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A LEPTOSPIROSE 

A leptospirose é uma doença infecciosa causada por espécies 
patogênicas de bactérias do gênero Leptospira.

0,1-0,2 µm de diâmetro

6 a 20 µm de comprimento 

Tempo de geração: 4 a 6 horas

Agente etiológico

Leptospira interrogans



O ciclo de transmissão envolve a interação entre reservatórios 

animais, um ambiente favorável e grupos humanos/animais 

susceptíveis 



Ocupacionais e recreacionais



Saneamento básico

1 bilhão de pessoas vivem em favelas
(15% da população mundial)



•• Fase aguda e convalescente Fase aguda e convalescente 
•• Corrente sanguínea        multiplicamCorrente sanguínea        multiplicam--se       BACTEREMIA se       BACTEREMIA 

•• Em 90% dos casos são benignos e Em 90% dos casos são benignos e autolimitantesautolimitantes

•• Estado Estado febril, dores febril, dores de cabeça, musculares e de cabeça, musculares e abdominais, abdominais, 
vômitos, anemia, icterícia...vômitos, anemia, icterícia...vômitos, anemia, icterícia...vômitos, anemia, icterícia...

••Fase imuneFase imune
•• DesaparemDesaparem da circulaçãoda circulação

•• Produção de Produção de AcAc

•• Eliminação de Eliminação de leptospirasleptospiras na urinana urina

••Leptospirose Leptospirose severasevera
•• Síndrome de Síndrome de WeilWeil e e síndrome hemorrágica pulmonar grave síndrome hemorrágica pulmonar grave 
(SPHS) com taxa de mortalidade de >50%. (SPHS) com taxa de mortalidade de >50%. 



- Cerca de 13.000 casos notificados por ano

Fonte:

- Cerca de 13.000 casos notificados por ano

- Destes 3.000 são confirmados

- 300 óbitos/ano 



Períodos de chuva Períodos de chuva 

chegam a 100.000 os chegam a 100.000 os 

casos notificadoscasos notificados



60% dos casos de leptospirose no 

Brasil (2001 – 2007) estão 

associados a zona urbana



VacinasVacinas

BacterinaBacterina

Convencionais Recombinantes

EstasEstas vacinasvacinas podempodem serser

desenvolvidasdesenvolvidas dede diversasdiversas maneiras,maneiras,

dependendodependendo dodo antígenoantígeno emem questãoquestão ee

• Específicas

• Imunidade curta

• LPS

dependendodependendo dodo antígenoantígeno emem questãoquestão ee

dodo tipotipo dede respostaresposta imuneimune queque sese buscabusca

desencadeardesencadear contracontra eleele..

Vacinas de DNAVacinas de DNA

Vacinas VetorizadasVacinas Vetorizadas

Vacinas de SubunidadeVacinas de Subunidade



� Subunidade Recombinante

� Vacina de DNA� Vacina de DNA

� Vetorizadas



Usam fragmentos antigênicos
de um microrganismo que melhor

• Mais produzidas e 
administradasde um microrganismo que melhor

estimulam uma resposta imune. As
vacinas de subunidades produzidas
por técnicas de engenharia
genética, onde outros
microrganismos são programados
para produzir a fração antigênica
desejada, são chamadas de vacinas

recombinantes.

administradas

• São licenciadas 

• Pouco ou nenhum efeito 
colateral

• Induz imunidade humoral

Escherichia coli

Pichia pastoris



Subprojeto 1 





Transferência de um grupo 
diacilglicerídeo para a cisteína

PROLIPOPROTEÍNA

PROLIPOPROTEÍNA MODIFICADAPROLIPOPROTEÍNA MODIFICADA

Clivagem da seqüência sinal

APOLIPOPROTEÍNA

Acetilação grupo amino na porção     
N-terminal da cisteína 

LIPOPROTEÍNA



A região lipobox do peptídeo sinal das lipoproteínas das 
espiroquetas as diferencia das lipoproteínas de outras 
bactérias

Lipobox





Transformação da 

E.coli

Bactérias- Escherichia coli

Vantagens:

. Facilidade de crescimento

. Purificação (secreção, fusionadas)

Diferentes sistemas de expressão

Purificação da 

Proteína

Cultura de 

Células

. Purificação (secreção, fusionadas)

. Várias cepas com o genótipo 
conhecido
. Vários plasmídeos comercialmente 
disponíveis
. Menor custo

Desvantagens:

. Sem modificações pós-tradução
(ex:glicosilações)



Lipoproteína de L interrogans LIC11058

É uma vacina composta de DNA plasmidialÉ uma vacina composta de DNA plasmidial

capaz de expressar uma proteína antigênica no

interior de células transfectadas, induzindo

uma resposta imune.



