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Sumário 

 
 

Monte, Leonardo Garcia. Graduado. Universidade Federal de Pelotas, 27 de março 
de 2007. Avaliação do potencial de um anticorpo monoclonal produzido contra 
a proteína LigB de leptospiras patogênicas, para Imunodiagnóstico de 
leptospirose. Orientador: José Antonio Guimarães Aleixo. 
 

A leptospirose é uma doença infecto-contagiosa causada por espiroquetas 
pertencentes ao gênero Leptospira. Ela possui um quadro clínico que muitas vezes é 
confundido com outras doenças, como malária, brucelose e gripe comum. Além 
dessa semelhança a heterogeneidade antigênica e a resposta imune do hospedeiro 
contribuem para seu difícil diagnóstico. O teste de soroaglutinação microscópica é 
considerado internacionalmente, referência para diagnóstico da leptospirose. Para a 
realização do mesmo é necessária uma bateria de sorovares de Leptospira e as 
amostras avaliadas devem apresentar soroconversão (aumento de anticorpos 
séricos) tornando-o o ensaio trabalhoso. Recentemente, proteínas de membrana 
externa de leptospiras patogênicas vêm sido descritas como moléculas indutoras da 
resposta imune no indivíduo hospedeiro, exercendo possível papel de adesina. A 
LigB alvo de nosso estudo é uma dessas proteínas, pertence a superfamília das Ligs 
(Leptospiral immunoglobulin-like) e demonstra grande potencial para a elaboração 
de testes de diagnóstico. Um anticorpo monoclonal anti-LigB foi produzido e 
caracterizado por ELISA indireto, Imunofluorescência e Western Blot. No ELISA 
indireto e na Imunofluorescência o anticorpo foi testado com cinco espécies de 
Leptospiras, todas induzidas com cloreto de sódio, L. interrogans L 1-130 cepa 
fiocruz, L. borgpetersenii, L. kirschineri, L. noguchii e L. weilii e com LigB. No 
Western Blot foi utilizada a Cepa Fiocruz e a LigB. Os resultados obtidos tiveram as 
seguintes reações: o ELISA indireto demonstrou baixas reações com a proteína e 
com a Leptospira nativa, o Western Blotting reconheceu somente a LigB e a 
imunofluorescência detectou a L. interrogans L1 130 Cepa Fiocruz entre todas as 
cinco espécies testadas. 
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Summary 

 
Monte, Leonardo Garcia. Graduado. Universidade Federal de Pelotas, 27 de março 
de 2007. Evaluation of the potential of an antibody monoclonal produced 
against the protein LigB of leptospiras pathogenic, for leptospirosis 
Immunodiagnosis. Orientador: José Antonio Guimarães Aleixo. 
 
 
The leptospirosis is an infect-contagious disease caused by spirochetes belonging to 
the genus Leptospira. She possesses a clinical picture that a lot of times are 
confused with other diseases, as malaria, brucelose and common influenza. Besides 
that similarity the heterogeneity antigenic and the immune answer of the host 
contribute to his difficult diagnosis. The microscopic agglutination test .is considered 
internationally, reference for diagnosis of the leptospirosis. For the accomplishment 
of the same it is necessary a battery of sorovares of Leptospira and the appraised 
samples should present increase of antibodies turning it the difficult rehearsal. 
Recently, membrane proteins express of leptospiras pathogenics come been 
described as inductor molecules of the immune answer in the individual host, 
exercising possible adhesive paper. The LigB, target of our study is one of those 
proteins, belong family of Ligs (Leptospiral immunoglobulin-like) and it demonstrates 
potential great for the elaboration of diagnosis tests. One antibody monoclonal anti-
LigB was produced and characterized by indirect ELISA, immunofluorescene and 
Western Blot. In indirect ELISA and in immunofluorescence the antibody was tested 
with five species of Leptospiras, all induced with chloride of sodium, L. interrogans L 
1-130 strain Fiocruz, L. borgpetersenii, L. kirschineri, L. noguchii and L. weilii and 
with LigB. In the Western Blot it was used the strain Fiocruz and LigB. The obtained 
results had the following reactions: indirect ELISA demonstrated reactions low with 
the protein and with native Leptospira, the Western Blotting only recognized LigB and 
the immunofluorescence detected L. interrogans L1 130 strain Fiocruz among all the 
five tested species.   
 

 

Keywords: Leptospirosis, monoclonal antibody e LigB.
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1. Introdução 

 

1.1 A leptospirose 

 
A leptospirose é uma doença zoonótica de importância global, causada por 

espiroquetas do gênero Leptospira, o qual atualmente compreende 17 espécies em 

mais de 260 sorovares (Bharti et al 2003; Morey et al, 2006). Ela é uma enfermidade 

infecto-contagiosa de distribuição mundial, sendo os reservatórios desta bactéria, os 

animais domésticos e silvestres que albergam o agente em seus rins e fluídos 

corporais (WHO, 1999, WHO, 2003).  

