliar M13K07 (título de 7,0 x 10
9
 fagos/mL) e o volume foi completado para 100 mL com 

meio 2YT acrescido de ampicilina (concentração final de 50 µg/mL) e tetraciclina (concentração 

final de 10 µg/mL). Após a incubação, por uma hora a 37 ºC sob agitação, o antibiótico 



33 

 

canamicina (concentração de 50 µg/mL) foi adicionado e a cultura foi incubada a 37 ºC, durante a 

noite, a 250 rpm. No dia posterior, as bactérias foram sedimentadas por centrifugação a 12860 g 

por 10 minutos a 4 ºC e o sobrenadante da cultura, contendo a biblioteca amplificada, foi 

estocado a 4 ºC (Figura 6). Os vetores vazios, pG8SAET e pG3DSS também foram utilizados 

para eletroporação de E. coli XL1 Blue e amplificados conforme descrito anteriormente. 

 

Figura 6. Esquema da construção das bibliotecas de shotgun phage display. 

 

3.4. Infecção e amplificação dos fagos auxiliares M13K07 e VCSM13 

 Este procedimento visou à estocagem de fagos auxiliares que seriam usados na 

amplificação dos fagos eluídos durante os procedimentos de biopanning.  
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Uma colônia de E. coli linhagem TG1 foi crescida em meio LB até a DO600 igual a 0,6; 

fagos auxiliares M13K07 e VCSM13 foram usados para infecção de um mL de bactéria e 

incubados a 37 ºC por 30 minutos. Para a amplificação, 100 mL de 2YT foram adicionados à 

infecção e incubados a 37 ºC por 30 minutos sob agitação de 250 rpm; canamicina na 

concentração de 20 µg/mL foi adicionada e a cultura incubada a 37 ºC durante a noite, sob 

agitação. As bactérias foram sedimentadas por centrifugação a 12860 g por 10 minutos a 4 ºC e o 

sobrenadante, contendo os fagos auxiliares, foram estocados a 4 ºC (Clackson and Lowman, 

2004). 

 

3.5. Titulação do fago auxiliar e fagomídeos 

 Colônias de E. coli linhagem TG1 foram crescidas em meio 2YT até a DO600 igual a 0,6; 

100 µL dos fagos auxiliares (M13K07 e VCSM13) e das amplificações de cada ciclos foram 

usados para infecção de um mL de bactéria e incubados a 37 ºC por 30 minutos. Após a infecção, 

procedeu-se a diluições seriadas 10
-2

, 10
-4

, 10
-6

, 10
-8

 nas quais 10 µL da infecção eram diluídos 

em 990 µL de meio 2YT. O volume de 100 µL das diluições foram plaqueadas em meio LB 

contendo o antibiótico adequado (canamicina - 20 µg/mL ou ampicilina - 50 µg/mL) e a as placas 

incubadas a 37 ºC durante a noite (Clackson and Lowman, 2004). 

 

3.6. Biopanning  

3.6.1. Panning contra Soro Fetal Bovino 

 O soro fetal bovino foi escolhido como alvo para panning, pois é um componente do meio 

de cultivo de células animais e poderia ser um contaminante presente durante a seleção em 
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células. Além disso, pode ser um alvo interessante para a interação da Leptospira, uma vez que 

esta bactéria tem uma fase de infecção septicêmica. 

Com o objetivo de determinar o que liga em Soro Fetal Bovino (SFB) e comparar com os 

ligantes achados em células, quatro poços foram revestidos com um µg de BSA (o controle do 

que liga especificamente em BSA foi realizado pela Dra Regiane Degan Fávaro, uma vez que 

este é o principal componente do soro e também é usado como bloqueio nestes experimentos) e 

outros quatro com SFB 100 % (placa de 24 poços), foram incubados a 37 ºC durante a noite. 

Após retirar as proteínas, os poços foram bloqueados com BSA 2 % por uma hora a temperatura 

ambiente e lavados três vezes com PBS-T. Em seguida, a biblioteca BBT5 foi incubada no poço 

denominado de BSA por 1 hora a 37 ºC, os fagos não ligados no primeiro foram misturados ao 

tampão de ligação composto por BSA 2 % e 0,05 % de Tween® 20 e então incubados no poço 

denominado de SFB sob as mesmas condições. Os fagos não ligados foram descartados e o poço 

lavado cinco vezes com PBS-T e outras cinco com PBS. Tampão glicina 0,1 M, pH 2,1 foi 

utilizado para a eluição dos fagos ligados a SFB por 10 minutos a temperatura ambiente e a 

suspensão foi neutralizada com tampão Tris 1 M, pH 8,0. A seguir, o volume total de fagos 

eluídos infectou E. coli linhagem TG1 por 15 minutos a temperatura ambiente, o volume da 

infecção foi completado para 10 mL com 2YT e 100 µL desta foi retirado para determinação do 

título. Ampicilina (40 µg/mL) foi acrescida e a cultura incubada a 37 ºC por uma hora a 250 rpm. 

Após este intervalo, mais ampicilina (para a concentração final de 100 µg/mL) foi adicionada e a 

incubação seguiu as mesmas condições. 

 Para a amplificação dos fagos recuperados, um mL do fago auxiliar M13K07 (título de 

7,0 x 10
9
 fagos/mL) foi adicionado, o volume foi completado para 50 mL com meio 2YT 

acrescido de ampicilina (para a concentração final de 100 µg/mL). Após a incubação, sob as 

mesmas condições anteriores, o antibiótico canamicina (50 µg/mL) foi adicionado e a cultura 
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incubada a 37 ºC, durante a noite, sob agitação de 250 rpm. No dia posterior, as bactérias foram 

sedimentadas por centrifugação a 12860 g por 10 minutos a 4 ºC e o sobrenadante da cultura, 

contendo o amplificado do primeiro ciclo, foi estocado a 4 ºC para ser usado no próximo ciclo de 

seleção. Sob as mesmas condições descritas anteriormente, foram realizados quatro ciclos de 

panning (Figura 7). A cada ciclo de panning, amostras de fagomídeos foram extraídas e 

sequenciadas (Mullen et al., 2007; Watters et al., 1997). 

 

Figura 7. Esquema representando o procedimento de panning em soro fetal bovino. Primeiramente a 

biblioteca BBT5 foi incubada em BSA e os fagos não ligados a BSA foram incubados com SFB, os fagos 

especificamente ligados a SFB foram eluidos e amplificados por infecção em E. coli e utilizados para nova 

incubação em BSA e assim sucessivamente até o round IV. 

 

3.6.2. Pré-adsorção 

 O biopanning para a seleção de fagos ligantes às células de mamíferos foi realizado em 

duas etapas. A primeira etapa denominada de pré-adsorção foi utilizada para retirar fagos que se 

ligam inespecificamente a BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma, USA) e a SFB (Soro Fetal 

Bovino, Cultilab, BRA).  

 Para a pré-adsorção, foi utilizada uma placa de 24 poços (Corning, USA), dos quais 

quatro poços foram revestidos com um µg de BSA e outros quatro com SFB 100 % e incubados a 
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4 ºC durante a noite. Após retirar as proteínas, os poços foram bloqueados com BSA 2 % por 

uma hora a temperatura ambiente, lavados três vezes com PBS-T (PBS acrescido de 0,05 % de 

Tween® 20, Sigma, USA). Em seguida, a biblioteca BBT5 foi incubada no poço denominado de 

BSA por 1 hora a 37 ºC e os fagos não ligados no primeiro foram incubados no poço denominado 

de SFB sob as mesmas condições. Foram efetuados quatro ciclos de pré-adsorção, sem 

amplificação entre os ciclos (Figura 8). Os fagos não ligados ao SFB do ciclo IV foram nomeados 

de BBT5 BSA
-
 SFB

-
 e guardados a 4 ºC. 

 

 

Figura 8. Esquema da pré-adsorção da BBT5. A BBT5 foi incubada em BSA, os fagos não ligados foram 

incubados em SFB, os fagos não ligados a SFB foram incubados novamente em BSA e assim 

sucessivamente até o round IV. Os fagos não foram amplificados neste procedimento. 

 

3.6.3. Panning contra células de mamíferos 

 As células BALBc/3T3 clone A31 (fibroblasto de embrião de Mus musculus) e Vero 

(epitelial renal de Cercopithecus aethiops) foram usadas no procedimento de panning. A célula 

Vero foi escolhida para uso no procedimento de panning devido ao rim ser o principal órgão alvo 

para a Leptospira e a célula A31 foi utilizada como um controle para verificar o que liga 

especificamente à célula epitelial renal, além de ser um alvo importante para panning, pois já foi 
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verificado que Leptospira tem capacidade de se ligar à fibroblasto. As células foram mantidas em 

meio DMEM (Sigma, USA) suplementado com 10 % de soro fetal bovino, 5mM de L-glutamina 

(Gibco), 100 µg/mL de ampicilina e estreptomicina e mantidas a 37 ºC em atmosfera contendo 5 

% de CO2. 

 Para o procedimento de panning, a densidade de 4x10
5
 células em meio DMEM foi 

aderida à placa de cultura de 24 poços e mantidas a 37 ºC em atmosfera contendo 5 % de CO2 

durante a noite. A seguir, o meio foi retirado, as células lavadas três vezes com PBS e então 

gentilmente fixadas com uma solução de formaldeído 1 % preparada em PBS por 10 minutos a 

37
 
ºC. Após uma lavagem com PBS contendo 0,2 M de lisina para neutralizar o formaldeído 

remanescente, as células foram lavadas cinco vezes com PBS e bloqueadas com BSA 2 % por 

uma hora a temperatura ambiente, lavadas com PBS quatro vezes para retirar o excesso da 

solução de bloqueio e então incubadas por uma hora com 100 µL da BBT5 BSA
-
 SFB

-
 na 

presença de tampão de ligação (PBS contendo 10 % de SFB). Posteriormente, as células foram 

lavadas três vezes com tampão de lavagem (PBS contendo 5 % de SFB), três vezes com PBS-T e 

duas vezes com PBS para remoção dos fagos não ligados. Os fagos ligados às células foram 

eluídos com tampão glicina 0,1 M, pH 2,1 por 10 minutos a temperatura ambiente e a suspensão 

foi neutralizada com tampão Tris 1 M pH 8,0 (Clackson and Lowman, 2004; Watters et al., 1997; 

Williams et al., 2002b). 

 A seguir, o volume total de fagos eluídos infectou E. coli linhagem TG1 por 15 minutos a 

temperatura ambiente, o volume da infecção foi completado para 10 mL com 2YT e 100 µL deste 

foi retirado para determinação do título. Ampicilina (40 µg/mL) foi acrescida e a cultura 

incubada a 37 ºC por uma hora a 250 rpm, após este intervalo, mais ampicilina (para a 

concentração final de 100 µg/mL) foi adicionada e a incubação seguiu as mesmas condições.  
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 Para a amplificação dos fagos recuperados, um mL do fago auxiliar M13K07 (título de 

7,0 x 10
9
 fagos/mL) foi adicionado, o volume foi completado para 50 mL com meio 2YT 

acrescido de ampicilina (para a concentração final de 100 µg/mL). Após a incubação, sob as 

mesmas condições anteriores, o antibiótico canamicina (50 µg/mL) foi adicionado e a cultura 

incubada a 37 ºC, durante a noite, sob agitação de 250 rpm. No dia posterior, as bactérias foram 

sedimentadas por centrifugação a 12860 g por 10 minutos a 4 ºC e o sobrenadante da cultura, 

contendo o amplificado do primeiro ciclo, foi estocado a 4 ºC para ser usado no próximo ciclo de 

seleção. Sob as mesmas condições descritas anteriormente, foram realizados quatro ciclos de 

panning (Figura 9). A cada ciclo de panning, amostras de fagomídeos foram extraídas e 

sequenciadas (Mullen et al., 2007; Watters et al., 1997).  

 

Figura 9. Esquema do procedimento de panning em células de mamíferos A31 e Vero. 
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3.6.4. Novo procedimento de panning contra células de mamíferos: Metodologia BRASIL  

 A metodologia BRASIL, desenvolvida por Giordano e colaboradores (2001), foi utilizada 

com modificações. A célula LLC-PK1 (célula epitelial do túbulo proximal de rim de porco- Sus 

scrofa) foi escolhida para uso no procedimento de panning devido ao rim ser o principal órgão 

alvo para a Leptospira. Células LLC-PK1 foram coletadas com solução de cinco mM de EDTA 

(Ethylenediamine tetraacetic acid, Sigma, USA), preparada em tampão PBS pH 7,4, 

centrifugadas a 289 g por cinco minutos, lavadas uma vez em meio DMEM e após nova 

centrifugação sob as mesmas condições, o sedimento celular, 1x10
6 

células, foi ressuspendido 

com 100 µL da suspensão de fagos da biblioteca BBT5 em meio DMEM contendo BSA 1 %. 
 

Após incubação por quatro horas no gelo, toda a suspensão de células-fagos foi transferida para 

tubos do tipo Eppendorf de 500 µL contendo 200 µL da fase orgânica, dibutil-ftalato:ciclohexano 

(9/1 V/V). Os tubos foram centrifugados a 10000 g por 10 minutos, rapidamente congelados em 

nitrogênio líquido e a região inferior do tubo contendo o sedimento (constituído de fagos ligados 

às células) foi cortada com auxílio de tesoura.  

 Foram utilizadas duas estratégias de eluição: eluição por infecção e eluição por 

diminuição de pH. Na primeira os fagos ligados a LLC-PK1 foram misturados a suspensão de 

200 µL de E. coli, incubados por 30 minutos a 37 ºC e a seguir, o volume de 10 µL da infecção 

foi utilizada para titulação. Na segunda estratégia, os fagos foram eluídos com a utilização de 20 

µL de glicina pH 2,1 por 10 minutos e neutralizada com 10 µL de tampão Tris 1 M pH 8,0; o 

volume foi completado para 110 µL com DMEM contendo BSA 1 % e então centrifugados para 

retirar restos celulares (este procedimento foi denominado de eluição I). O sobrenadante contendo 

fagos sem amplificação foi guardado a 4 ºC para posterior incubação com células LLC-PK1 
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novamente (procedimento denominado de eluição II). O volume de 10 µL de ambos os ciclos de 

seleção sem amplificação foram utilizados para titulação dos fagos recuperados (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Esquema da adaptação da metodologia BRASIL (Biopanning and Rapid Analysis of Selective 

Interactive Ligands). 