Vacinas de DNA
Vantagens:

-Estabilidade
-Resposta imune de amplo 
espectro (humoral e celular)
-Resposta imune de longa duração
-Possibilidade de utilização de -Possibilidade de utilização de 
vários genes simultaneamente
-Busca de candidatos a vacinas 
(rapidez)
-Sem risco infeccioso
-Fácil preparo, menor custo

Desvantagens:

- Não licenciadas



rAmpicilina

Intron

Promotor CMV

EcoRI (1251)

VETORES PLASMIDIAIS
Vetor de Expressão em Eucariotos

pTarget
5670 bp

rNeomicina

Poly A

BamHI (1257)

EcoRI (1319)

HindIII (1326)



Grupos Imunógeno Número de 
animais

Dose Adjuvante Número de doses Via Desafio (21 dias após 2ª 
dose)

A DNA + DNA 8 100 µg - 1 (dia 0) + 1 (dia 21) IM 5 x DL50 L. interrogans L1-130A DNA + DNA 8 100 µg - 1 (dia 0) + 1 (dia 21) IM 5 x DL50 L. interrogans L1-130

B DNA + proteína 8 100 µg Al(OH)3 15% 1 (dia 0) + 1 (dia 21) IM 5 x DL50 L. interrogans L1-130

C proteína + proteína 8 100 µg Al(OH)3 15% 1 (dia 0) + 1 (dia 21) IM 5 x DL50 L. interrogans L1-130

D PBS 8 100 µL Al(OH)3 15% 1 (dia 0) + 1 (dia 21) IM 5 x DL50 L. interrogans L1-130

E Bacterina 6 109 cél.mL-1 Al(OH)3 15% 1 (dia 0) + 1 (dia 21) IM 5 x DL50 L. interrogans L1-130



Subprojeto 2 



� levedura metilotrófica
� utiliza metanol como única fonte de carbono 

� adequada para a expressão de proteínas heterólogas

� fácil manipulação genética

� crescimento rápido em meios relativamente simples

� promotor AOX induzível por metanol

� alta taxa de expressão

� capacidade de fazer modificações pós-traducionais

� permite expansão para produção de proteínas                                                          

em escalas industriais



� Expostas na superfície celular
� Expressas durante a infecção em mamíferos
� Conservadas em sorovares patogênicos
� Ausentes em saprófitas� Ausentes em saprófitas
� Ligantes de componentes da matriz extracelular

LipL32 LigA





Schematic representation of LigA and LigB proteins and recombinant fragments. Boxes represent bacterial immunoglobulin-like (Big) tandem 
repeat domains (~90 amino acids). Amino acids 102 to 630 (Big domains 2-6 and part of 7) of LigA and LigB, the region with 100% amino acid 
sequence identity between these two proteins, are represented as grey boxes. The C-terminal Big domains of LigA (amino acid position 631-
1,224) and LigB (amino acid position 631-1,119) have lower amino acid sequence identity (38%) and are represented as hatched boxes. Lines 
represent the three recombinant fragments, LigANI, LigBrep and LigBNI that were cloned and expressed.



� LigAni

67 – 100% de 

imunoproteção

em hamsters



� LipL32 rHap1 produced in E. coli was tested in vaccination trials

but showed no evidence of direct protection (data not shown).



Extração de DNA 

genômico Amplificação dos 

lipL32 (766pb)

BamHI Bcl I 

ligA

ligAni (1803 pb)

genes alvos

Ligação

Screening

Transformação 

em E.coli TOP10
Digestão para 

checar 

liberação do 

inserto



Extração de plasmídeos em 

ppicZαB/ligAni ppicZαB/lipL32

Linearização 

dos plasmídeos

(PmeI)

Transformação em 

Pichia pastorislarga escala Pichia pastoris

(5 – 10 µg de DNA)

Colony blottingPCR de colônia
Avaliação da expressão em 

meio líquido



� Purificação/Concentração das proteínas

� Precipitação com sulfato de amônia

� Ultrafiltração

� Liofilização



Solução saturada 

de sulfato de 

amônia 85% � 25%

� 35%

Concentração do sal

• Incubadas sob agitação 
por 1 h à 4 °C

• Centrifugadas 10.000 x g 

90 mL de 

sobrenadante 

contendo as 

proteínas 

recombinantes

� 35%

� 45%

� 60%

� 70%

� 80%

• Centrifugadas 10.000 x g 

por 15 min à 4 ºC 

• Pellet ressuspendido em 
PBS pH 7.4

• Dialisadas por 48 h em 
PBS 

• Analisadas e 
quantificadas



� Colunas MicroconYM-30 (Millipore)



• 2 mL sobrenadante cultivo

• Liofilizadas durante 28 h 

• Ressuspendidas em PBS
- mesmo volume inicial
- 10 x concentrada

• Analisadas e quantificadas



� N-glicosilação (preferencial) – de 8 a 14 resíduos de
manose adicionados.