O homem é um hospedeiro acidental que se infecta através do contato com 

água, urina e tecidos de animais contaminados (Faine et al, 1999, Vinetz 2001). Nos 

grandes centros urbanos do Brasil, a proximidade dos animais contaminados com 

fontes de água como córregos, canais e valetas, além de viver em aterros sanitários 

e próximos das residências, oferece um alto risco de contaminação aos seres 

humanos (Brasil, 1995).  

O rato de esgoto ou também chamado de ratazana do esgoto, espécie 

Rattus norvegicus (Fig.1), é o principal carreador das leptospiras do sorogrupo 

Icterohaemorrhagiae, a Leptospira responsável pelo maior número de casos de 

leptospirose humana no Brasil e na América Latina (Ko et al., 1999). O habitat 

estabelecido por esse animal próximo à civilização, facilita o seu acesso aos 

alimentos, ao abrigo e à água, vivendo em sinantropia e causando danos à saúde 

pública e à sanidade animal (Brasil 1993).  

Nos períodos de intensa precipitação pluviométrica, com conseqüentes 

enchentes (Fig. 2), ocorre um aumento do risco de infecção em humanos e animais, 

devido a maior exposição das mucosas e da pele com à água contaminada, já que 

esta realiza o transporte e a disseminação do organismo patogênico (WHO, 2003). 

As áreas do planeta mais afetadas pela doença são as regiões de clima 

tropical e subtropical, que proporcionam temperaturas mais elevadas e ideais para o 

desenvolvimento e manutenção da bactéria no meio-ambiente (Vinetz 2001, Bharti 

et al 2003). Como o que ocorre com outras bactérias patogênicas, cujo ciclo de vida 

envolve vias indiretas de transmissão, a temperatura é provavelmente um sinal do 
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ambiente para as leptospiras mudarem de vida livre para um estágio invasivo (Lo et 

al., 2006). 

 

 
 

Figura 1 - Rattus norvergicus, espécie de roedor sinantrópico encontrada nos esgotos urbanos  
 
Fonte: www.protectioninsumos.com.br/.../ratazana.jpg  

 

No Brasil a população de baixa renda está continuamente exposta aos 

fatores de risco, uma vez que geralmente vive em locais propícios à doença (Ko et 

al., 1999). O Sul do Brasil é a segunda região mais afetada pela leptospirose, sendo 

o Rio Grande do Sul o terceiro estado no ranking nacional com o maior número de 

casos confirmados, perdendo apenas para Rio de Janeiro em 1° e Pernambuco em 

2°, em pesquisa realizada entre os anos de 1980 e 2005 (www.saude.gov) . Além 

disso, a cidade de Pelotas possui um número de casos superior à média do Estado 

do Rio Grande do Sul, ou seja, acima de 10-50 casos por 100 mil habitantes 

(Barcellos et al, 2003).  

A sintomatologia da leptospirose é variável com distintos graus de 

severidade, iniciando com febre, vômitos, dores de cabeça e musculares (WHO, 

2003). A persistência de leptospiras nos rins pode ocasionar desde pequenos 

infiltrados inflamatórios focais a extensas lesões, caracterizadas por necrose celular, 

atrofia tubular e hemorragia renal (Faine et al., 1999). 

A infecção pode conduzir a hemorragia pulmonar, falha renal e hepática, 

porém algumas vezes, conduz a falhas em múltiplos órgãos e até mesmo a morte 

(Levett, 2001; McBride et al 2005). Saneamento básico e medidas preventivas de 

controle não são realizados de forma eficiente, além disso, o quadro clínico pode ser 

confundido com outras enfermidades como Influenza, Dengue, entre outras, 

dificultando a confirmação da doença (Ko et al, 1999).  
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Figura 2 - Exemplo de habitações na periferia das grandes cidades brasileiras, sujeitas ao 
alagamento e evidenciando péssimas condições de saneamento básico  
 
Fonte: www.tvcultura.com.br 
 
 

O período de incubação da bactéria no indivíduo hospedeiro é variável, 

tendo em média 14 dias. A leptospirose é considerada uma doença bifásica quanto à 

evolução e desenvolvimento no paciente. A primeira fase é chamada septicêmica ou 

aguda que é caracterizada pela presença das espiroquetas na circulação sanguínea 

e nos tecidos e a segunda fase é chamada de imune onde é estabelecida uma 

resposta imunológica mediada pela produção de anticorpos circulantes específicos 

contra o antígeno (Levett 2001).  

As taxas de morbidade e mortalidade aumentam pela falta de medidas 

preventivas como a vacinação de animais e humanos, políticas de informação e 

orientação à população, tratamento médico adequado e principalmente técnicas 

eficazes para identificação e confirmação da enfermidade, especialmente na fase 

inicial da doença (Bolin et al 1999, Levett 2001, Vinetz 2001). 

Mundialmente, a leptospirose atinge de forma mais intensa, áreas que 

possuem precárias condições de saneamento básico, sendo os países 

subdesenvolvidos ou em desenvolvimento os mais afetados. Considerada uma 

doença zoonótica emergente e a que está difundida pelo mundo, a leptospirose 

possui grande importância social e econômica (Levett 1999, WHO, 1999, Meites et 

al 2004). 