 

3.7. Sequenciamento, análise dos fagos recuperados e seleção de candidatos por técnicas de 

bioinformática 

Após os procedimentos de panning, alguns clones recuperados foram escolhidos 

aleatoriamente e tiveram o DNA extraído por lise alcalina (Sambrook and Russell, 2001) e a 

sequência do inserto determinada pelo método de Sanger, em sequenciador automático ABI 

PRISM 3100 (Perkin Elmer), com o kit BigDye terminator (Applied Biosystems) de acordo com 

as instruções do fabricante. As sequências obtidas foram editadas pelo software Vector NTI 

Advance 10 (Invitrogen, USA), seguida por identificação da sequência no GenBank com o 
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programa BLAST client, ou blastcl3, que interage diretamente com o NCBI BLAST usando o 

comando para busca com software online BLAST-X (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), que permite 

realizar a pesquisa com sequências múltiplas. 

 Os produtos foram anotados e separados de acordo com a orientação de clonagem. 

Somente aqueles que apresentaram orientação correta foram verificados quanto a fusão com a 

proteína pIII codificada pelo vetor pG3DSS, além de terem suas sequências analisadas por 

softwares específicos. A topologia de proteínas transmembrana foi predita através do programa 

TMHMM Server v.2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM). O programa PSORTb 

(http://www.psort.org/psortb/) foi utilizado para avaliar a localização celular especificamente de 

proteínas bacterianas e SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) para a predição de 

peptídeo sinal. A busca por domínios conservados que poderiam evidenciar a função protéica foi 

realizada pelo Pfam 24.0 (http://pfam.sanger.ac.uk/). E por último, o programa SMART (Simple 

Modular Architecture Research Tool) foi usado como ferramenta para identificação e anotação de 

arquitetura de domínios, identificar regiões de composição tendenciosa como peptídeo sinal e 

região transmembrana (http://smart.embl-heidelberg.de/). A página da WEB do projeto genoma 

de L. interrogans sorovar Copenhageni (http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/world/lic/) também foi 

consultada. 

 

3.8. Amplificação dos genes LIC12976, LIC10768, LIC10769 e LIC13418 em diferentes 

sorovares 

Os genes LIC12976, LIC10768, LIC10769 e LIC13418 foram amplificados por Reação 

em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando oligonucleotídeos específicos (Tabela 3) e o DNA 

genômico de sorovares Copenhageni, Autumnalis, Canicola, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
http://pfam.sanger.ac.uk/
http://smart.embl-heidelberg.de/
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Pomona, Pyrogenes da espécie L. interrogans e o sorovar Patoc da espécie L. biflexa como 

molde.  

As reações de amplificação continham um volume final de 50 L com 20 ng do DNA 

molde; 0,2 µM de cada oligonucleotídeo, 0,2 mM de cada dNTP, 2 mM de MgCl2, 1 unidade de 

Taq DNA Polimerase (Fermentas) e tampão apropriado para o funcionamento da enzima de 

acordo com a recomendação do fabricante. As amplificações foram realizadas em termociclador 

PTC-100 (MJ Research, Inc.), programado para realizar a desnaturação inicial a 94 °C por 5 

minutos, seguida de desnaturação a 94 °C por 30 segundos. A temperatura e o tempo de 

anelamento dos oligonucleotídeos variaram de acordo com o gene (LIC10768 e LIC10769, 56 °C 

por 1 minuto; LIC12976 e LIC13418, 55 ºC por 30 segundos). Da mesma forma, o tempo de 

polimerização variou de 2 minutos e 30 segundos a 3 minutos a 72 °C de acordo com o tamanho 

do gene. Foram realizados 40 ciclos e uma extensão final de 72 °C por 10 minutos. Reações 

controle (branco) sem DNA foram realizadas.  

 

3.8.1. Reação de amplificação e adenilação do gene LIC12976 

A reação de amplificação continha um volume final de 50 L com 50 ng do DNA molde; 

25 pmoles de cada oligonucleotídeo, 200 mM de cada dNTP e 1 µL de Pfu DNA polimerase e 

tampão apropriado para o funcionamento da enzima acrescido de 50 mM de MgCl2. A 

amplificação foi realizada em termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.), programado para 

realizar a desnaturação inicial a 94 °C por 5 minutos, 35 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 53 °C 

por 30 segundos, 72 °C por 5 minutos, e uma extensão final de 72 °C por 6 minutos. Uma reação 

controle (branco) sem DNA foi realizada. 
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Após migração em gel, o fragmento amplificado foi purificado do gel utilizando o kit 

GFX Gel Band Purification (GE HealthCare®), de acordo com as instruções do fabricante. 

O DNA amplificado foi submetido à reação de adenilação em termociclador por 30 

minutos a 72 ºC: Para cada reação de 50 µL, foram utilizados 40 µL do DNA purificado, 1X de 

tampão da Taq DNA polimerase (Fermentas), 50 mM de MgCl2, 20 mM de dATP, 2 unidades de 

Taq DNA polimerase (Fermentas) e H2O.  

O produto da reação de adenilação foi submetido à precipitação por 30 minutos a -20 ºC 

com 300 mM de acetato de sódio pH 5,2 e um volume de isopropanol 100 % gelado. Após 

incubação, a reação foi centrifugada a 4 ºC por 30 minutos a 16000 g. O sobrenadante foi 

descartado e o sedimento foi lavado com etanol 70 % e centrifugado por 15 minutos sob as 

mesmas condições anteriores. O sobrenadante foi novamente descartado, o sedimento seco a 

temperatura ambiente e ressuspendido em cinco µL de água ultra pura. 

3.8.2. Reação de amplificação do gene LIC13418 

A reação de amplificação continha um volume final de 50 L com 40 ng do DNA molde; 

0,2 µM de cada oligonucleotídeo, 0,2 mM de cada dNTP, 2 mM de MgCl2, 1 unidade de Platinum 

Pfx DNA Polymerase (Invitrogen) e tampão apropriado para o funcionamento da enzima de 

acordo com as recomendações do fabricante. A amplificação foi realizada em termociclador 

PTC-100 (MJ Research, Inc.), programado para realizar a desnaturação inicial a 94 °C por cinco 
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Tabela 3. Oligonucleotídeos (senso, F e antisenso, R) utilizados na amplificação dos genes LIC12976, 

LIC10768, LIC10769, LIC13418. 

 
Oligonucleotídeos Sequências 

LIC12976F 

 

5´-TAGGCTCGAGGAACGTCATTCTCTTC- 3’ 

                                                                         XhoI 

LIC12976R 

 

5’- ACCAAGCTTCTAAAAACGTTCCGAATT- 3’ 

                                                                   HindIII 

LIC10768F 

 

 

5´- GCGGATCCATGACCAGAACCTTTCAAATGGAAAAC - 3’  
                                                  BamHI 

 

LIC10768R 

 

5’- GATCTCGAGCTAGATATCGTGATGGTGATGGTGATGGATATCGTTACCTGCTCCTTTTGCGGG - 3’  
                  XhoI                EcoRV                                                      EcoRV 

 

LIC10769F 

 
 

5’- GCGGATCCATGCCCGGAGATTTTGTAAAAGAC - 3’  

                                                       BamHI  
 

 

LIC10769R 

5’-GTACTCGAGCTAGATATCGTGATGGTGATGGTGATGGATATCAGGAATCCTTTCTTCTGGCG - 3’  

                 XhoI                EcoRV                                                       EcoRV 

 
 

LIC13418F 

 

5´-CCGCTCGAGTTGAATGAAGTTGTTTTAGAC- 3’  

                                                               XhoI 
 

 

LIC13418R 
5’- CCCAAGCTTTTAAAGTGCAGCGTTCAAC- 3’  

                                                                HindIII 

 

 

minutos, seguida de desnaturação a 94 °C por 30 segundos. A temperatura e o tempo de 

anelamento dos oligonucleotídeos foram 55 ºC por 30 segundos. O tempo de polimerização foi de 

2 minutos e 30 segundos a 72 °C. Foram realizados 35 ciclos e uma extensão final de 72 °C por 

10 minutos. Reações controle (branco) sem DNA foram realizadas.  

Após migração em gel, o fragmento amplificado foi purificado do gel utilizando o kit 

GFX Gel Band Purification (GE HealthCare®), de acordo com as instruções do fabricante. 
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3.8.3. Migração eletroforética 

Os produtos das amplificações foram analisados por migração eletroforética em gel de 

agarose 1 %, contendo brometo de etídeo (0,5 g/L) em tampão TAE 1X, visualizados por 

exposição à luz UV e digitalizados utilizando o sistema de fotodocumentação. Para estimar o 

tamanho dos fragmentos de DNA amplificados, amostra de 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) 

foi utilizada como marcador de tamanho molecular. 

 

3.9. Clonagem dos genes 

3.9.1. Clonagem em pGEM
®
-T easy vector e transformação em E. coli DH5α 

Os fragmentos amplificados e adenilados dos genes LIC12976 e LIC13418 foram 

clonados no vetor pGEM
®
 -T easy vector (Figura 11) utilizando o pGEM® -T easy vector system 

(Promega). A reação de ligação foi realizada de acordo com as instruções do fabricante e 

incubada a 16 ºC overnight. 

 

 

Figura 11. Mapa do plasmídeo pGEM
®
 -T easy vector (Promega) utilizado para clonagens. 
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A reação de ligação foi utilizada para transformar células quimiocompetentes de E. coli 

DH5α preparadas segundo protocolo estabelecido por Sambrook e Russel (2001). O volume de 

50 µL de bactérias quimiocompetentes foi incubado com 5 µL da reação de ligação por 30 

minutos em gelo, a mistura foi submetida a choque térmico a temperatura de 42 ºC por 2 minutos 

e imediatamente incubada em gelo por 5 minutos. As bactérias foram recuperadas por 1 hora a 37 

ºC, após adição de 350 µl de LB. Células transformantes foram selecionadas em meio LB 

suplementado com 100 µg/mL de ampicilina. 

Transformantes tiveram seu DNA plasmideal purificado e submetido à sequenciamento de 

DNA pelo método de Sanger, usando oligonucleotídeos específicos, em sequenciador automático 

ABI PRISM 3100 (Perkin Elmer), com o kit BigDye terminator (Applied Biosystems) de acordo 

com as instruções do fabricante. 

 

3.9.2. Clonagem em vetor de expressão pAE 

Os clones positivos pGEM + LIC12976 e pGEM + LIC13418 foram digeridos, com as 

enzimas de restrição XhoI e HindIII (Fermentas), de acordo com instruções do fabricante. As 

mesmas enzimas de restrição também foram utilizadas para a digestão do vetor de expressão pAE 

(Ramos et al., 2004) (Figura 12), que permite a expressão da proteína recombinante com cauda 

de 6X His na extremidade N-terminal. 

Os produtos das digestões com as endonucleases foram submetidos à migração 

eletroforética em gel de agarose 1 % e as bandas relativas aos insertos liberados e ao vetor 

linearizado foram purificadas do gel utilizando o kit GFX Gel Band Purification (GE 

HealthCare®), de acordo com as instruções do fabricante.  
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Figura 12. Mapa do vetor pAE utilizado para a expressão de proteínas heterólogas.  

 

A reação de ligação dos insertos com pAE (Ramos et al. 2004), previamente digeridos, foi 

realizada com a T4 DNA ligase (Fermentas) de acordo com as instruções do fabricante e 

incubada overnight a 16 ºC.  

A reação de ligação foi utilizada para transformação de E. coli DH5α e transformantes 

foram analisados como descrito no item 3.9.1.  

 

3.10. Expressão das proteínas recombinantes em linhagens de E. coli 

As construções plasmideais pAE+LIC12976 e pAE+LIC13418, clones positivos, foram 

utilizadas para transformar, como descrito no item 3.9.1. linhagens de E. coli usadas para a 

expressão de proteínas recombinantes (Tabela 4). 

Transformantes de cada linhagem bacteriana foram selecionados aleatoriamente e 

crescidos em meio contendo antibiótico apropriado overnight (Tabela 4). Alíquotas destes 

inóculos foram estocadas a - 80 ºC após adição de glicerol para a concentração final de 25 %. 
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Para verificar a expressão das proteínas recombinantes LIC12976 e LIC13418 em 

pequena escala, 3 % das culturas das linhagens recombinantes crescidas overnight foram 

inoculadas em meio novo e incubadas como descrito na Tabela 4 até atingirem a DO600 0,8. 

Alíquotas das culturas não induzidas foram reservadas. A indução foi realizada com um mM de 

IPTG para as linhagens C43 (DE3), BL21 (DE3), BL21 Star (DE3)-pLysS e Origami e com 300 

mM de NaCl para a linhagem BL21 SI. As alíquotas induzidas e não induzidas foram 

centrifugadas a 12860 g, os sedimentos foram ressuspendidos em tampão de amostra contendo 

SDS e β-mercaptoetanol para eletroforese de proteínas, as células foram lisadas com auxílio de 

uma seringa e então as proteínas desnaturadas a 95 ºC por 10 minutos para obtenção do extrato 

protéico total. A presença das proteínas recombinantes foi verificada por SDS-PAGE 12 %.  

O extrato total de proteínas também foi obtido das linhagens de E. coli C43 (DE3), BL21 

(DE3), BL21 Star (DE3)-pLysS e Origami não transformadas para controle negativo. 

 
Tabela 4. Linhagens de E. coli usadas durante a expressão de proteínas heterólogas 

 

Linhagem Meio 

de 

cultivo 

Resistência 

a 

antibiótico 

Temperatura 

de  
cultivo 

Indução Empresa 

 

C43 (DE3) 

 

LB 

 

- 

 

37 ºC 

 

IPTG 

1 mM 

 

Lucigen 

 

BL21(DE3) 

 

LB 

 

- 

 

37 ºC 

 

IPTG 

1 mM 

 

Invitrogen 

 

BL21 Star (DE3)-pLysS 

 

LB 

 

Clorafenicol  

(34µg/mL) 

 

37 ºC 

 

IPTG 

1 mM 

 

Invitrogen 

 

BL21 SI 

 

LBON* 

 

- 

 

30 ºC 

 

NaCl 

300 mM 

 

Gibco 

 

Origami 

 

LB 

Canamicina 

(15µg/mL) 

Tetraciclina 

(12,5µg/mL) 

 

37 ºC 

 

IPTG 

1 mM 

 

Novagen 

* LBON: meio LB sem a adição de NaCl, pois este é o indutor da expressão da T7 RNA 

polimerase que está sob o controle da sequência promotora do gene proU na linhagem BL21 SI. 