(Asn-X-Ser/Thr)

� O-glicosilação (pouco conhecida)

� LipL32  (Asn-Glu-Thr) – 1 sítio

� LigAni (Asn-Ile-Thr) – (Asn-Val-Ser) – (Asn-Ser-Thr) – (Asn-Ala-Thr) -

(Asn-Ala-Thr) – (Asn-Ile-Thr) – (Asn-Ile-Thr) – 7 sítios  



Digestão com Endo H e PNGase F 

1 – 20 µg das 
proteínas 

recombinantes

Incubadas com tampão de 
desnaturação de proteínas 1x

(100 ºC por 10 min)

1 – 5 µL Endo H
Tampão de reação G5 5x

(37 ºC por 1 h)

1 – 5 µL PNGase F
Tampão de reação G7 10x

(37 ºC por 1 h)

SDS-page
WB



� Avaliação do potencial 
imunoprotetor em hamsters das 

proteínas LigAni e LipL32 
expressas em Pichia pastoris. 

Previsão de disponibilidade de animais para agosto/2010.

expressas em Pichia pastoris. 

Grupos Imunógeno Número de 
animais

Dose Adjuvante Número de doses Via Desafio (21 dias após 2ª dose)

A rLigAni P. pastoris 12 80 µg Al(OH)3 15% 1 (dia 0) + 1 (dia 21) IM 5 x DL50 L. interrogans L1-130

B rLipL32 P. pastoris 12 80 µg Al(OH)3 15% 1 (dia 0) + 1 (dia 21) IM 5 x DL50 L. interrogans L1-130

C PBS 12 100 µL Al(OH)3 15% 1 (dia 0) + 1 (dia 21) IM 5 x DL50 L. interrogans L1-130

D Bacterina 06 109 cél.mL-1 Al(OH)3 15% 1 (dia 0) + 1 (dia 21) IP 5 x DL50 L. interrogans L1-130



Nas vacinas vetorizadas, bactérias ou vírus sãoNas vacinas vetorizadas, bactérias ou vírus são

os carreadores de genes de patógenos, que serão

expressos dentro do organismo a ser imunizado.



Subprojeto 3



Experimento: Expressão das proteínas Ligs em
BCG Pasteur e avaliação da imunoproteção em
hamsters

ANTÍGENOS

12691 bp

ligA ligB

ligBrep ligAni ligBrep ligBni ligBct



� Vantagens

- Vacina mais utilizada no mundo

- Administrada em dose única após o nascimento- Administrada em dose única após o nascimento

- Importante adjuvante

- Pode ser administrada via oral

- Estável ao calor

- Baixo custo de produção

- Induz imunidade celular e humoral





Extração de DNA 

genômico Amplificação dos 12691 bp

ligA ligB

ligBrep ligAni ligBrep ligBni ligBct

genes alvos

pUS2000
3759 bp

Kan(R)

oriM

p18kDa

oriC

ApaLI (465)

BamHI (2595)

ClaI (2864)

HindIII (2625)

NcoI (1178)

PstI (2617)

XbaI (2601)

SmaI (1885)

SmaI (3047)

XmaI (1883)

XmaI (3045)

XhoI (2016)

XhoI (2771)

EcoRI (1404)

EcoRI (2415)

EcoRI (3576)

AvaI (1883)

AvaI (2016)

AvaI (2771)

AvaI (3045)

Ligação

- Screening

- Digestão com enzimas de restrição

Transformação 

em BCG Pasteur

Transformação 

em E.coli TOP10



Teste de 

expressão em 

BCG Pasteur

Western blotting com 

anticorpos policlonais

Imunoproteção em hamsters

Histopatologia

Cultura



Canadian Journal of Microbiology_2007













Fig. 1 Western blot developed with MAb 1D9
demonstrating LipL32 expression in BCG. Lane 1,
rBCG transformed with pUS973/lipL32; lane 2,
rBCG transformed with pUS974/lipL32; lane 3, rBCG
transformed with pUS977/lipL32; lane 4, rBCG
transformed with pUS2000/lipL32 and lane 5,
wtBCG (control).



Fig. 2 Seroconversion of total antibodies anti-LipL32 of hamsters inoculated with wtBCG, rBCG
(pUS973/lipL32), rBCG (pUS974/lipL32), rBCG (pUS977/lipL32) or rBCG (pUS2000/lipL32), expressed

in ELISA units. Recombinant LipL32 was used as antigen in the ELISA. Results are expressed as
mean seroconversion, for pool serum samples. *p < 0.05 in comparison to the control groups. (IP)
Intraperitoneally immunized animals. (C) Intraperitoneally challenged. Each point corresponds to
the pool of sera of the corresponding group of animals from the first experiment.



Fig. 3 Percentage of
survival of hamsters
challenged with L.

interrogans L1130.

Asterisks denote aAsterisks denote a

significant difference in

survival rate when
compared to the
control group (p < 0.05).

Data represent all
experiments
summarized.



Fig. 4 Survival of hamsters challenged with L. interrogans L1130 after immunization with rBCG.
Hamsters were immunized with wtBCG (control), rBCG (pUS977/lipL32) and rBCG (pUS2000/lipL32).

The log-rank sum test was used to determine significant differences for survival, between the groups
immunized with rBCG and the negative control group (p≤0.05). Data represent the combined
results of three separate experiments.
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