 

1.2 A Leptospira 

 
A Leptospira é uma bactéria espiralada, aeróbica, helicoidal (Figura 3) 

altamente patogênica (Okuda, et al., 2004), que não resiste à dissecação e que 
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necessita de calor e umidade para seu crescimento (Faine et al 1999). A colonização 

causada pela bactéria ocorre principalmente no sistema urinário do hospedeiro, e 

quando eliminada junto à urina da continuidade ao ciclo infeccioso. 

 
Figura 3 - Microfotografia da L. interrogans 
 
 Fonte: www.pathmicro.med.sc.edu/leptospira.jpg 
 

Tradicionalmente a classificação taxonômica da Leptospira é realizada 

através de testes sorológicos, sendo a unidade básica o sorovar (Dikken and Kmety 

1978, Terpstra 1992). Porém, mais recentemente as leptospiras passaram a ser 

classificadas também através de métodos genéticos, e a partir dessa nova 

classificação foi possível identificar espécies genômicas diferentes, mudando a 

convenção baseada somente na sorologia, e que classificava as leptospiras em 

patogênicas (L. interrogans) e não patogênicas (L. biflexa), distribuindo os sorovares 

em grupos sorológicos, denominados de sorogrupos (Yasuda et al, 1987, Faine et al 

1999).  

Atualmente, o gênero Leptospira consiste de um grupo heterogêneo de 

espécies, no qual encontram-se exemplares patogênicos, intermediários e 

saprófitas, todos pertencentes à ordem Spirochaetales (Levett et al., 2006). As 

espécies descritas até o momento incluem 4 genomoespécies que não foram 

nomeadas e 13 que foram nomeadas, homenageando pesquisadores que 

contribuíram para o avanço no estudo da leptospirose.  

As 8 espécies classificadas como patogênicas são: - Leptospira alexanderi, 

L. borgpetersenii, L. interrogans, L. kirschineri, L. noguchii, L. santarosai, L. weilii e L. 

broomii. As duas espécies que são consideradas intermediárias são: - L. fainei e L. 

inadai, e as 3 classificadas como saprófitas são: - L. meyeri, L. wolbachii e L. biflexa 

(Yasuda et al 1987, Ramadass et al 1992, Perolat et al 1998, Brenner et al 1999, 

Levett et al 2006). No Brasil, das 8 espécies patogênicas existentes, somente 5 
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foram isoladas no seu território, as espécies L. interrogans, L. kirschineri, L. 

borgpetersenii, L. santarosai e L. noguchii (Faine et al 1999). L. interrogans é 

considerada a espécie mais disseminada no ecossistema brasileiro, onde os 

sorovares Copenhageni e Canicola representam mais de 90% dos casos de 

leptospirose no país (Ko et al 1999, Pereira et al 2000). Por outro lado, as espécies 

L. borgpetersenii e L. santarosai estão relacionadas com a enfermidade em animais 

de produção, silvestres e em roedores sinantrópicos (Faine et al 1999, Vasconcellos 

et al 2001). Interessantemente, a espécie L. noguchii foi isolada apenas no estado 

do Rio Grande do Sul, sendo evidenciada causando a enfermidade em humanos e 

animais (Silva et al 2007).  

A diversidade antigênica e a genética leptospiral refletem a ampla gama de 

espécies mamíferas que foi encontrada, como hospedeiros de manutenção do 

agente (Babudieri 1958). A habilidade das leptospiras patogênicas de penetrar, 

disseminar e permanecer nos tecidos do hospedeiro mamífero parece residir na 

capacidade desse organismo em aderir nas proteínas da matriz celular e no 

fibrinogênio das células eucarióticas, descrita como propriedade importante das 

leptospiras virulentas, embora ainda pouco se saiba sobre a patogênese da 

enfermidade (Tsuchimoto et al., 1984; Ballard et al., 1986; Thomas and Higbie 1990, 

Choy et al 2007).  

 

1.3 Membrana externa das leptospiras   

 

A Identificação de fatores de virulência das leptospiras, como proteínas que 

induzam uma resposta imune no hospedeiro durante o processo infeccioso, são 

importantes ferramentas usadas no desenvolvimento de métodos para o diagnóstico 

da leptospirose (Haake et al 2000, Guerreiro e t al 2001, Matsunaga et al 2003).  

Com a necessidade da implementação de técnicas modernas de diagnóstico 

e de medidas preventivas mais eficazes para o controle desta importante 

enfermidade, como o desenvolvimento de testes de imunodiagnóstico, países como 

China e Brasil investiram no seqüênciamento do genoma da Leptospira. Duas cepas 

pertencentes à espécie L. interrogans e ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae, cepas 

Lai 56601 (Ren et al 2003) e Fiocruz L1-130 (Nascimento et al 2004), consideradas 
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como agentes endêmicos e responsáveis por muitos dos casos graves de 

leptospirose humana em seus países, tiveram os seus genomas seqüenciados.  