IPTG: Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside. 
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E. coli BL21 Star-pLysS contendo a construção pAE + LIC12976 foi inoculada em meio 

líquido LB acrescido de 100 µg/mL de ampicilina e 34 µg/mL de clorafenicol e incubada a 37 ºC 

overnight. Os 3 % deste pré-inóculo foram inoculados em 1 litro de LB contendo ampicilina e 

clorafenicol nas mesmas concentrações anteriores e incubados a 37 
o
C sob agitação de 230 rpm 

até atingir a DO600 de 0,8. Um mL da cultura foi retirado antes da indução com um mM de IPTG 

e então a cultura foi incubada a 20 ºC overnight sob as mesmas condições de agitação.  

E. coli BL21 SI contendo a construção pAE + LIC13418 foi inoculada em meio líquido 

LBon acrescido de 100 µg/mL de ampicilina e incubada a 30 ºC overnight. Os 3 % deste pré-

inóculo foram inoculados em 1 litro de LBon contendo ampicilina (100 µg/mL) e incubados a 30 

o
C sob agitação de 230 rpm até atingir a DO600 de 0,6. A cultura foi induzida por 3 horas sob as 

mesmas condições de incubação após adição de 300 mM de NaCl. 

As culturas bacterianas foram centrifugadas por 15 minutos a 12860 g, o sobrenadante 

descartado e o sedimento ressuspendido em 100 mL de tampão PBS, agitados vigorosamente até 

a homogeneização e congelados a –80 ºC.  

As bactérias foram lisadas por pressão no French Pressure
®
 e centrifugadas a 4 ºC por 10 

minutos a 12860 g. Para a determinação da localização da proteína, as frações solúvel e insolúvel 

(corpúsculos de inclusão) após a solubilização em tampão de amostra foram checados em gel de 

SDS-PAGE 12 %.  

Os corpúsculos foram solubilizados em solução com uréia 8 M e diluídos lentamente em 2 

litros de tampão PBS sob agitação para renaturação. A seguir, a solução foi adsorvida em coluna 

cromatográfica. As coluna cromatográfica contendo sefarose quelante foi previamente carregada 

com uma solução 300 mM NiSO4, lavada e equilibrada com PBS. Com o auxílio de uma bomba 

peristáltica, a amostra foi injetada à coluna com fluxo contínuo de 1,0 mL/min. As lavagens 

foram realizadas com três volumes das soluções contendo 5, 20, 40, 60, 100, 200, 400 e 1000 
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mM de imidazol preparado em tampão PBS. A presença da proteína recombinante foi observada 

após migração em SDS-PAGE 12 %. As frações eluídas foram dialisadas em tampão PBS e as 

proteínas recombinantes LIC12976 e LIC13418 foram quantificadas por Bradford (Bio-Rad 

Protein Assay) de acordo com as recomendações do fabricante. 

A sequência codificando a região C-terminal da LigA (resíduos 631-1225) foi clonada em 

vetor pAE como descrito previamente (Castiblanco-Valencia et al., 2012). Expressão e 

purificação da proteína recombinante com o tag de 6xHis na extremidade N-terminal foram feitas 

seguindo o protocolo descrito por Barbosa e colaboradores (2010). 

 

3.11. Obtenção de soro policlonal contra as proteínas recombinantes purificadas LIC12976 

e LIC13418 e titulação por meio de ensaio imunoenzimático (ELISA) 

Um grupo de cinco camundongos BALB/c fêmeas foi imunizado pela via intraperitoneal 

com 500 µL de solução contendo 10 µg de cada proteína recombinante e 100 µg de hidróxido de 

alumínio (adjuvante) diluídos em salina estéril. Foram realizadas quatro imunizações com 

intervalo de uma semana entre cada uma delas. A sangria dos animais foi realizada uma vez por 

semana pelo plexo retrorbital a partir do 21º dia (uma semana após a terceira imunização) até o 

60º dia. O soro policlonal do pool de cinco animais foi obtido após incubação do sangue a 37 ºC 

por 30 minutos e 4 ºC por 10 minutos para a retenção do coágulo. A seguir, a amostra foi 

centrifugada por 10 minutos a 400 g e o soro armazenado a -20 ºC (Figura 13). 

Para a titulação dos soros, os poços da placa de microtítulo (Maxisorp-NUNC
®
) foram 

revestidos com 1 µg/mL de cada proteína recombinante em 0,05 M de tampão carbonato-

bicarbonato pH 9,6 (100 µL) e incubados a 4 ºC overnight. A placa foi lavada três vezes com  
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Figura 13. Esquema do regime de imunização em camundongos BALB/c para obtenção de soro 

policlonal. 

 

tampão fosfato pH 7,4 contendo 0,05 % de Tween 20 (PBST) e então bloqueada com 100 µL de 

leite desnatado Molico
®
 10 % preparado em PBST por 1 hora a 37 ºC; logo após, os poços foram 

lavados três vezes com PBST. Foi realizada a diluição seriada dos soros obtidos em tampão 

PBST acrescido de BSA 1 %; na primeira diluição um µL de cada soro foi acrescentado a 999 µL 

de tampão (diluição 1:1000) e 200 µL foram adicionados ao primeiro poço. Para proceder a 

diluição seriada, 100 µL da primeira diluição foram adicionados ao segundo poço que continha 

previamente 100 µL do tampão, o volume do poço foi homogeneizado e então 100 µL foram 

adicionados ao terceiro poço contendo 100 µL do tampão para preparo da diluição 1:4000, e 

assim sucessivamente até a diluição de 1:1024000. A placa foi incubada a 37 ºC por 1 hora e 

posteriormente lavada três vezes com PBST. O volume de 100 µL do anti-IgG de camundongo 

conjugado a peroxidase na diluição 1:20000 preparada em PBST acrescido de BSA 1 % foi 

adicionado aos poços e a placa incubada a 37 ºC por uma hora. Após três lavagens com PBST, a 

placa foi revelada com adição de 100 µL da solução contendo 10 mg de OPD (o-

phenylenediamine dihydrochloride) preparado em 20 mL de tampão citrato-fosfato 0,2 M, pH 5,0 
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contendo 10 µL de H2O2 30 %; a reação foi interrompida com uso de 50 µL de H2SO4 4 M e 

absorbância foi mensurada no comprimento de onda de 492 nm. 

O soro pré-imune (controle) foi obtido antes das imunizações com as proteínas 

recombinantes LIC12976 e LIC13418. Uma semana após a terceira imunização foi obtido o soro 

“3 imunizações” e uma semana após a quarta e última imunização foi obtido o soro “4 

imunizações”. Estes animais foram sangrados semanalmente até 1 mês após a última imunização 

e o último soro obtido foi denominado de “última sangria” (Figura 14 e 15).   

 A LIC12976 mostrou-se imunogênica sendo capaz de gerar uma resposta imune intensa 

em camundongos, pois com apenas três doses obteve-se um título de 1:32000. Ao aplicar a quarta 

dose da proteína recombinante observa-se que houve um aumento no título do soro para 

1:256000 que se manteve 4 semanas após a última imunização. 

A LIC13418 também mostrou-se imunogênica sendo capaz de gerar uma resposta imune 

intensa em camundongos, com apenas três doses obteve-se um título de 1:512000 que se manteve 

4 semanas após a última imunização. 

 
 

Figura 14. Titulação dos soros obtidos contra proteína LIC12976 por meio do ELISA. O soro “pré-imune” 

foi obtido anterior as imunizações, o soro “3 imunizações” foi obtido uma semana após a terceira 

imunização, o soro “4 imunizações” foi obtido uma semana após a quarta imunização e o soro “última 

sangria” foi obtido 4 semanas após a última imunização. 
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Figura 15. Titulação dos soros obtidos contra proteína LIC13418 por meio do ELISA. O soro pré-imune 

foi obtido anterior as imunizações, o soro “3 imunizações” foi obtido uma semana após a terceira 

imunização, o soro “4 imunizações” foi obtido uma semana após a quarta imunização e o soro “última 

sangria” foi obtido 4 semanas após a última imunização. 

 

 

3.12. Ensaio de ligação das proteínas recombinantes LIC12976 e LIC13418: células, ECM e 

proteínas plasmáticas 

As células A31 (fibroblasto de camundongo BALB/c-3T3 clone A31 - Mus musculus), 

Vero (epitelial renal de macaco verde africano - Cercopithecus aethiops) e LLC-PK1 (epitelial 

renal de porco - Sus scrofa) na densidade de 1x10
5
 células em meio DMEM acrescido de soro 

fetal bovino 10 % foram aderidas à placa de cultura de 96 poços e mantidas a 37 ºC em atmosfera 

contendo 5 % de CO2 por 4 horas. A seguir, o meio foi retirado, as células lavadas três vezes com 

PBS e fixadas com uma solução de formaldeído 1 % preparada em PBS por 10 minutos a 37
 
ºC e 

lavadas com PBS. O bloqueio da placa de cultura foi realizado com 200 µL de BSA 1 % 

preparado em PBST e incubado a 37 ºC por 1 hora e a seguir, overnight a 4 ºC. Os procedimentos 

seguintes foram iguais para as placas revestidas com proteínas. 

 Os poços da placa de 96 poços (Maxisorp-NUNC
®
) foram revestidos com um µg de 

proteínas plasmáticas e componentes da matriz extracelular diluídas em 100 µL de PBS, 
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incubados na geladeira overnight e lavados três vezes com PBST (Tween 0,1%). Os componentes 

de matriz extracelular laminina e fibronectina celular e as proteínas plasmáticas fibrinogênio, 

fibronectina plasmática e soroalbumina bovina (BSA), além do gangliosídeo GM1 foram usados. 

O bloqueio da placa de ELISA foi realizado com 200 µL de BSA 10 % preparado em 

PBST e incubado a 37 ºC por 1 hora e a seguir, overnight a 4 ºC. Após três lavagens com PBST, 

um µg de cada proteína recombinante diluída em PBS foi adicionado a cada poço e incubada por 

1 hora e 30 minutos a 37 ºC e os poços foram lavados por seis vezes com PBST. A detecção da 

proteína recombinante aderida a cada poço foi realizada pela incubação com anti-soro policlonal 

na diluição 1:5000 por 1 hora a 37 ºC, seguida de três lavagens com PBST e nova incubação com 

anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase na diluição 1:10000. Após três lavagens com 

PBST, a placa foi revelada com adição de 100 µL da solução contendo 10 mg de OPD (o-

phenylenediamine dihydrochloride) preparado em 20 mL de tampão citrato-fosfato 0,2 M, pH 5,0 

contendo 10 µL de H2O2 30 %; a reação foi interrompida com 50 µL de H2SO4 4 M e a 

absorbância foi mensurada no comprimento de onda de 492 nm. 

 

3.13. Ensaio de interferência com laminina 

As células A31, Vero e LLC-PK1 na densidade de 5x10
4
 células em meio DMEM 

acrescido de soro fetal bovino 10 % foram aderidas à placa de cultura de 96 poços e mantidas a 

37 ºC em atmosfera contendo 5 % de CO2 overnight. A seguir, o meio foi retirado, as células 

lavadas três vezes com PBS e fixadas com uma solução de formaldeído 1 % preparada em PBS 

por 10 minutos a 37
 
ºC e lavadas com PBS. O bloqueio da placa de cultura foi realizado com 200 

µL de BSA 10 % preparado em PBST e incubado a 37 ºC por 1 hora e a seguir, overnight a 4 ºC. 

Após três lavagens com PBST, um µg de cada proteína recombinante diluída em PBS foi 

incubada com quantidades crescentes de laminina (0; 0,5; 1; 5 µg) por 1 hora e 30 minutos a 37 



56 

 

ºC e em seguida incubadas nos poços contendo células pelo mesmo tempo. Os poços foram 

lavados por seis vezes com PBST e a detecção da proteína recombinante ou da laminina aderida a 

cada poço foi realizada pela incubação com anti-soro policlonal e anti-laminina na diluição 

1:5000 por 1 hora a 37 ºC, seguida de três lavagens com PBST e nova incubação com anti-IgG de 

camundongo e anti-IgG de coelho, respectivamente, conjugado a peroxidase na diluição 1:10000. 

Após três lavagens com PBST, a placa foi revelada com adição de 100 µL da solução contendo 

10 mg de OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride) preparado em 20 mL de tampão citrato-

fosfato 0,2 M, pH 5,0 contendo 10 µL de H2O2 30 %; a reação foi interrompida com 50 µL de 

H2SO4 4 M e a absorbância foi mensurada no comprimento de onda de 492 nm. 

 

3.14. Western Blot 

As proteínas recombinantes LIC12976, LIC13418, LigA, LipL32, TlyC, LIC11319, 

LIC13435 e os extratos de L. biflexa sorovar Patoc e L. interrogans sorovares Copenhageni, 

Australis, Bratislava, Canicola, Pyrogenes e Hardjo foram submetidos à migração em SDS-

PAGE 12 % e transferidos para membrana de nitrocelulose a amperagem constante de 350 mA 

por 1 hora e 30 minutos com auxílio do sistema de transferência úmido (Biorad Biosystems). As 

membranas foram bloqueadas a 4 ºC overnight com 10 % de leite desnatado Molico
®
 preparado 

em PBST e então incubadas com a diluição 1:10000 do anti-soro policlonal em BSA 2 % 

(acrescido de extrato de E. coli sem o vetor) por 1 hora a temperatura ambiente sob agitação. 

Após três a cinco lavagens a temperatura ambiente com PBST por 10 minutos, a membrana foi 

incubada com a diluição 1:10000 em BSA 2 % de anti-IgG de camundongo conjugado a 

peroxidase (Sigma) por 1 hora a temperatura ambiente sob agitação e lavada como descrito 

previamente, posteriormente revelada com reagente ECL plus (GE Healthcare). 

 



57 

 

3.15. Ensaio de desafio animal 

Um grupo de 10 hamsters machos (Golden Syrian) com quatro semanas de idade foi 

imunizado duas vezes em intervalos de duas semanas com injeções subcutâneas de PBS, vacina 

comercial (bacterina) ou 50 µg de proteína recombinante (LigAC, rLIC12976 ou rLIC13418) 

usando hidróxido de alumínio (Alhydrogel) como adjuvante (500 µg de íon alumínio). Quatorze 

dias após a segunda imunização, os animais foram desafiados intraperitonealmente com 2x10
5
 

leptospiras correspondendo a 1000 vezes a LD50 (50 % da dose letal) (Reed and Muench, 1938). 

Os hamsters que sobreviveram foram eutanaziados 21 dias após o desafio e amostras dos rins 

foram coletadas, o tecido homogeneizado gentilmente e duas diluições seriadas de 10 vezes 

foram inoculadas em meio semi-sólido. Para verificar a presença de bactérias, culturas foram 

examinadas periodicamente usando microscopia de campo escuro por um mês.  

 

3.16. Ensaio de Imunofluorescência: LIC12976 

O ensaio de imunofluorescência foi realizado como descrito por Pinne & Haake (Pinne 

and Haake, 2011) com modificações. Lâminas foram tratadas com poli-D-Lisina (1 mg/mL), a 

cultura de Leptospira foi fixada com paraformaldeido 2 %, adicionada na lâmina e incubada a 30 

ºC por 80 min. 100 µL do meio de enriquecimento EMJH (Difco) foi usado como tampão de 

bloqueio para bloquear sítios inespecíficos a 30 ºC por 90 minutos.  

Diluições dos soros não imune, anti-LipL32 (Hauk et al., 2008) e anti-LIC12976 (1:500) 

foram incubadas a 30 ºC por 1 h. As lâminas foram lavadas três vezes com PBS, incubadas com a 

diluição 1:1000 de anticorpo secundário conjugado a FITC e DAPI na concentração de 1 µg/mL, 

diluídos em tampão de bloqueio e incubados a 30 ºC por 45 min. As lâminas foram lavadas duas 

vezes com PBS e uma vez com água destilada e deixadas secar por 10 min. O meio de montagem 

“antifade” foi utilizado e a lamínula foi selada com esmalte. 
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3.17. Microscopia eletrônica 

 A verificação se a LIC13418 é expressa na superfície de L. interrogans assim como a 

LipL32 foi realizada como descrito por Barbosa e colaboradores (Barbosa et al., 2010) com 

modificações. Cultura de Leptospira foi fixada com paraformaldeido 2 % e 7 µL da suspensão de 

células foram aplicados na telinha (grade) de níquel previamente recoberta com 

parlodium/carbono por 5 min a temperatura ambiente. O excesso de líquido foi removido com 

papel filtro e as telinhas incubadas por 60 min com os soros pré-imune, anti-LipL32 e anti-

LIC13418 diluídos 1:100 em PBS 0,02 M pH 8,0 contendo BSA 1,5 % e Tween 20 0,01 %. Após 

quatro lavagens em solução de PBS pH 7,4 acrescido de BSA 1,5 % e Tween 20 0,01 %, as 

telinhas foram incubadas com proteína G-ouro de 10 nm (Aurion, Electron Microscopy Sciences, 

Hatfield PA, USA) na mesma solução de PBS por 60 min. As telinhas foram lavadas com PBS 

0,02 M pH 7,4 e água destilada. Após secar ao ar, as lâminas foram examinadas em microscópio 

eletrônico de transmissão LEO 906E (Zeiss, Germany) a 80 kV de voltagem de aceleração. Esse 

ensaio foi realizado com a ajuda da pesquisadora Sylvia Mendes Carneiro do Laboratório de 

Biologia Celular do Instituto Butantan, São Paulo, SP, Brasil. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Construção das bibliotecas de phage display, amplificação e titulação das bibliotecas, 

vetores e fagos auxiliares 

 Para a construção das bibliotecas, o DNA genômico de L. interrogans sorovar 

Copenhageni linhagem Fiocruz L1-130 (o sorovar Copenhageni é o mais frequente no país e a 

linhagem Fiocruz L1-130 foi escolhida, pois o genoma foi sequenciado no Brasil), fragmentado 

aleatoriamente, com tamanhos variando de 2,3 kb a 565 pb (fragmentos maiores) e de 565 pb a 

125 pb (fragmentos menores) foram clonados no sítio SnaBI dos vetores pG8SAET e pG3DSS 

(Figura 6).  

O título primário, ou seja, o número de clones obtidos após a transformação está 

apresentado na Tabela 5. Dez clones de cada biblioteca foram selecionados aleatoriamente e 

sequenciados. 100 % das sequências da BBT1 e 90 % das BBT2, BBT5 e BBT6 deram 

identidade com sequências presentes no genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni 

linhagem Fiocruz L1-130. 

 

Tabela 5. Número de clones obtidos após transformação e título após amplificação das bibliotecas, vetores 

e fagos auxiliares 

  

Número de clones 

(após transformação) 

Número de clones 

(após amplificação) 

BBT1 pG8SAET + maiores 2,5 x 10
5 
UFC 7,7 x 10

8 
fagos/mL 

BBT2 pG8SAET + menores 6,4 x 10
4 
UFC 9,6 x 10

9 
fagos/mL 

BBT5 pG3DSS + maiores 2,8 x 10
5 
UFC 2,2 x 10

9 
fagos/mL 

BBT6 pG3DSS + menores 9,1 x 10
4 
UFC 6,27 x 10

9 
fagos/mL 

pG8 pG8SAET 1,90 x 10
6 
UFC 6,0 x 10

9 
fagos/mL 

pG3 pG3DSS 1,00 x 10
5 
UFC 1,2 x 10

11 
fagos/mL 

M13K07 Fago auxiliar - 7,0 x 10
9 
fagos/mL 

VCSM13 Fago auxiliar - 7,7 x 10
8 
fagos/mL 
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Os fagos auxiliares, M13K07 e VCSM13, após amplificação apresentaram títulos de 7,0 x 

10
9 

fagos/mL e 7,7 x 10
8 

fagos/mL, respectivamente. Como o número de partículas virais por mL 

do M13K07 foi cerca de 10 vezes maior, este foi utilizado para a amplificação das bibliotecas.  

As bibliotecas foram amplificadas e usadas para procedimentos de panning. Os títulos 

obtidos variaram de 7,7 x 10
8 

fagos/mL a 9,6 x 10
9 
fagos/mL (Tabela 5).  

O número de clones obtidos após transformação das bibliotecas variou de 2,8 x 10
5
 para a 

BBT5 até 6,4 x 10
4
 para a BBT2. O menor número de clones requeridos para a cobertura total do 

genoma pode ser calculado pela seguinte fórmula: 

 

N= ln(1-P)/ln(1-a/b) 

 

 Onde, N= número de clones requeridos; P= probabilidade de se isolar uma dada sequência 

específica (99 % de chance de isolar qualquer dada sequência presente em uma única cópia em 

um genoma); a= média dos tamanhos dos fragmentos e b= tamanho do genoma (Jacobsson et al., 

2003). Além deste cálculo, é necessário lembrar que apenas um clone em 18 está na orientação 

correta e codifica uma ORF em fase de leitura aberta correta, pois um clone em três começa 

corretamente, um em três termina corretamente e um em dois clones está na orientação correta 

(Jacobsson et al., 2003; Mullen et al., 2007; Zacchi et al., 2003). 

O genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni linhagem Fiocruz L1-130 consiste de 

dois cromossomos circulares com tamanho total de 4.627.366 pb, cujo cromossomo I possui 

4.277.185 pb e o cromossomo II, 350.181 pb (Nascimento et al., 2004) e considerando que o 

tamanho médio dos fragmentos maiores são 1500 pb; para cobrir todo o genoma desta bactéria, o 

valor de mínimo de UFC (Unidades Formadoras de Colônia) das bibliotecas contendo fragmentos 

maiores deve ser 2,55 x 10
5
 clones e para a as bibliotecas contendo fragmentos menores são 
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necessários 1,1 x 10
6
 clones, uma vez que o tamanho médio dos fragmentos clonados foi de 350 

pb. No caso das bibliotecas construídas com fragmentos maiores (BBT1 e BBT5), a cobertura do 

genoma é de uma vez, mas as BBT2 e BBT6, construídas com os fragmentos menores, o título 

primário não foi suficiente para que todo o genoma fosse representado. Por este motivo, 

resolvemos trabalhar primeiramente com a BBT5, que apresentou maior cobertura do genoma.  

 

4.2. Biopanning  

Para selecionar fagos ligantes a SFB, a biblioteca amplificada BBT5 foi incubada 

primeiramente em BSA para retirar os fagos que se ligam a esta proteína e posteriormente 

incubada em SFB. A albumina é a proteína majoritária do SFB e com este procedimento, espera-

se selecionar ligantes específicos a proteínas de SFB, excetuando a albumina. 

Este procedimento de panning foi realizado como controle, para verificar a especificidade 

dos fagos ligantes nos outros substratos, pois o meio de cultivo de células de mamífero contém 

SFB. Além disso, esse substrato também pode ser importante na interação com L. interrogans. 

 O número de partículas virais obtidas em cada ciclo de seleção em soro fetal está 

representado na Tabela 6. 

 

Tabela 6. Número de partículas virais obtidas em cada ciclo de seleção em soro fetal bovino 

 

SFB Início Fim Amplificado 

Ciclo I 2,2 x 10
8 
 PFU 4,1 x 10

3 
fagos/mL 1,1 x 10

10 
fagos/mL 

Ciclo II 1,1 x 10
9 
PFU  2,8 x 10

3 
fagos/mL 3,0 x 10

8 
fagos/mL 

Ciclo III 3,0 x 10
9 
PFU 1,6 x 10

4 
fagos/mL 8,0 x 10

8 
fagos/mL 

Ciclo IV 8,0 x 10
7 
PFU 7,0 x 10

3 
fagos/mL 3,0 x 10

9 
fagos/mL 
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Anteriormente ao panning em células, foi realizada uma etapa de pré-adsorção para 

subtrair da biblioteca BBT5 fagos que pudessem interagir com BSA ou com SFB, restando assim, 

aqueles capazes de interagir especificamente com as células. 

 O número de partículas virais obtidas em cada ciclo de seleção em células A31 e Vero 

estão representados na Tabela 7 e 8, respectivamente. 

 

Tabela 7. Número de partículas virais obtidas em cada ciclo de seleção em células A31 

 

A31 Início Fim Amplificado 

Ciclo I 2,2 x 10
8 
PFU 1,6 x 10

4 
fagos/mL 5,1 x 10

9 
fagos/mL 

Ciclo II 5,1 x 10
8 
PFU 1,3 x 10

4 
fagos/mL 7,3 x 10

9 
fagos/mL 

Ciclo III 7,3 x 10
8 
PFU 6,4 x 10

3 
fagos/mL 2,3 x 10

8 
fagos/mL 

Ciclo IV 2,3 x 10
7 
PFU 4,0 x 10

3 
fagos/mL 2,8 x 10

9 
fagos/mL 

 

Tabela 8. Número de partículas virais obtidas em cada ciclo de seleção em células Vero 

 

Vero Início Fim Amplificado 

Ciclo I 2,2 x 10
8 
PFU 1,5 x 10

4 
fagos/mL 4,5 x 10

9 
fagos/mL 

Ciclo II 4,5 x 10
8 
PFU 1,1 x 10

4 
fagos/mL 1,3 x 10

10 
fagos/mL 

Ciclo III 1,3 x 10
9 
PFU 2,1 x 10

3 
fagos/mL 2,3 x 10

9 
fagos/mL 

Ciclo IV 2,3 x 10
8 
PFU 4,7 x 10

3 
fagos/mL 5,1 x 10

8 
fagos/mL 

 

 Para identificar as proteínas codificadas pelos clones selecionados e verificar um 

enriquecimento em termos de sequência no panning em SFB, 159 clones, aleatoriamente 

escolhidos, foram submetidos ao sequenciamento de DNA, dos quais 24 foram provenientes dos 

ciclos I e II, 18 do ciclo III e 93 do último. A busca por similaridade foi realizada com o software 

BLAST-X e as sequências então anotadas. 
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 A análise dos clones do ciclo I demonstrou que 61 % das sequências apresentaram 

orientação correta, enquanto 30 % dos insertos estavam em orientação incorreta e 9 % tiveram 

identidade com sequência do vetor vazio (sem inserto). Nos ciclos seguintes de seleção houve um 

aumento na porcentagem de insertos clonados na orientação incorreta, 42, 61 e 52 % nos ciclos 

II, III e IV, respectivamente; e uma redução no número de clones na orientação correta, de 61 % 

no primeiro ciclo para 29 % no último ciclo. No ciclo II, não houve o aparecimento do vetor 

pG3DSS vazio, mas nos III e IV, este apareceu nas porcentagens de 6 e 19 %, respectivamente 

(Figura 16).  

 

 

 

Figura 16. Análise das sequências dos clones eluídos em cada ciclo de panning em Soro Fetal Bovino. 

 

 Para identificar as proteínas codificadas pelos clones recuperados e verificar um 

enriquecimento em termos de sequência, 276 clones do experimento de panning em células A31, 
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aleatoriamente escolhidos, foram submetidos ao sequenciamento de DNA, dos quais 24 foram 

provenientes do ciclo I, 23 do ciclo II, 93 do ciclo III e 136 do último. A busca por similaridade 

foi realizada com o software BLAST-X e as sequências então anotadas. 

 A análise dos clones do ciclo I demonstrou que 35 % das sequências apresentaram 

orientação correta, enquanto 61 % dos insertos estavam em orientação incorreta e 4 % tiveram 

identidade com sequência do vetor vazio (sem inserto). Nos ciclos seguintes de seleção houve um 

aumento na porcentagem de insertos clonados na orientação incorreta, 79, 74 e 62 % nos ciclos 

II, III e IV, respectivamente. O número de clones na orientação correta foi reduzido para 21 %, 

18 % e 29 % nos ciclos II, III e IV, respectivamente. No ciclo II, não houve o aparecimento do 

vetor pG3DSS vazio, mas nos ciclo III e IV, este apareceu nas porcentagens de 8 e 9 %, 

respectivamente (Figura 17). 

 

 

 

Figura 17. Análise das sequências dos clones eluídos em cada ciclo de panning em células A31. 
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 Para identificar as proteínas codificadas pelos clones recuperados após ensaio de seleção e 

verificar um enriquecimento em termos de sequência, 318 clones do experimento de panning em 

células Vero, aleatoriamente escolhidos, foram submetidos ao sequenciamento de DNA, dos 

quais 23 foram provenientes dos ciclos I e II, respectivamente; 93 do ciclo III e 179 do último. A 

busca por similaridade foi realizada com o software BLAST-X e as sequências então anotadas. 

 A análise dos clones do ciclo I demonstrou que 56 % das sequências apresentaram 

orientação correta, enquanto 35 % dos insertos estavam em orientação incorreta e 9 % tiveram 

identidade com sequência do vetor vazio (sem inserto). Nos ciclos seguintes de seleção houve um 

aumento na porcentagem de insertos clonados na orientação incorreta, 52, 60 e 55 % nos ciclos 

II, III e IV, respectivamente. O número de clones na orientação correta foi reduzido para 31 %, 

29 % e 36 % nos ciclos II, III e IV, respectivamente. No ciclo II, 17 % das sequências eram do 

vetor pG3DSS vazio, 11 % no ciclo III e 9 % no último (Figura 18). 