Mais recentemente, o genoma de duas cepas do sorovar Hardjo 

pertencentes à espécie L. borgpetersenii, importante causa da leptospirose humana 

e animal no mundo, também tiveram o seu genoma seqüenciado e comparado com 

os outros genomas disponíveis, por um consórcio entre os EUA e a Austrália (Bulach 

et al 2006). O seqüênciamento do genoma da cepa Fiocruz L1-130 foi realizado em 

uma colaboração que envolveu a Fundação Oswaldo Cruz (RJ e BA), Instituto 

Butantan e a Universidade Federal de Pelotas, entre outras instituições nacionais e 

internacionais.  

A OM das leptospiras contém muitas lipoproteínas já caracterizadas como 

importantes alvos para o desenvolvimento de vacinas, como LipL32/HAP-1 (Haake 

et al 2000; Branger et al 2001), LipL21 (Cullen et al 2003), LipL41 (Shang et al 1996) 

e a porina OmpL1 (Haake et al 1993, Shang et al 1995). Além destes, o 

seqüênciamento do genoma de L. interrogans Fiocruz L1-130, revelou genes que 

codificam para outros tipos de proteínas de membrana externa (OMPs), incluindo as 

OMPs TonB-dependentes que são envolvidas na aquisição de nutrientes e genes 

envolvidos em três sistemas de efluxo, que consistem de um fator de membrana 

externa (OMF), proteína de fusão de membrana (MFP) e um transportador da 

membrana interna (CzcA) que é importante na detoxificação de metais pesados 

(figura 4)(Nascimento et al 2004, Gamberini et al 2005). 

 

 
Figura 4 - Modelo da arquitetura da membrana de leptospiras 
 
Fonte: Nascimento et al 2004 
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Anteriormente ao seqüênciamento do genoma da cepa Fiocruz L1-130 e das 

demais, alguns fatores de virulência desta cepa já haviam sido descritos. A resposta 

imune humoral de humanos em decorrência da infecção por leptospiras revelou 

proteínas que são expressas durante a infecção (Guerreiro et al 2001). Mediante a 

construção de bibliotecas de expressão com genes de Fiocruz L1-130 e Leptospira 

kirschneri Grippotyphosa RM52, utilizando-se soros de pacientes humanos em fase 

convalescente da enfermidade, foram identificados três novos genes que 

codificavam para as já descritas “Bacterial immunoglobulin-like proteins (Big)”. Estes 

antígenos presentes em outros patógenos, caracterizam-se pela presença de 

domínios repetitivos de aminoácidos que conferem o nome a família protéica 

(Matsunaga et al 2003).  

Os genes de Leptospira, que contém tais domínios, foram denominados de 

“Leptospiral immunoglobulin-like (Lig)” e codificam para as proteínas LigA, LigB e 

LigC, encontradas somente em leptospiras patogênicas. Estudos de microscopia 

imunoeletrônica confirmaram que as proteínas Lig estão localizadas na superfície da 

leptospiras (Matsunaga et al 2003).  

As três proteínas Lig possuem domínios encontrados nas proteínas Intimina 

de E. coli enterotoxigênica (Frankel et al 1996; Luo et al 2000), Invasina de Yersinia 

pseudotuberculosis (Isberg et al 1987; Hamburger et al 1999) e BipA de Bordetella 

sp. (Stockbauer et al 2001). Sobre a conservação dos genes lig nas leptospiras, 

Cerqueira (2006) ao seqüênciar os genes lig de cepas virulentas isoladas de 

humanos e animais, pertencentes a 4 espécies patogênicas (L. interrogans, L. 

noguchii, L. weilli e L. borgpetersenii), e comparando com as seqüências disponíveis 

em bancos de dados para as demais espécies, evidenciou a presença do gene ligB 

em todas as cepas das espécies analisadas, porém o gene ligA foi encontrado 

apenas nas espécies L. interrogans e L. kirschneri e o gene ligC somente em L. 

interrogans, L. kirschneri, L. weilli e em alguns sorovares da espécie L. noguchii.  

A LigB, alvo de nosso estudo, é uma proteína de membrana externa de 

leptospiras patogênicas, com aproximadamente 54 KDa que possui domínios 

repetitivos nos genes de LigA e LigB, localizando-se na região idêntica de cada uma 

das proteínas (Figura 5). Essas proteínas induzem a uma resposta imunológica do 

hospedeiro, podendo ser candidatas ao uso em testes diagnósticos e em uma 

vacina contra a leptospirose (Matsunaga et al 2003, Koizume et al 2003, 

Palaniappan et al 2006).  
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Figura 5 – Fragmentos das proteínas Lig para o uso em experimentos de imunoproteção e 
diagnóstico  
 
Fonte: Silva É. F., tese de doutorado em Biotecnologia 

               

1.4 Anticorpos monoclonais  

 
Em 1975 Kohler & Milstein (Nobel de Medicina em 1984) desenvolveram a 

técnica dos anticorpos monoclonais (Mabs). Esses anticorpos são altamente 

específicos e reconhecem um único sítio de ligação do antígeno (epítopo). 

Diferentemente do que acontece com os anticorpos policlonais que podem 

reconhecer vários determinantes antigênicos, tornando-os menos específicos.  