 

 

Figura 18. Análise das sequências dos clones eluídos em cada ciclo de panning em células Vero. 
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4.3. Novo procedimento de panning contra células de mamíferos: Metodologia BRASIL  

 A biblioteca BBT5 (pG3DSS + fragmentos maiores) em DMEM acrescido de BSA 1 %, 

com o título de 1,6 x 10
12 

fagos/mL, foi incubada com a célula LLC-PK1.  

 Quando o primeiro ciclo (LLCPKB5) foi realizado utilizando a metodologia BRASIL, um 

número muito alto, 8,0 x 10
6 

fagos, foi recuperado após eluição por infecção (Tabela 9) e em 

decorrência deste fato, muitos ligantes inespecíficos presentes poderiam ser amplificados e ao 

final de três ciclos não haveria enriquecimento de um clone específico. Deste modo, optou-se por 

um segundo passo de seleção em LLC-PK1 sem amplificação, para evitar que fagos inespecíficos 

fossem selecionados (Markland et al., 1996). 

 Como adaptação a metodologia BRASIL, 1,6 x 10
12 

fagos/mL da BBT5 foram incubados 

com a célula LLC-PK1 durante o primeiro procedimento de panning denominado de eluição I 

(LB5L1), na qual a eluição dos fagos adsorvidos ocorreu por redução do pH, 1,0 x 10
6 

fagos 

foram recuperados e então incubados pela segunda vez com as células. Na eluição II (LB5L2), 

6,61 x 10
4 

fagos foram reavidos (Tabela 9). 

  

Tabela 9. Número de partículas virais obtidas após seleção em células LLC-PK1 

Experimento Metodologia Início Fim 

LB5L1 

BRASIL (adaptada) 

1,6 x 10
11 

fagos 1,0 x 10
6 
fagos 

LB5L2 1,0 x 10
6 
fagos 6,61 x 10

4 
fagos 

    

LLCPKB5 BRASIL (Ciclo I) 1,6 x 10
11 

fagos 8,0 x 10
6 
fagos 

 

Para identificar as proteínas codificadas pelos clones recuperados após eluição II 

(LB5L2), 286 clones do experimento de panning em células LLC-PK1, aleatoriamente 
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escolhidos, foram submetidos ao sequenciamento de DNA. A busca por similaridade foi realizada 

com o software BLAST-X e as sequências então anotadas, onde 1,4 % tiveram identidade com 

sequência do vetor vazio (sem inserto), 0,35 % dos insertos estavam em orientação incorreta e 

98,25 % das sequências apresentaram orientação correta (Figura 19). 

 

 

Figura 19. Análise das sequências dos clones eluídos das células LLC-PK1 durante o procedimento 

denominado de eluição II. 

 

4.4. Análise de fase dos fagos recuperados após biopanning da biblioteca BBT5 contra 

células de mamíferos e soro fetal bovino 

Todas as sequências obtidas após sequenciamento dos ensaios descritos acima foram 

anotadas com auxílio do software BLAST-X e aquelas que codificaram para proteínas com 

orientação correta foram analisadas para verificar a fusão com o vetor e o enriquecimento de uma 

dada sequência. Tanto as que enriqueceram quanto as que codificam proteínas com função 

importante para a patogenicidade e virulência de L. interrogans (mas não enriqueceram) foram 

analisadas.  
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As proteínas em fase estão listadas na Tabela 10. A LIC11719 e LIC10769 foram 

selecionadas em soro fetal bovino, o clone LIC13143 em células de fibroblasto A31 e a 

LIC12976 em células epiteliais LLC-PK1, respectivamente. 

 

Tabela 10. Clones em fase com a proteína pIII obtidos após panning contra células de mamíferos e soro 

fetal bovino (SFB) 

LICs Produto Substrato ciclo Número 

de 

clones 

Fusão Tamanho do 

fragmento 

peptídico 

apresentado pelo 

fago (aa) 

Tamanho da 

proteína 

nativa 

inteira (aa) 

LIC11719 hypothetical 

protein 

SFB IV 5/28 sim 166 315 

LIC10769 processing 

metalloprotease 

SFB I 1/15 sim 121 557 

LIC13143 TlyC A31 IV 1/39 sim 145 444 

LIC12976 putative 

lipoprotein 

LLC-PK1 - 1/286 sim 80 418 

 

As sequências dos fragmentos peptídicos expressas pelos fagos LIC11719, LIC10769, 

LIC13143 e LIC12976 estão apresentadas nas figuras 20, 21, 22 e 23, respectivamente. 
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Figura 20. Sequência de nucleotídeos (948 pb) e aminoácidos (315 aa) da LIC11719. A sequência de 

aminoácidos codificada pelo fago está em azul. 
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Figura 21. Sequência de nucleotídeos (1674 pb) e aminoácidos (557 aa) da LIC10769. A sequência de 

aminoácidos codificada pelo fago está em azul. 
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Figura 22. Sequência de nucleotídeos (1335 pb) e aminoácidos (444 aa) da LIC13143. A sequência de 

aminoácidos codificada pelo fago está em azul. 
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Figura 23. Sequência de nucleotídeos (1257 pb) e aminoácidos (418 aa) da LIC12976. A sequência de 

aminoácidos codificada pelo fago está em azul. 
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Estas proteínas foram analisadas pelos algoritmos Signal P, TMHMM, pSORTb, Pfam e 

Smart quanto a presença de peptídeo sinal, regiões transmembrana, presença e função de 

domínios caracterizados e quanto a sua localização celular (Tabela 11).  

 

Tabela 11. Análise de sequência dos clones em fase 

LICs Smart Signal P TMHMM Pfam Psort 

LIC11719  - - YrdC/SUA5 - 

LIC10769  - 1 Peptidase M16 inativo - 

LIC13143  1-17 4 DUF21/CBS/CorC_HlyC Membrana citoplasmática 

LIC12976 Peptídeo sinal de 1 a 16 - -  - 

 

Estas análises demonstraram que a LIC11719 é uma proteína hipotética com tamanho de 

315 resíduos de aminoácidos, apareceu cinco vezes entre 28 no ciclo IV de panning. Segundo as 

predições, esta proteína não apresenta peptídeo sinal, domínio transmembrana e sua localização 

celular é desconhecida. Mas, o algoritmo Pfam determinou a presença de domínios YrdC e SUA5 

com função de ligação preferencial a dsRNA, o que sugere localização citoplasmática. 

A LIC10769 é uma metaloprotease de processamento com tamanho de 557 resíduos de 

aminoácidos que aparece apenas uma vez em 15 no ciclo I, não apresenta peptídeo sinal nem 

localização celular predita, mas apresenta um domínio transmembrana e pertence à família de 

peptidases M16, subfamília M16B (http://merops.sanger.ac.uk/index.shtml). A família M16 é 

subdividida em três subfamílias de acordo com a estrutura primária (Figura 24).  

No genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni, upstream ao gene da LIC10769, está 

a LIC10768 (Figura 25). Este gene codifica para uma metaloprotease da família M16 e possui o 

motivo HXXEH e aquele gene codifica uma proteína que não possui motivo de ligação a 

http://merops.sanger.ac.uk/index.shtml
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Figura 24. Esquema da organização dos domínios das peptidases da família M16, subfamílias M16A, B e 

C. Adaptado de Ohtsuka et al., 2009. 

 

zinco, mas conserva o par R/Y no sítio ativo (C-terminal). Por predição (Microbes Online Operon 

Predictions for Leptospira interrogans, L1-130), estes genes juntamente com a LIC10770 e a 

LIC10771 estão organizados em um mesmo operon.  

 

Figura 25. Esquema representando a organização dos genes LIC10768 e LIC10769 no genoma de L. 

interrogans sorovar Copenhageni L1-130. 

  

O alinhamento entre as sequências protéicas codificadas pelos genes LIC10768 e 

LIC10769 de L. interrogans com outras proteínas pertencentes à subfamília M16B (SPH2681 e 

SPH2682 de Sphingomonas sp., MPP subunidade α e β de levedura e a proteína BHP de Bacillus 

halodurans, um homodímero) é mostrado na Figura 26. 
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Figura 26. Alinhamento da estrutura primária da LIC10768, LIC10769, BHP, SPH2681, SPH2682 e MPP 

subunidade α e β. O motivo HXXEH está em vermelho e o par R/Y em azul. Os resíduos de aminoácidos 

conservados entre as diferentes proteínas estão marcados em roxo. 
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Com 444 resíduos de aminoácidos, a TlyC (LIC13143) apresenta quatro regiões que se 

inserem na membrana citoplasmática. Foi predita a existência de domínios CBS (cystathionine-

beta-synthase) que podem agir como sensores da energia celular, pois se ligam a AMP, ATP, 

entre outros. Esse domínio também pode estar presente em canais de membrana. O domínio CorC 

HlyC (domínio associado a transportador) é encontrado em proteínas que apresentam o domínio 

CBS, em antiporters Na
+
/H

+
 e também está envolvido com o efluxo de magnésio e cobalto. O 

domínio DUF (Domain of Unknown Function) também foi encontrado. Esta proteína foi 

caracterizada como adesina por Carvalho e colaboradores (2009). 

A LIC12976 foi selecionada em células epiteliais renais LLC-PK1 pela metodologia 

BRASIL (Biopanning and Rapid Analysis of Selective Interactive Ligands). Com 418 

aminoácidos, essa proteína codifica uma possível lipoproteína sem região transmembrana predita 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) contendo peptídeo sinal com lipobox (Setubal et al., 

2006).  

 

4.5. Amplificação dos genes LIC12976, LIC10768, LIC10769 e LIC13418 em diferentes 

sorovares. 

A LIC13418 codifica uma proteína hipotética. Este gene foi selecionado adicionalmente 

àqueles selecionados pela técnica de shotgun phage display. Não tem função predita nem 

domínio conhecido (não foi selecionado pela técnica de shotgun phage display), mas possui 

localização extracelular predita (http://www.psort.org/psortb) e provavelmente está ancorada na 

membrana externa (Viratyosin et al., 2008).  

http://www.psort.org/psortb
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A análise da conservação do gene da LIC12976 em diferentes sorovares de Leptospira foi 

realizada utilizando oligonucleotídeos iniciadores desenhados com base na sequência de L. 

interrogans sorovar Copenhageni linhagem Fiocruz L1-130 (Figura 27).  

Na figura 28 pode-se visualizar que este gene é amplificado em todos os sorovares da 

espécie L. interrogans, pois há amplificação do fragmento de aproximadamente 1,2 kb como 

esperado. No sorovar Patoc da espécie L. biflexa não houve amplificação deste fragmento.  

A análise da conservação dos genes das LIC10768 e LIC10769 em diferentes sorovares 

de Leptospira foi realizada utilizando oligonucleotídeos iniciadores desenhados com base na 

sequência de L. interrogans sorovar Copenhageni (Figuras 29 e 30). 

Nas Figuras 31 e 32 visualiza-se que os genes LIC10768 e LIC10769 são amplificados em 

todos os sorovares da espécie L. interrogans, pois há amplificação dos fragmentos de 1449 pb e 

1359 pb, respectivamente. No sorovar Patoc da espécie L. biflexa, partindo da mesma quantidade 

de DNA molde, não há amplificação desses mesmos fragmentos.  

A análise da conservação do gene da LIC13418 em diferentes sorovares de Leptospira foi 

realizada utilizando oligonucleotídeos iniciadores desenhados com base na sequência de L. 

interrogans sorovar Copenhageni linhagem Fiocruz L1-130 (Figura 33). Na figura 34 pode-se 

visualizar que este gene é amplificado em todos os sorovares da espécie L. interrogans, pois há 

amplificação do fragmento de 1026 pb como esperado. No sorovar Patoc da espécie L. biflexa, 

partindo da mesma quantidade de DNA molde não há amplificação, mesmo o gene se 

encontrando presente nesta espécie. 
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Figura 27. Sequência de nucleotídeos (1257 pb) e aminoácidos (418 aa) da LIC12976. A sequência de 

oligonucleotídeos específicos para a amplificação do gene está marcada em verde (oligonucleotídeo 

iniciador forward) e em azul (oligonucleotídeo iniciador reverse).  A sequência sinal de 16 aa predita pelo 

programa SMART está marcada em cinza. A região do fago está marcada em amarelo. A amplificação 

deste gene iniciou-se na posição 29 aa, excluindo-se a porção hidrofóbica inicial. 
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Figura 28. Amplificação por PCR do gene que codifica a LIC12976 nos sorovares Copenhageni, 

Autumnalis, Canicola, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona e Pyrogenes de L. interrogans e no sorovar 

Patoc da espécie L. biflexa. O Branco é o controle negativo da reação e M é o marcador molecular 1 kb 

plus (Invitrogen). 
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Figura 29. Sequência de nucleotídeos (1629 pb) e aminoácidos (542 aa) da LIC10768. A sequência de 

oligonucleotídeos específicos para a amplificação do gene está marcada em verde (oligonucleotídeo 

iniciador forward) e em azul (oligonucleotídeo iniciador reverse). A sequência sinal de 19 aminoácidos 

predita pelo programa SMART está marcada em cinza e a região transmembrana está marcada em 

vermelho. A amplificação deste gene iniciou-se na posição 61 aa, excluindo-se a porção hidrofóbica 

inicial. 
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Figura 30. Sequência de nucleotídeos (1674 pb) e aminoácidos (557 aa) da LIC10769. A sequência de 

oligonucleotídeos específicos para a amplificação do gene está marcada em verde (oligonucleotídeo 

iniciador forward) e em azul (oligonucleotídeo iniciador reverse). A região transmembrana está marcada 

em vermelho. A região do fago está marcada em amarelo. A amplificação deste gene iniciou-se na posição 

105 aa, excluindo-se a porção hidrofóbica inicial. 
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Figura 31 Amplificação por PCR do gene que codifica a LIC10768 nos sorovares Copenhageni, 

Autumnalis, Canicola, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona e Pyrogenes de L. interrogans e no sorovar 

Patoc da espécie L. biflexa. O Branco é o controle negativo da reação e M é o marcador molecular 

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 

 

 

 

Figura 32. Amplificação por PCR do gene que codifica a LIC10769 nos sorovares Copenhageni, 

Autumnalis, Canicola, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona e Pyrogenes de L. interrogans e no sorovar 

Patoc da espécie L. biflexa. O Branco é o controle negativo da reação e M é o marcador molecular 

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 
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Figura 33. Sequência de nucleotídeos (1026 pb) e aminoácidos (341 aa) da LIC13418. A sequência de 

oligonucleotídeos específicos para a amplificação do gene está marcada em verde (oligonucleotídeo 

iniciador forward) e em azul (oligonucleotídeo iniciador reverse). 
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Figura 34. Amplificação por PCR do gene que codifica a LIC13418 nos sorovares Copenhageni, 

Autumnalis, Canicola, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona e Pyrogenes de L. interrogans e no sorovar 

Patoc da espécie L. biflexa. O Branco é o controle negativo da reação e M é o marcador de tamanho 

molecular 1 kb plus (Invitrogen). 

 

4.6. Conservação dos genes LIC12976 e LIC13418 nos sorovares cujos genomas foram 

sequenciados 

Ao analisar a identidade do gene LIC12976 nas espécies sequenciadas em comparação 

com L. interrogans sorovar Copenhageni linhagem Fiocruz L1-130 verificou-se que este se 

encontra presente em L. interrogans sorovar Lai linhagem 56601 com 100 % de identidade, L. 

borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis linhagens L550 e JB197 com 89 % de identidade e na 

espécie de vida livre L. biflexa sorovar Patoc linhagens Ames e Paris com 39 % de identidade 

(Figura 35).  
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Figura 35. Alinhamento da sequência LIC12976 em diferentes linhagens de Leptospira. Fiocruz- 

sequência da Leptospira interrogans sorovar Copenhageni linhagem Fiocruz L1-130 (GenBank Accession 

YP_002889); Lai- sequência da Leptospira interrogans sorovar Lai linhagem 56601 (GenBank Accession 

NP_710783); L550- sequência da Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis L550 (GenBank 

Accession YP_798794); JB197- sequência da Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis JB197 

(GenBank Accession YP_800034); Paris- sequência da Leptospira biflexa sorovar Patoc linhagem Patoc 1 

(Paris) (GenBank Accession YP_001838255); Ames- sequência da Leptospira biflexa sorovar Patoc 

linhagem Patoc 1 (Ames) (GenBank Accession YP_001961932). Os resíduos de aminoácidos estão 

identificados abaixo do alinhamento como conservado (*), altamente similar (:), e similar (.). O provável 

peptídeo sinal da LIC12976 está sublinhado, o lipobox está em itálico e a sequência de aminoácidos 

codificada pelo fago selecionado está em cinza. 

 

Ao analisar a identidade do gene LIC13418 nas espécies sequenciadas em comparação 

com L. interrogans sorovar Copenhageni linhagem Fiocruz L1-130 verificou-se que este gene é 

menor neste sorovar e se alinha com os genes dos outros sorovares na metade downstream, assim 

ao adicionar a sequência do gene LIC13417 ao alinhamento percebe-se que este gene e o gene 

LIC13418 estão separados por um códon de parada que não existe nos outros genomas 

sequenciados, ou seja nos outros sorovares estes dois genes correspondem a um único gene 

(Figura 36). Sendo assim, o alinhamento dos genes LIC13418 e LIC13417 (considerando a 

sequência da LIC13418) com o presente nos outros genomas mostrou que em L. interrogans 

sorovar Lai linhagem 56601 possui 99 % de identidade, em L. borgpetersenii sorovar Hardjo-

bovis linhagem L550 30 % de identidade e na linhagem JB197 82 % de identidade. Na espécie de 

vida livre L. biflexa sorovar Patoc linhagem Ames 22 % e Paris possui 28 % de identidade.  

 

4.7. Clonagem dos genes LIC12976 e LIC13418  

Os genes LIC12976 e LIC13418 foram amplificados por PCR a partir do DNA genômico 

de L. interrogans sorovar Copenhageni linhagem Fiocruz L1-130. Os produtos das amplificações 

com tamanhos de aproximadamente 1,2 e 1,0 kb, estão apresentados na figura 37 e 38, 

respectivamente. 
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Figura 36. Alinhamento dos genes LIC13417 e LIC13418 da Leptospira interrogans sorovar Copenhageni 

linhagem Fiocruz L1-130 (GenBank Accession YP_003320 e YP_003321, respectivamente) com os 

outros genomas sequenciados: Lai- sequência da Leptospira interrogans sorovar Lai linhagem 56601 

(GenBank Accession NP_714452); L550- sequência da Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis 

L550 (GenBank Accession YP_796675); JB197- sequência da Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo-

bovis JB197 (GenBank Accession YP_802097); Paris- sequência da Leptospira biflexa sorovar Patoc 

linhagem Paris (GenBank Accession YP_001840377); Ames- sequência da Leptospira biflexa sorovar 

Patoc linhagem Ames (GenBank Accession YP_001963983). Resíduos de aminoácidos conservados estão 

indicados no alinhamento em preto. A seta aponta para o códon de parada da LIC13417 e a ponta da 

flecha indica o códon de iniciação da LIC13418. 
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Figura 37. Amplificação por PCR do gene LIC12976. M - marcador de tamanho molecular 1 kb Plus 

DNA Ladder (Invitrogen), B – Branco, L12- amplificação do gene LIC12976 com tamanho de 

aproximadamente 1,2 kb.  

 

Os fragmentos amplificados foram purificados do gel e clonados em pGEM T-easy 

vector. O sequenciamento das construções em pGEM T-easy vector demonstrou que os 

fragmentos foram clonados corretamente.  

Os insertos liberados após digestão das construções pGEM + LIC12976 e pGEM + 

LIC13418 foram purificados do gel e clonados em pAE, previamente digerido. As construções 

dos vetores de expressão foram sequenciadas. 

 
Figura 38. Amplificação por PCR do gene LIC13418. O Branco é o controle negativo da reação e M é o 

marcador de tamanho molecular GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 
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A Tabela 12 resume as características dos fragmentos clonados e das proteínas nativas e 

recombinantes com a massa molecular e o ponto isoelétrico preditos 

(http://web.expasy.org/compute_pi/). 

 

Tabela12. Tamanho dos fragmentos amplificados e características das proteínas nativas e recombinantes 

 

Proteína 

Tamanho do 

fragmento 

amplificado (pb) 

Número de 

aminoácidos da 

proteína (aa) 

Massa molecular da 

proteína nativa 

(kDa) 

Massa molecular da 

proteína recombinante 

(kDa)* 

Ponto 

isoelétrico 

(pI)* 

LIC12976 1173 418 47,774 45,8 8.58 

LIC13418 1026 342 38,03 39,2 7.14 

* considerando a sequência expressa pelo vetor de expressão pAE. 

 

4.8. Purificação das proteínas LIC12976 e LIC13418 

As linhagens de E. coli BL21 Star pLysS e E. coli BL21 SI foram utilizadas para a 

expressão das proteínas recombinantes LIC12976 com indução overnight a 20 ºC e LIC13418 

com indução por 3 horas a 30 ºC, respectivamente. 

Após lise por pressão das bactérias, foi verificado que as proteínas LIC12976 e LIC13418 

foram expressas na fração celular correspondente ao corpúsculo de inclusão. Depois do processo 

de renaturação das proteínas em tampão apropriado, foram purificadas por cromatografia de 

afinidade a níquel.  

A proteína recombinante LIC12976 foi eluída nas concentrações de 60 mM a 1 M, de 

imidazol (Figura 39) e as frações correspondente a 100, 200 e 400 mM foram reunidas. A 

proteína LIC13418 (Figura 40) foi eluída nas lavagens de 60 mM frações 4 e 5; 100 mM todas as 

frações e 200 mM frações 1 e 2 de imidazol que foram reunidas. Ambas as proteínas foram 

dialisadas e armazenadas a 4 ºC para posterior uso.  
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Figura 39. SDS-PAGE 12 % da expressão em larga escala da proteína LIC12976. M é o padrão de massa 

molecular, LMW. StarpLys é o extrato total E. coli Star pLysS vazia, IPTG– refere-se ao extrato total E. 

coli Star pLysS recombinante não induzido, IPTG+, corpúsculo de inclusão; Input, proteína após 

renaturação que entrou na coluna; output, fração não ligada a coluna; 5 mM, 20 mM, 40 mM, 60 mM, 100 

mM, 200 mM, 400 mM e 1 M referem-se as eluições com estas concentrações de imidazol.  

 

 

 

Figura 40. SDS-PAGE 12 % da expressão em larga escala da proteína LIC13418. M é o padrão de massa 

molecular, LMW. Corpúsculo refere-se ao corpúsculo de inclusão solubilizado em ureia 8 M obtido após a 

expressão em bactéria BL21 SI; Input, proteína após renaturação que entrou na coluna; output, fração não 

ligada a coluna; 5 mM, 20 mM, 60 mM 1, 60 mM 5, 100 mM 2, 100 mM 5, 200 mM 2, 200 mM 5, 1 M 2, 

1 M 5 e 1 M 7 referem-se as frações das lavagens com estas concentrações de imidazol.  
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4.9. Western Blot  

 Os soros policlonais contra as proteínas recombinantes LIC12976 (Figura 41) e LIC13418 

(Figura 42) gerados em camundongos foram usados no ensaio de Western Blot e foram 

específicos no reconhecimento da proteína recombinante homóloga. Outras proteínas 

recombinantes como a LigA, LipL32, TlyC, LIC11399 e LIC13435 de L. interrogans foram 

testadas e o soro não reconheceu cruzadamente outra proteína recombinante de L. interrogans. 

 

 

Figura 41. Soro policlonal gerado contra LIC12976 é específico contra a proteína homóloga recombinante. 

Outras proteínas recombinantes foram testadas como LigA, LipL32, TlyC, LIC11399, LIC13435, 

LIC13418. 

 

 

 

Figura 42. Soro policlonal gerado contra LIC13418 é específico contra a proteína homóloga recombinante. 

Outras proteínas recombinantes foram testadas como LigA, LipL32, TlyC, LIC11399, LIC13435, 

LIC12976. 
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Foi verificado que a LIC12976 é expressa em L. interrogans sorovares virulentos e não no 

sorovar Patoc de L. biflexa (Figura 43), enquanto foi possível verificar que a LIC13418 é 

expressa em cultura in vitro de segunda passagem de L. interrogans sorovar Copenhageni 

linhagem Fiocruz L1-130 (Figura 44), cultura considerada virulenta. 

 

 

Figura 43. Presença da proteína LIC12976 em sorovares de L. interrogans. Soro produzido em 

camundongos imunizados com a LIC12976 reage com a proteína nativa presente no extrato de L. 

interrogans dos sorovares Australis, Bratislava, Canicola, Pyrogenes, Hardjo e Copenhageni, mas não é 

capaz de reconhecer no extrato de L. biflexa sorovar Patoc. O soro também reage com a LIC12976 

recombinante. 

 

 

 
 
Figura 44. LIC13418 é expressa em L. interrogans sorovar Copenhageni linhagem Fiocruz L1-130. 

 

4.10. Ensaio de ligação das proteínas recombinantes LIC12976 e LIC13418: células, ECM e 

proteínas plasmáticas. 

 O ensaio de adesão das proteínas recombinantes LIC12976 e LIC13418 às células, aos 

componentes de matriz extracelular e às proteínas plasmáticas imobilizadas demonstrou que estas 

proteínas foram capazes de se ligar às células A31, LLC-PK1 e Vero (Figuras 45 e 46) e ao 

componente de matriz laminina (Figuras 47 e 48). As proteínas recombinantes TlyC (Carvalho et 



93 

 

al., 2009) e LIC13435 (Hashimoto et al., 2011) foram utilizadas como controle positivo e 

negativo, respectivamente (dados não mostrados). 

 

 

 

Figura 45. Adesão da proteína recombinante LIC12976 à células. As células A31, LLC-PK1 e Vero foram 

aderidas a placa de cultura de 96 poços e incubadas com um µg de proteína recombinante. No controle, as 

células A31, LLC-PK1 e Vero foram incubadas com os anticorpos primário e secundário somente, sem a 

proteína recombinante. A detecção da adesão da proteína recombinante foi realizada pelo método de 

ELISA. 
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Figura 46. Adesão da proteína recombinante LIC13418 à células. As células A31, LLC-PK1 e Vero foram 

aderidas a placa de cultura de 96 poços e incubadas com um µg de proteína recombinante. No controle, as 

células A31, LLC-PK1 e Vero foram incubadas com os anticorpos primário e secundário somente, sem a 

proteína recombinante. A detecção da adesão da proteína recombinante foi realizada pelo método de 

ELISA. 

 

 

 

Figura 47. Adesão da proteína recombinante LIC12976 aos componentes da matriz extracelular e a 

proteínas plasmáticas. Um µg de BSA, GM1, fibronectina plasmática, fibronectina celular, fibrinogênio e 

laminina foram usados para revestir microplacas de 96 poços. A detecção da adesão da proteína 

recombinante foi realizada pelo método de ELISA. 
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Figura 48. Adesão da proteína recombinante LIC13418 aos componentes da matriz extracelular e a 

proteínas plasmáticas. Um µg de BSA, GM1, fibronectina plasmática, fibronectina celular, fibrinogênio e 

laminina foram usados para revestir microplacas de 96 poços. A detecção da adesão da proteína 

recombinante foi realizada pelo método de ELISA. 

 

4.11. Ensaio de interferência com laminina em células de mamíferos 

Ensaio de interferência foi utilizado para investigar se laminina é capaz de interferir com a 

ligação das proteínas recombinantes, LIC12976 e LIC13418, às células A31, LLC-PK1 ou Vero. 

Para esse propósito, diferentes concentrações de laminina (0 µg, 0,5 µg, 1,0 µg e 5 µg) foram 

utilizadas e observou-se um aumento de adesão das proteínas recombinantes às células (Figuras 

49 e 51). Quando o experimento foi revelado com soro anti-laminina, foi observado que a 

laminina adicionada às culturas foi capaz de se ligar a células, provavelmente resultando num 

aumento da ligação das proteínas recombinantes, uma vez que estas se ligam a laminina (Figuras 

50 e 52). 
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Figura 49. Adesão da proteína recombinante LIC12976 às células em ensaio de interferência com 

laminina. Quantidades crescentes de laminina (0,5 µg, 1,0 µg, 5 µg) foram incubadas com um µg de 

proteína recombinante. A detecção da adesão da proteína recombinante foi realizada pelo método de 

ELISA usando o soro anti-LIC12976. 

 

 

Figura 50. Adesão da laminina às células em ensaio de interferência com laminina. Quantidades 

crescentes de laminina (0,5 µg, 1,0 µg, 5 µg) foram incubadas com um µg da LIC12976 recombinante. A 

detecção da adesão da laminina foi realizada pelo método de ELISA usando soro anti-laminina. 
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Figura 51. Adesão da proteína recombinante LIC13418 às células em ensaio de interferência com 

laminina. Quantidades crescentes de laminina (0,5 µg, 1,0 µg, 5 µg) foram incubadas com um µg de 

proteína recombinante. A detecção da adesão da proteína recombinante foi realizada pelo método de 

ELISA usando o soro anti-LIC13418. 