 A técnica de MAbs hoje representa um excelente exemplo de biotecnologia, 

com vantagens de padronização, sensibilidade e confiabilidade em testes de 

imunodiagnóstico. A abilidade de produzir anticorpos monoclonais contra qualquer 

patógeno infeccioso ou seu produto é reconhecida como uma das mais significantes 

realizações da biotecnologia (Berry et al 2005).  

A uniformidade dos MAbs é uma característica decisiva no desenvolvimento 

de pesquisas e trabalhos que melhorem a sensibilidade e especificidade dos ensaios 

(Berry et al 2005). Esses anticorpos fornecem as bases para um largo número de 

imunoensaios altamente reprodutíveis e específicos para diagnóstico de doenças 

(Payne et al., 1988; Andreotti et al., 2003). 

 A produção de anticorpos monoclonais ainda é uma técnica cara e 

trabalhosa, mas que oferece muitas vantagens, entre elas o fácil manuseio com 

animais de pequeno porte (camundongos), a possibilidade de estocagem dos 

hibridomas por um longo período, sem alteração das características estruturais da 

molécula e a utilização de pequenas doses de antígeno.  

 

Região Idêntica Região Não Idêntica 
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1.5 O Diagnóstico 

 
O diagnóstico de certeza da leptospirose é baseado nos diagnósticos clínico, 

epidemiológico e laboratorial (WHO, 2003). A confirmação de um caso de 

leptospirose culmina com o isolamento do agente através de cultivo em meios de 

cultura específicos, porém esta técnica não é realizada como rotina em todos os 

laboratórios, além de ser uma técnica que pode durar mais de 2 meses para a 

confirmação, o que torna inviável na maioria dos casos (WHO, 2003; Faine et al 

1999).  

Em relação aos testes sorológicos disponíveis, o teste de soroaglutinação 

microscópica (MAT) é considerado como teste padrão de referência para o 

diagnóstico da leptospirose no Brasil e no mundo (WHO, 2003). Ele é um complexo  

ensaio que utiliza cepas vivas de Leptospira para a triagem dos soros de humanos e 

animais suspeitos de leptospirose. Estes ensaios são realizados por técnicos 

especializados e em laboratórios de referência, mas possuem baixa sensibilidade, 

em especial na fase inicial da doença (McBride et 2005).  

A baixa sensibilidade destes testes é devido ao fato de que o sistema imune 

do indivíduo infectado leva alguns dias para produzir níveis detectáveis de 

anticorpos contra o agente infectante (Janeway et al., 2001). Além disso, existe a 

necessidade de amostras de sangue coletadas na fase aguda e na fase 

convalescente da doença para demonstrar a soroconversão de pelo menos 4 vezes 

que o título inicial. Em muitos casos, quando uma segunda coleta não é possível, 

aceita-se como caso de leptospirose os indivíduos que apresentarem um título maior 

do que 800 em uma coleta única de sangue (WHO, 2003).  

O diagnóstico sorológico da leptospirose é complicado pelo alto grau de 

reações cruzadas entre diferentes sorovares, onde muitas vezes o resultado revela 

títulos elevados de anticorpos para sorovares que não são os causadores da 

enfermidade ou surto (Levett 2003). Além dessas reações cruzadas muitos 

indivíduos infectados são assintomáticos, ou seja, não apresentam nenhum tipo de 

sintoma (Faine et al 1999).  

Devido à complexidade e desvantagens do MAT, a busca por novos testes de 

diagnósticos estão sendo executadas, como o ELISA (Palaniappan et al 2004, Dey 

et a 2005, Ooteman et al 2005, Suwimonteerabutr et al 2005) e o PCR (Lucchesi et 

al 2004, Ooteman et al 2005, Palaniappan et al 2005), o que os torna importantes no  



 10 

desenvolvimento de futuras técnicas mais eficazes para o diagnóstico de certeza da 

leptospirose.  
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2. Objetivos 

 

2.1 Geral 

 
Produção e caracterização de anticorpos monoclonais contra LigB, proteína 

da membrana externa de leptospiras patogênicas. 

 

2.2 Específico 

 
             Avaliar o potencial de diagnóstico da Imunoglobulina produzida através dos 

seguintes testes de caracterização: 

? ELISA indireto; 

? Western Blot; 

? Imunofluorescência. 
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1 Produção de anticorpos monoclonais 

 

3.1.1 Imunização 

 
Camundongos BALB/c com idade entre 6 e 8 semanas foram inoculados 

intraperitonealmente com rLigB nos dias 0, 14, 21; a primeira dose foi aplicada à 

uma quantidade de 75ug/ml; a segunda e terceira dose com 150 ug/ml. Na primeira 

inoculação foi utilizado Adjuvante Completo de Freünd e nas doses posteriores 

Adjuvante Incompleto de Freünd. Para a confirmação da soroconversão, foi retirado 

o soro do animal imunizado, por punção do plexo retro-orbital. O título dos 

anticorpos foi verificado por ELISA indireto utilizando LigB para sensibilização da 

placa. A titulação mostrou reações até uma diluição de 1:64000. Uma dose de 

reforço protéico intraperitoneal com adjuvante incompleto e uma intravenosa, 

apenas com o antígeno, foi aplicada quatro dias antes da fusão celular. 