 

 

Figura 52. Adesão da laminina às células em ensaio de interferência com laminina. Quantidades 

crescentes de laminina (0,5 µg, 1,0 µg, 5 µg) foram incubadas com um µg da LIC13418 recombinante. A 

detecção da adesão da laminina foi realizada pelo método de ELISA usando soro anti-laminina. 
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4.12. Verificação da expressão da LIC12976 e LIC13418 na superfície celular de Leptospira. 

 A localização celular da LIC12976 nativa foi realizada por imunofluorescência utilizando 

soro policlonal anti-LIC12976 e células de L. interrogans sorovar Copenhageni não 

permeabilizadas. Como pode ser observado na Figura 53, o anti-soro se ligou a superfície da 

bactéria num padrão de pontilhado que sugere que a LIC12976 está localizada em porções 

especiais da superfície bacteriana. Esse resultado não parece ser um artefato desde que é 

reprodutível e a presença desses pontos está quase sempre associada com a presença da bactéria. 

Anti-soro anti-LipL32 e anti-soro não imune foram usados como controles positivo e negativo, 

respectivamente. 

A localização celular da LIC13418 foi visualizada por microscopia eletrônica, onde a 

cultura de L. interrogans foi incubada com anti-LIC13418, anti-LipL32 (controle positivo) e soro 

pré-imune (controle negativo). Como pode ser observado na figura 54, partículas de ouro foram 

ligadas a superfície da bactéria provando que a LIC13418 assim como a LipL32 se localiza na 

superfície celular. 
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Figura 53. Detecção da LIC12976 e da LipL32 na superfície de L. interrogans por imunofluorescência. 

Soro não imune foi utilizado como controle negativo. Aumento de 1000X. 

 

4.13. Ensaio de desafio animal 

Para avaliar o potencial das proteínas recombinantes LIC12976 e LIC13418 como 

candidatas vacinais contra a leptospirose, hamsters foram imunizados com as proteínas 

recombinantes e desafiados com L. interrogans sorovar Copenhageni. Foi observado que a 

LIC12976 e a LIC13418 não foram antígenos protetores (Figuras 55 e 56) em contraste com a 

proteína recombinante LigAC e a vacina comercial (bacterina) - FarrowSure®B da Pfizer para 

uso em suínos. Vacina contra erisipela, leptospirose e parvovirose. Os sorovares Bratislava, 

Canicola, Grippotyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae e Pomona inativadas quimicamente 

compõem a vacina - usadas como controle positivo. 
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Figura 54. Detecção da expressão de LIC13418 na superfície de L. interrogans por microscopia eletrônica, 

partículas de ouro se ligaram a superfície das Leptospiras. A bactéria foi tratada com anti-LipL32, usado 

como controle positivo (A), anti-LIC13418 (B) e soro não imune utilizado como controle negativo (C). 
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Figura 55. Porcentagem de sobrevivência dos grupos de hamsters vacinados com PBS, bacterina (Vacina 

comercial), LigA e LIC12976. 

 

 

Figura 56. Porcentagem de sobrevivência dos grupos de hamsters vacinados com PBS, bacterina (Vacina 

comercial), LigA e LIC13418. 
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5. DISCUSSÃO 

Neste tipo de abordagem experimental de shotgun phage display, teoricamente todos os 

genes do cromossomo bacteriano estão representados na biblioteca construída. Esta técnica está 

sendo utilizada para identificar adesinas e proteínas extracelulares em diversas bactérias 

(Antonara et al., 2007; Beckmann et al., 2002; Bjerketorp et al., 2002; Bjerketorp et al., 2004; 

Jankovic et al., 2007; Mullen et al., 2007; Munoz-Provencio and Monedero, 2011; Nilsson et al., 

2004a; Nilsson et al., 2004b; Nilsson et al., 1998; Rosander et al., 2002; Rosander et al., 2003; 

Rosander et al., 2010; Shkoporov et al., 2008; Wall et al., 2003; Williams et al., 2002b). 

Neste trabalho utilizamos os fagomídeos pG8SAET e PG3DSS para a construção de 

quatro bibliotecas genômicas (BBT1, BBT2, BBT5 e BBT6). 

O fagomídeo pG8SAET (Jacobsson et al., 2003; Zhang et al., 1999) possui o promotor e o 

peptídeo sinal derivado do gene Staphylococcal protein A (Spa) e o sítio de clonagem 

SnaBI/NcoI anterior ao E-tag fusionado ao gene pVIII. A presença do peptídeo sinal é requerida 

para que a proteína de fusão seja endereçada ao periplasma, local em que a partícula viral é 

montada. O peptídeo sinal e o E-tag não estão na mesma fase aberta de leitura, assim a inserção 

de um fragmento de DNA é requerido para a expressão da proteína de fusão/E-tag/pVIII. O E-tag 

codifica para 15 aminoácidos reconhecidos por anticorpo monoclonal e desta forma permite o 

monitoramento do enriquecimento de clones corretos após ciclos consecutivos de panning, além 

de permitir a purificação da proteína recombinante. O fagomídeo pG3DSS (Rosander et al., 

2002) é derivado do pG8SAET, o qual apresenta os polipeptídios clonados fusionados ao gene III 

(o gene da proteína III substitui o gene da pVIII). 

As taxas de cobertura de genoma são variáveis. A biblioteca genômica construída a partir 

de DNA de Streptococcus agalactiae obteve 4 x 10
6 

clones individuais, fato que permitiu uma 

cobertura do genoma de pelo menos 200 vezes (Beckmann et al., 2002). Segundo Shkoporov e 



103 

 

colaboradores (Shkoporov et al., 2008), o mesmo título primário obtido para S. agalactiae, foi 

suficiente para representar todas as ORFs presentes no genoma de Bifidobacterium longum.  

Seria interessante uma maior cobertura do genoma, pois nem todos os clones replicam-se 

igualmente e a expressão de certas proteínas de fusão pode ser tóxica para E. coli. Além disso, a 

apresentação destas proteínas depende de fatores como a compatibilidade com a maquinaria de 

secreção, a presença e manutenção do polipeptídio no espaço periplasmático e a taxa de 

incorporação ao capsídio viral. Todos estes fatores podem contribuir para uma representação 

reduzida de certos clones na biblioteca (Rosander, 2004). Em geral, uma grande diversidade da 

biblioteca permite o sucesso na seleção de ligantes com afinidade alta (Bratkovic, 2010). 

Como o resultado do panning depende diretamente da qualidade da biblioteca (Arap, 

2005), durante os experimentos de panning não foi possível observar um enriquecimento no 

número de clones obtidos após os quatro ciclos de seleção. O resultado esperado para este tipo de 

experimento seria um aumento no número de fagos recuperados após cada ciclo, assim os fagos 

adsorvidos no ciclo IV de seleção deveriam ter a maior contagem de UFC (Beckmann et al., 

2002; Bjerketorp et al., 2002; Williams et al., 2002b). Esse não enriquecimento também foi 

verificado por Mullen e colaboradores (Mullen et al., 2007), ao avaliarem o número de fagos 

ligados ao fim de três ciclos consecutivos em cinco experimentos de panning diferentes com 

bibliotecas de shotgun phage display construídas a partir de DNA genômico de bactérias da 

família Pasteurellaceae (Haemophilus influenzae versus componentes da matriz extracelular-

ECM; Pasteurella multocida versus BSA e ECM; Actinobacillus actinomycetemcomitans versus 

BSA e Aggregatibacter pleuropneumoniae versus fibronectina).  

Além do tamanho da biblioteca e dos fragmentos clonados, outros fatores podem afetar o 

procedimento de panning tais como a condição de eluição e as características do ligante 

(substrato), como quantidade, qualidade e pureza (Jacobsson et al., 2003), o que justificaria o não 
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enriquecimento em número de partículas virais após sucessivos ciclos, pois o fato de haver várias 

lavagens manuais poderia promover uma redução tanto de proteínas quanto das células aderidas 

em proporções desiguais ao longo dos ciclos. Deste modo, a variação na quantidade do ligante 

aderido poderia afetar a quantidade de fagos recuperados. 

Além disso, para eliminar a seleção de fagos não específicos às células, primeiramente foi 

permitida a ligação da biblioteca com BSA e SFB imobilizados, assim após screening negativo, 

permaneceriam os fagos capazes de ligar especificamente às células (Pande et al., 2010). 

Nos três ensaios executados com a BBT5 (SFB, células A31 e Vero), construída no vetor 

pG3DSS, um grande número de clones com orientação incorreta foi recuperado. Esse problema 

poderia ser reduzido com o uso de anticorpo monoclonal, o qual reconhece os 15 aminoácidos 

codificados pelo E-tag quando este se encontra em fase com a proteína de fusão, assim clones 

reconhecidos pelo anticorpo (positivos para E-tag), provavelmente codificariam para proteínas 

reais presentes no genoma de L. interrogans (Jacobsson et al., 2003; Rosander et al., 2002).  

Segundo Rosander e colaboradores (2002), após o panning da biblioteca contra o 

anticorpo monoclonal anti E-tag, a maioria dos fagos selecionados apresentam fragmentos 

clonados em fase com a proteína pIII. Em 2003, Rosander e colaboradores durante a identificação 

de proteínas presentes na superfície celular da bactéria Bradyrhizobium japonincum usando esta 

mesma técnica demonstraram que somente o primeiro ciclo de panning era suficiente para obter 

cerca de 90 % de clones corretos (em fase com a proteína de fusão). Bjerketorp e colaboradores 

(2004), após o primeiro panning contra anticorpo anti E-tag, mostraram que aproximadamente 50 

% dos clones estavam corretos e somente um clone que não estava em fase com o vetor foi 

verificado após o sequenciamento do segundo e terceiro ciclos. Entretanto, esta ferramenta não 

foi utilizada nestes ensaios, pois não dispúnhamos do reagente devido à parada de 

comercialização do mesmo pela Amersham (GE Heathcare Life Sciences). Algum tempo depois, 
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obtivemos o anticorpo monoclonal da empresa Abnova, mas após o procedimento de panning 

contra este substrato ainda recuperávamos grande parte dos fagos da biblioteca na orientação 

incorreta (dados não mostrados). 

Devido a estes problemas, a técnica BRASIL (Giordano et al., 2001), que objetiva a 

diminuição de fagos inespecificamente ligados no procedimento de panning, com modificações, 

foi introduzida nos experimentos com a célula LLC-PK1. Optou-se por um segundo passo de 

seleção em LLC-PK1 sem amplificação, para evitar que fagos inespecíficos fossem selecionados 

(Markland et al., 1996). 

 Mesmo com os problemas encontrados durante a execução da técnica de shotgun phage 

display foram selecionados quatro clones: a LIC11719, LIC10769, LIC13143 e LIC12976. 

Decidimos não trabalhar com os clones LIC11719 e LIC13143 (TlyC). O primeiro, 

mesmo tendo enriquecido em número de sequências, inferimos se tratar de uma proteína 

citoplasmática. A TlyC também não foi escolhida por se tratar de uma adesina já caracterizada 

por nosso grupo, onde Carvalho e colaboradores (Carvalho et al., 2009) mostraram que a TlyC 

está presente na superfície celular de L. interrogans e é capaz de se ligar a componentes de matriz 

extracelular, mas não apresenta atividade hemolítica como predito.  

Dentre os clones obtidos pela técnica de shotgun phage display decidimos iniciar os 

estudos com a LIC10769 e com a LIC12976. Além disso, selecionamos a LIC13418 devido a 

suas características como proteína com função desconhecida, mas predita como presente na 

membrana externa (Viratyosin et al., 2008). Considera-se que as Leptospiras possuem um 

mecanismo de virulência único, pois há ausência de fatores de virulência homólogos a outras 

espécies e os genes com função desconhecida representam 60 % do conjunto de genes específicos 

de L. interrogans (Adler et al., 2011). Nesse contexto, a sequência completa do genoma 

bacteriano representa um vasto reservatório de genes que codificam potenciais antígenos, em 
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geral, proteínas expostas na superfície celular, que podem ser selecionados e testados como 

candidatos vacinais (Serruto et al., 2009). Recentemente, visando o melhor entendimento da 

patogenicidade, os genomas de mais duas espécies de Leptospira, Leptospira santarosai 

pertencente ao subgrupo das patogênicas e a Leptospira licerasiae do subgrupo intermediário 

foram sequenciados (Chou et al., 2012; Ricaldi et al., 2012). 

A LIC10769 é uma metaloprotease de processamento e pertence à família de peptidases 

M16, subfamília M16B. No genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni, upstream ao gene 

da LIC10769, está a LIC10768 também uma metaloprotease da família M16 e as duas, 

provavelmente, são expressas em uma única unidade transcricional. 

Em eucariotos, são conhecidas como proteases de processamento, pois clivam a sequência 

sinal de proteínas transportadas para mitocôndria e cloroplasto. Mas em procariotos, a função 

biológica das proteínas que pertencem a essa subfamília é desconhecida. A família M16 é 

subdividida em três subfamílias de acordo com a estrutura primária. Os membros das subfamílias 

M16 A e C possuem aproximadamente 100 kDa com 4 domínios presentes em uma única cadeia 

polipeptídica e os representantes da subfamília M16B formam heterodímero e cada monômero 

tem aproximadamente 50 kDa. A subunidade β possui motivo de ligação a zinco e a subunidade α 

possui um loop rico em glicina no domínio C-terminal. Entre as enzimas que faltam o loop rico 

em glicina encontra-se o par R/Y conservado, presente, em geral, em proteínas de procariotos 

(Aleshin et al., 2009; Ohtsuka et al., 2009). 

Semelhante a organização predita dos genes LIC10768 e LIC10769 em L. interrogans, a 

bactéria Sphingomonas sp. possui dois genes presentes numa mesma unidade transcricional que 

codificam metaloproteases pertencentes a subfamília M16B, a SPH2681 (48 kDa cell surface 

protein), proteína periplasmática com motivo HXXEH de ligação a zinco e que não exibe 

atividade como monômero e a SPH2682 que não possui motivo de ligação a zinco e conserva o 
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par R/Y no sítio ativo (domínio C-terminal). Somente o heterodímero formado pelas proteínas 

SPH2681 e SPH2682 é ativo (Maruyama et al., 2011).  

A LIC12976 selecionada pela metodologia BRASIL é uma provável lipoproteína 

contendo lipobox (Setubal et al., 2006). A LIC12976 também foi selecionada em panning in vivo 

contra rim de hamster pela aluna de doutorado Ana Tung Ching Ching. Lipoproteínas bacterianas 

são um conjunto de proteínas de membrana com muitas funções diferentes, localizam-se em sua 

maioria na face periplasmática ou na membrana externa de bactérias gram-negativas e muitas 

vezes são requeridas para a virulência de inúmeras bactérias patogênicas, nas quais desempenham 

uma série de papéis na interação patógeno-hospedeiro que vão desde a adesão a superfície do 

hospedeiro com indução de processos inflamatórios até a translocação de fatores de virulência 

para o interior do citoplasma da célula hospedeira (Kovacs-Simon et al., 2011). Para Leptospiras, 

as lipoproteínas têm papel estrutural e funcional importantes, pois podem ser enzimas, 

transportadores, adesinas, toxinas entre outras proteínas essenciais para a virulência da bactéria 

(Madan Babu and Sankaran, 2002). O genoma de Leptospira spp codifica mais lipoproteínas que 

genomas de bactérias não espiroquetas (Ko et al., 2009), são as proteínas mais abundantes nas 

membranas desses organismos (Haake, 2000). Diante disso, tem-se um grande interesse no 

desenvolvimento de vacinas de subunidade usando lipoproteínas recombinantes para prevenir a 

doença (Haake, 2000; Wang et al., 2007).  

A extração do DNA de diferentes sorovares seguida da técnica de PCR permite a análise 

da conservação dos genes como LIC10768, LIC10769, LIC12976 e LIC13418, mostrando que 

são conservados em todos os sorovares patogênicos testados, mas não conservados na linhagem 

de vida livre L. biflexa mesmo com os ortólogos estando presentes. Esse tipo de abordagem é 

especialmente importante quando se objetiva a produção de vacina (Hashimoto et al., 2011), pois 

sabe-se que há uma grande diversidade de composição antigênica entre os sorovares de L. 
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interrogans (Levett, 2001). Nesse contexto, a proteína de membrana Loa22 que demosntrou ser 

importante para a virulência em modelo animal também está presente no genoma de L. biflexa 

(Picardeau et al., 2008; Ristow et al., 2007). A adesina Lsa27 mostrou-se conservada somente nos 

sorovares Copenhageni e Icterohamorrhagiae não estando presente no genoma de L. biflexa 

(Longhi et al., 2009). A mesma técnica demostrou que os genes LIC10368 e LIC12099 que 

codificam para Lsa21 e LipL53, respectivamente, estão presentes somente nos sorovares 

patogênicos (Atzingen et al., 2008; Oliveira et al., 2010). 

A LIC12976 e a LIC13418 foram clonadas e expressas na forma de corpúsculo de 

inclusão. E. coli é a bactéria mais usada como hospedeiro para a expressão de proteínas 

recombinantes, devido as facilidades do sistema de expressão como a relativa simplicidade, baixo 

custo, obtenção de altas densidades bacterianas, ao conhecimento da genética dessa bactéria e ao 

grande número de ferramentas moleculares disponíveis para este organismo. Em contrapartida, a 

expressão de proteínas recombinantes neste hospedeiro pode levar a formação de proteínas 

insolúveis em corpúsculos de inclusão (Sorensen and Mortensen, 2005). Quando os corpúsculos 

de inclusão são formados, a sua solubilização é difícil e requer agentes caotrópicos como a uréia 

(Sorensen et al., 2004). A renaturação é iniciada pela redução da concentração do agente 

desnaturante, transferindo-se as moléculas de proteína para um tampão sem o agente desnaturante 

(Tsumoto et al., 2003).  

Mesmo a expressão sendo em corpúsculo de inclusão, essas proteínas foram 

possivelmente renaturadas por diluição e utilizadas para a imunização de camundongos. O 

potencial antigênico das proteínas foi avaliado pela técnica de ELISA demonstrando que são 

altamente imunogênicas uma vez que a resposta humoral foi alta além de específica, pois os soros 

não foram capazes de reconhecer outras proteínas recombinantes de L. interrogans como 

demonstrado por Hashimoto e colaboradores (2011) com a rLIC13435. 
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Pela técnica de Western Blot foi verificado que a LIC12976 é expressa em todos sorovares 

virulentos de L. interrogans testados e a LIC13418 é expressa no sorovar Copenhageni de L. 

interrogans. Nos ensaios de Western Blot realizados utilizando diferentes sorovares de L. 

interrogans não foi possível verificar se a LIC13418 é também expressa nos outros sorovares e se 

o seu tamanho é maior que a observada para L. interrogans sorovar Copenhageni. Essa técnica 

também foi utilizada para demonstrar que Lsa63, uma adesina de L. interrogans, mesmo tendo 

ortólogo no genoma de L. biflexa com 39 % de identidade, mostrou-se expressa e conservada 

somente em extratos de proteínas totais dos sorovares virulentos (Vieira et al., 2010), e que os 

soros produzidos contra LipL32 e seus fragmentos são capazes de reconhecer a proteína nativa 

somente em extratos proteicos virulentos corroborando com o fato de L. biflexa não apresentar 

este gene em seu genoma (Hauk et al., 2008; Picardeau et al., 2008). TlyB mas não TlyC foi 

identificada na espécie saprofítica, mesmo os genes estando presentes no genoma dessa espécie 

(Carvalho et al., 2009). Também com esta técnica foi verificado que a OmpL37 é expressa 

somente nos sorovares de espécies patogênicas (Pinne et al., 2010). 

Em ensaio de localização celular usando técnicas de microscopia como 

imunofluorescência e eletrônica observamos que L. interrogans apresenta as proteínas LIC12976 

e LIC13418 nativas na sua superfície. A LipL32 foi utilizada como controle positivo por se 

localizar na membrana externa em múltiplas cópias (Hauk et al., 2008). Utilizando técnicas 

similares, outras proteínas também foram confirmadas estarem presentes na superfície bacteriana 

como OmpL1, LenA, LenD, Loa22 (Ko et al., 2009), TlyC (Carvalho et al., 2009), Lsa63 (Vieira 

et al., 2010), Lsa30 (Souza et al., 2012), Lsa27 (Longhi et al., 2009), Lsa21 (Atzingen et al., 

2008), LipL53 (Oliveira et al., 2010). 

Como a LIC12976 e a LIC13418 localizam-se na superfície celular de L. interrogans 

serovar Copenhageni, nós fomos avaliar a capacidade de interação com o hospedeiro. 
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Em ensaio de adesão foi verificado que tanto a LIC12976 quanto a LIC13418 são capazes 

de ligarem-se as células A31, LLC-PK1 e Vero e especificamente a laminina. A adesão da 

bactéria ao tecido hospedeiro é um fator de extrema importância para o desenvolvimento da 

infecção e em bactérias a molécula laminina serve como substrato para essa adesão (Mecham, 

1991). Muitas adesinas de L. interrogans foram caracterizadas pela capacidade de ligação ao 

componente de matriz extracelular laminina (Atzingen et al., 2008; Atzingen et al., 2009; 

Barbosa et al., 2006; Carvalho et al., 2009; Longhi et al., 2009; Mendes et al., 2011; Oliveira et 

al., 2011; Oliveira et al., 2010; Pinne et al., 2010; Souza et al., 2012; Vieira et al., 2010). Essa 

grande quantidade de adesinas identificadas pode representar um processo redundante de 

interação com o hospedeiro para assegurar o sucesso durante a infecção. 

No ensaio de interferência com laminina observou-se que as proteínas recombinantes se 

aderem mais às células quanto mais laminina estava presente, indicando que a LIC12976 e a 

LIC13418 se aderem a laminina em solução e esta por sua vez se adere à superfície das células 

imobilizadas na placa. Isso pode ser explicado devido à capacidade das moléculas de laminina se 

aderir a várias superfícies celulares por meio de receptores como é o caso das integrinas, as 

moléculas mais bem caracterizadas receptoras de matriz extracelular (Mecham, 1991; Singh et 

al., 2012). 

In vitro, foi demonstrado que a L. interrogans é capaz de se ligar mais eficientemente a 

células que aos componentes da matriz extracelular (Breiner et al., 2009). Além disso, leptospiras 

patogênicas ao contrário da não patogênica se aderem ou entram mais eficientemente nas células 

epiteliais renais, endoteliais, fibroblastos e macrófagos (Breiner et al., 2009; Yang, 2007). São 

capazes de penetrar em células do hospedeiro e translocar através das monocamadas de células 

polarizadas. Não são consideradas patógenos intracelulares, há somente uma passagem transiente 

no interior das células cujo processo de entrada é desconhecido e não obrigatório. As leptospiras 
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internalizadas são observadas no citoplasma e dentro de compartimentos fagossomais sugerindo 

um mecanismo de propagação para órgãos alvo e de evasão do sistema imune (Ko et al., 2009; 

Toma et al., 2011). 

Mesmo assim, os mecanismos de virulência e a biologia do agente causador da 

leptospirose permanecem desconhecidos, fatores de virulência identificados até o momento, 

como é o caso da LIC12976 e LIC13418, são em geral proteínas de superfície que medeiam a 

interação da bactéria com o tecido hospedeiro (Ko et al., 2009). Sabe-se que após penetração no 

organismo do hospedeiro e disseminação no sistema circulatório, as bactérias se espalham através 

das junções intercelulares. O rim é o principal órgão alvo da bactéria na infecção aguda e na 

infecção crônica, leptospiras podem colonizar e persistir no túbulo proximal levando a nefrite 

crônica e fibrose (Yang, 2007). 

As vacinas desenvolvidas para leptospira possuem baixa eficácia, são sorovar específicas 

e a imunidade passageira (Hashimoto et al., 2011) havendo necessidade de revacinação anual 

(Adler and de la Pena Moctezuma, 2010). Assim, devido ao grande número de casos de 

leptospirose torna-se emergencial o desenvolvimento de vacina que possa prevenir a doença, 

nesse sentido proteínas recombinantes de Leptospira têm sido testadas como candidatas vacinais, 

entre elas tem-se maior interesse pelas lipoproteínas, proteínas de membrana externa e fatores de 

virulência (Vijayachari et al., 2008). Como exemplo, tem se a co-administração da OmpL1 e 

LipL41 que exibem um sinergismo e levam a 71 % de imunoproteção (Haake et al., 1999), a 

OmpL1 também foi testada como vacina de DNA levando a um retardamento do tempo de morte 

(Maneewatch et al., 2007). A LipL32 foi capaz de induzir resposta imune protetora como vacina 

de DNA (Branger et al., 2005), quando expressa em adenovirus (Branger et al., 2001), como 

BCG recombinante (Seixas et al., 2007), coadministrada ou fusionada com a subunidade B da 

enterotoxina termo-lábil de E. coli (LTB) (Grassmann et al., 2012), LigA e LigB foram capazes 
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de induzir resposta imune protetora em modelo murino (Koizumi and Watanabe, 2004). A LigA, 

porção carboxi- terminal, é um bom controle positivo para ensaios de desafio animal, pois 

confere até 100 % de proteção aos hamsters desafiados com leptospiras mesmo não sendo 

esterilizante (Silva et al., 2007). Coutinho e colaboradores (2011) demonstraram que três 

domínios da proteína LigA conferem imunidade com 100 % de sobrevivência (Coutinho et al., 

2011). 

No nosso experimento, a LIC12976 e a LIC13418 foram ineficazes como candidatas 

vacinais em comparação com os 100 % de proteção dos controles positivos bacterina e a proteína 

recombinante LigAC. Similarmente, a rLIC13435 e as esfingomielinases Sph2 e SphH não foram 

capazes de gerar proteção em hamsters (Carvalho et al., 2010; Hashimoto et al., 2011) e a adesina 

LipL53 gerou somente 30 % de sobrevivência em comparação com a bacterina, que neste ensaio, 

protegeu 80 % dos animais (Oliveira et al., 2010). Com as proteínas recombinantes rLIC12730 e 

rLIC10494 foi obtida uma imunoproteção parcial não esterilizante (Atzingen et al., 2010). 

Este trabalho contribuiu para a identificação das novas adesinas LIC13418 e LIC12976. 

Esta última usando a técnica de shotgun phage display. Adesinas contribuem para a virulência 

bacteriana. A ligação à célula hospedeira é uma das mais importantes habilidades para o 

estabelecimento da doença. Portanto, a pesquisa envolvendo a caracterização de adesinas pode 

contribuir para o conhecimento da primeira etapa envolvida na interação patógeno-hospedeiro. 

Além disso, a pesquisa por adesinas pode contribuir para o desenvolvimento de vacinas que 

poderiam bloquear o primeiro passo da infecção (adesão celular), prevenindo assim a infecção 

bacteriana (Wizemann et al., 1999). Infelizmente, nenhuma das duas adesinas caracterizadas 

neste trabalho teve capacidade protetora em hamsters.  
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6. CONCLUSÕES 

Este é o primeiro trabalho em que bibliotecas de shotgun phage display foram construídas 

com o objetivo de selecionar adesinas de L. interrogans capazes de ligarem-se às células. Deste 

modo, foi possível construir quatro bibliotecas e a biblioteca BBT5 com maior cobertura do 

genoma foi utilizada nos experimentos de panning. 

Apesar dos problemas inerentes da técnica, como a falta de enriquecimento característico, 

provavelmente devido a presença de fragmentos de DNA genômicos clonados fora de fase com a 

pIII, a baixa cobertura do genoma e a presença de dois fragmentos gênicos diferentes num 

mesmo inserto, os clones LIC11719, LIC10769, LIC13143 e LIC12976 foram selecionados. 

Além disso, a LIC13418 foi incorporada ao trabalho devido suas características como proteína 

hipotética e possivelmente de membrana externa podendo desempenhar a função de adesina. 

Os genes LIC12976, LIC10768, LIC10769 e LIC13418 mostraram-se conservados em 

diferentes sorovares patogênicos, sendo uma característica importante para o desenvolvimento de 

vacina. 

A expressão heteróloga mesmo em corpúsculo de inclusão, das proteínas LIC12976 e 

LIC13418 utilizado E. coli como hospedeira foi importante para a obtenção de grandes 

quantidades de proteínas para ensaios biológicos e obtenção de vacina de subunidade. 

Estas proteínas se mostraram imunogênicas em camundongos permitindo a obtenção de soros 

com altos títulos capazes de reconhecer especificamente a proteína recombinante homóloga e a 

proteína nativa em L. interrogans. 

A caracterização das proteínas LIC12976 e LIC13418 mostrou que são capazes de ligar a 

células e especificamente a laminina desempenhando um papel de adesina neste patógeno. 

As proteínas foram testadas como vacina de subunidade não sendo observada atividade 

protetora em animais desafiados com L. interrogans. 
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As proteínas recombinantes e os soros obtidos são ferramentas importantes que poderão 

auxiliar nos estudos do papel destas proteínas na biologia da interação patógeno-hospedeiro na 

leptospirose.  
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