 

3.1.2 Pré-fusão 

 
No dia anterior a realização da fusão, células companheiras de um 

camundongo não imunizado foram preparadas da seguinte forma: o animal foi 

sacrificado por deslocamento cervical e transferido para um ambiente estéril onde 

seu baço foi removido. Dentro de uma placa de Petry o órgão foi macerado com o 

auxílio de uma delicada tela de metal e um êmbolo de uma seringa estéril, em meio 

de cultivo DMEM incompleto (MI). As células foram centrifugadas a uma velocidade 

de 1000g por 5 min. e ressuspendidas em DMEM incompleto  três vezes. Logo após, 

50 ml de meio HAT 20 foi adicionado as células e distribuídas em 5 placas com 

100ul nas 480 cavidades.  
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3.1.3 Fusão celular  

 
Células de mieloma da linhagem SP2/0 cultivadas em meio DMEM completo 

foram removidas dos frascos de cultivo e centrifugadas a 1000 RPM* por 5 min. As 

mesmas foram novamente centrifugadas a 1000RPM* por 5 min e ressuspendidas 

em meio incompleto. O mesmo sacrifício e maceração com o órgão do animal 

saudável foi repetido com o animal imunizado, para a utilização de seu baço na 

fusão. As células do baço foram centrifugadas e ressuspendidas três vezes a uma 

velocidade de 1000 RPM* por 5 min. Logo após, as células foram ressuspendidas 

em 10ml de MI, enquanto ocorreram as lavagens o PEG (Polietilenoglicol) foi 

derretido em água quente. A fusão foi realizada da seguinte forma: as suspensões 

foram misturadas (mieloma/baço) e centrifugadas por 8 min a 1000RPM*, o 

sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido. A uma temperatura de 37oC 

foi adicionado 1mL de PEG (Polietilenoglicol) durante 1min e agitado por mais 1min. 

Logo após foi adicionado 1mL de meio incompleto durante 1 min e por fim 

acrescentado e agitado 7mL de meio incompleto durante 3 min. 
 

* Centrifugador Exselsa Baby (FANEM LTDA) 

 

3.1.4 Seleção dos hibridomas 

 
A seleção dos hibridomas foi realizada através de um ELISA indireto usando 

como antígeno a Ligrep. Uma placa de poliestireno de 96 cavidades foi sensibilizada 

com 50uL/poço da proteína recombinante a uma concentração final de 3ug/mL e 

incubada por 1 h à 37°C. As cavidades foram lavadas 3 vezes com 200uL de PBS-T 

e 50uL do sobrenadante de cada cavidade da placa de cultivo da fusão celular foi 

adicionado e incubado por 1h a 37°C. Novamente a placa foi lavada e adicionado 

50uL de conjugado anti-IgG-M/peroxidase diluído 1:2000 em PBS-T e incubada por 

1h a 37°C. A placa foi lavada pela última vez e 50uL de substrato foi adicionado e 

deixado por 15 min no escuro. A placa foi lida em leitor de ELISA Multiskan MCC/ 

340 comprimento de onda 450nm. 
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3.1.5 Cultivo dos Hibridomas 

 
Os hibridomas foram cultivados em garrafas de 75m2 em MC em uma estufa 

de CO2 a uma temperatura de 37°C e então congelados em nitrogênio ou 

inoculados em camundongos para produção de ascite. 

 

3.1.6 Produção de Ascite  

 
Os animais utilizados para a produção do fluído ascítico, foram 

camundongos BALB/c com idade entre 6 e 8 semanas, que previamente (10 dias 

antes) haviam sido inoculados com 500uL de pristane (2, 6, 10,14 tetra-metil-

pentadecano) intraperitonealmente. 500uL de 8 x 106 células de hibridomas foram 

inoculados novamente em cada animal. A coleta da ascite foi feita por punção com 

agulha após 10-14 dias.  

 

3.2 ELISA Indireto com a Leptospira nativa e a LigB 

 

Uma placa de poliestireno de 96 cavidades foi sensibilizada com 50uL/poço 

de poly-L-lisina diluída 1:10 em água destilada, incubada por 1 hora à 37 °C e 

deixada overnite em temperatura ambiente. Também foi sensibilizada uma placa 

com 50 uL/poço de  LigB, concentração final de 3ug/mL e deixada pelo mesmo 

período. 50 uL da suspensão de cinco espécies de Leptospira: L. interrogans L 1-

130 cepa fiocruz, L. borgpetersenii, L. kirschineri, L. noguchii e L. weilii, todas de 

baixa passagem com concentração de 108 cel/mL foi adicionado a placa com a poly-

L-lisina e incubada por 1 h à 37°C. Após a placas foram lavadas com PBS-T 3 vezes 

com 200uL por cavidade e a placa com a bactéria foi bloqueada com 50uL/poço de 

PBS a 5% de leite em pó. Diluidos em PBS-T 1:50 foi usado como controle positivo 

soro de camundongo imunizado e negativo soro de camundongo não imunizado. A 

ascite foi diluída 1:50 e todos os poços foram cobertos com 50uL. Novamente a 

placa foi lavada pelo mesmo procedimento e então foi adicionado o conjugado-

peroxidase Anti-IgG de camundongo diluído em PBS-T 1:2000. As placas foram 

incubadas por 1 h à 37°C, após as placas foram lavadas pela última vez e 
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adicionado 50uL/poço de substrato (5uL de H2O2+5mL de tampão fosfato-citrato pH-

4+ 2mg de OPD) e deixada no escuro por 15 minutos. A leitura da placa foi feita em 

leitor de ELISA Multiskan MCC/ 340 comprimento de onda 450nm. 

 

3.3 Western Blot 

 
Eletroforeticamente foram separadas em gel de acrilamida 10%, a 

suspensão de Leptospira (109 leptospiras/mL) induzidas com cloreto de sódio, e a 

proteína recombinante LigB. Após o término da eletroforese, a proteína e a 

Leptospira foram transferidas por 1,5 horas, DDP (diferença de potencial elétrico) = 

100V e C (corrente) = 400mA para uma membrana de PVDF (Amersham). A 

membrana com os antígenos (Leptospira e rLigB) foi bloqueada overnite com PBS a 

5% de leite em pó. Como controle positivo foi usado soro de camundongo imunizado 

e negativo soro de camundongo não imunizado, diluídos em PBS-T 1:1000. O fluido 

ascítico diluído 1:1000 foi testado contra a Leptospira e a LigB. Foi adicionado o 

conjugado-peroxidase Anti-IgG-M de camundongo diluído em PBS-T 1:2000. Por 

último foi adicionado o substrato para a visualização das bandas. A membrana foi 

lavada em todas as etapas 3 vezes com PBS-T e agitada por 1h a temperatura 

ambiente.  

 

3.4 Imunofluorescência indireta com leptospiras vivas fixadas 

 

A sensibilização das lâminas foi realizada no dia anterior com poly-L-lisina, 

diluída em água destilada 1: 10 e deixadas por uma hora a 37° C. Logo após foram 

deixadas em temperatura ambiente overnite. Cinco espécies de Leptospira foram 

usadas para a realização do experimento : L. interrogans (L 1 130), L. borgpetersenii, 

L. kirschineri, L. noguchii e L. weilii, todas de baixa passagem induzidas com cloreto 

de sódio. As suspensões foram centrifugadas a 10000 RPM* por 5 minutos e o pellet 

foi ressuspendido em PBS estéril em volume igual ao inicial. 10 uL do meio contendo 

as leptospiras foi acrescentado em cada círculo e deixados a 30 °C por uma hora 

(até a gota secar). As lâminas foram lavadas 2 vezes com BSA2% diluído em PBS. 

20 uL da ascite diluída 1:5 foi acrescentado a cada círculo da lâmina e deixada em 

câmara úmida por 1 h. O processo de lavagem foi novamente realizado e 20 uL do 
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anticorpo secundário (anti- IgG-M de camundongo) diluído 1:2000 foi acrescentado à 

lâmina e incubado por 1 h em câmara úmida. Uma gota de meio de montagem 

(solução anti-fading) foi adicionada sobre os poços. Em seguida a visualização foi 

feita em microscópio de fluorescência.  
 

* Centrifugador Exselsa Baby (FANEM LTDA) 
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4. Resultados 

 

4.1 Elisa indireto  com a Leptospira nativa e a LigB 

 

O anticorpo monoclonal reagiu com a proteína LigB e apresentou reações 

fracas com as diversas leptospiras testadas. Com esses resultados podemos 

concluir que o Mab produzido não tem grande afinidade com LigB nativa através do 

ELISA indireto .  

 

4.2 Imunofluorescência indireta com leptospiras vivas fixadas 

 

A imunofluorescência indireta com as leptospiras vivas fixadas detectou a L. 

interrogans cepa Fiocruz L1-130 (Fig. 1). As outras espécies testadas, L. 

borgpetersenii, L. kirschineri, L. noguchii e L. weilii não apresentaram 

imunofluorescência. No controle negativo (Fig. 7) foi adicionado Mab anti-Salmonella 

que não reagiu, comprovando a reação específica do Mab anti-LigB com as 

leptospiras. 

 

 

                                            

                     

                                                                              

 

Figura 6 – Reações do Mab anti-LigB com a L. interrogans L1 130 Cepa fiocruz 

 

   

 

 

 

 

 

Figura 7 – Controle negativo (Mab anti-Salmonella). 
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4.3 Western Blot 

 

O Western Blotting é um teste imunoenzimático que além de detectar 

através de anticorpos um determinante antigênico, visa identificar o tamanho 

molecular do antígeno, pela formação de bandas na membrana de nitrocelulose. 

Nesse ensaio a Leptospira nativa não foi reconhecida, sendo possível visualizar 

apenas a reação do Mab anti-LigB com a proteína recombinante (Fig. 8).   

                                                            
Figura 8 – Reação do Mab anti-LigB com a proteína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 19 

5. Discussão 

 

A fase inicial da leptospirose é caracterizada por febre, calafrios, dores de 

cabeça e mialgia, entretanto, a febre é o único sintoma encontrado em muitos casos 

(Faine et al 1999, Farr 1995). A grande maioria dos sintomas da leptospirose são 

freqüentemente associados com outras doenças como a dengue, a hantavirose, a 

influenza, entre outras, o que dificulta o diagnóstico clínico da doença (Bruce et al., 

2005). Um exemplo importante que contribui para o confundimento no diagnóstico 

clínico e eleva a taxa de mortalidade pela leptospirose, pode ser evidenciado quando 

ocorrem simultaneamente epidemias de dengue e de leptospirose onde estas 

doenças ocorrem de forma endêmica (Flannery et al, 2001). Por isso, existe a 

necessidade de desenvolver técnicas rápidas para o diagnóstico laboratorial, e que 

sejam disponíveis para a rede de saúde pública ambulatorial e hospitalar.  

Nos últimos anos, a membrana externa das leptospiras foi muito estudada 

com a intenção de conhecer quais moléculas imunogênicas estão envolvidas no 

processo de patogenicidade (Haake et al, 2000; Matsunaga et al 2003; Palaniapan 

2004). A busca por tais moléculas conduziu a um avanço na elaboração de novos 

testes de diagnóstico laboratorial que confirmem a leptospirose, principalmente no 

estágio inicial, e de novas estratégias para a elaboração de uma vacina 

recombinante contra a leptospirose (McBride et al 2005). Embora existam muitos 

trabalhos sobre métodos alternativos de diagnóstico da leptospirose, há claramente 

a necessidade de mais esforços nesse sentido para a compreensão da interação, 

entre o indivíduo hospedeiro e a bactéria patogênica.  

A superfície da Leptospira consiste predominantemente de um pequeno 

número de proteínas, e três tipos de proteínas de membrana externa tem sido 

descritas como as proteínas transmembrana, proteínas periféricas e as lipoproteínas 

(Cullen et al., 2004). As três principais proteínas em ordem de abundância na 

membrana externa são LipL32, LipL21, and LipL41 (Cullen et al, 2005). LipL32, 

OMPL1 e LipL41 têm sido relatadas como estimuladoras parciais de imunoproteção 

contra leptospirose em modelos animais (Branger et al 2001, Haake et al 1999). 

Além disso, anticorpos monoclonais contra algumas destas proteínas tem sido 

produzidos e caracterizados para a utilização em ensaios de imunodiagnóstico e 
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classificação de leptospiras pela diferenciação em sorogrupos e sorovares (Ciceroni 

et al, 2002). 

Com a descrição das proteínas Ligs e a caracterização da sua atividade na 

ligação com a fibronectina e outros componentes da matriz extracelular das células 

do hospedeiro evidenciou-se o importante papel destas adesinas durante a 

penetração, disseminação e colonização das leptospiras durante o processo 

infeccioso (Choy et al 2007). Outros trabalhos mostraram que a expressão destas 

proteínas em cultivos é fortemente induzida quando a osmolaridade é elevada para 

níveis encontrados em tecidos de hospedeiros mamíferos como o homem e o rato, 

sugerindo a importância da osmolaridade no período de transição do ambiente para 

o hospedeiro (Matsunaga et al 2007).  

Em nosso trabalho, a utilização de uma estratégia semelhante, com o 

aumento da osmolaridade dos cultivos de L1-130, 12 horas antes de sua utilização 

na técnica de Imunofluorescência indireta, mostrou o reconhecimento da proteína 

nativa pelo Mab anti-LigB. Embora tal estratégia não tenha tido sucesso para os 

ensaios de ELISA e Western Blot.  

O não reconhecimento da prote ína nativa nas outras cepas das espécies 

genômicas disponíveis, quando utilizadas nos ensaios de imunofluorescencia e 

ELISA indiretos, confirma os resultados encontrados por Cerqueira (2006), o qual 

destacou a diversidade que existe entre as proteínas LigB das diferentes espécies 

patogenicas das leptospiras estudadas. 

Neste contexto, a investigação do potencial do anticorpo monoclonal anti-

LigB produzido, através de técnicas de ELISA indireto, Western Blot e 

Imunofluorescência, realizada para fins da utilização no diagnóstico da leptospirose, 

demonstraram pouca afinidade do anticorpo pela Leptospira nativa. Estes resultados 

sugerem que novos anticorpos monoclonais contra a proteína LigB sejam 

produzidos e caracterizados para elaboração de testes que confirmem 

precocemente a leptospirose. 
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6. Conclusões 

 

? Foi obtido um hibridoma que secretou anticorpos monoclonais anti-

LigB; 

 

? O Mab anti-LigB apresentou baixa afinidade pela Leptospira nativa, 

quando testado por Western Blot e ELISA indireto; 

 
?  O Mab anti-LigB reconheceu a proteína nativa nos ensaios de 

Imunofluorescencia indireta com a cepa homóloga (Fiocruz L1-130), 

porém não reconheceu a proteína nativa em exemplares de outras 4 

espécies. 
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