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PRODUÇÃO E APLICAÇÃO DE IMUNOGLOBULINAS Y ANTI-LEPTOSPIRA spp.   

 

 

RESUMO - A dissertação foi dividida em dois estudos. No primeiro estudo objetivou-se 

verificar se galinhas imunizadas com uma solução de Leptospiras inativadas e proteínas de 

membrana externa do sorovar Hardjo, poderiam produzir anticorpos policlonais específicos 

anti-Leptospiras, detectáveis em testes ELISA. Foram imunizados oito galinhas com 25 

semanas de idade, da raça White Leghorn, sendo três imunizadas com uma suspensão de 

Leptospiras inativadas, três com uma solução de proteínas de membrana externa extraída do 

sorovar Hardjo e duas controle. Coletas de sangue foram realizadas quinzenalmente e de ovos 

diariamente. A IgY foi purificada a partir da gema dos ovos utilizando para a delipidação o 

método de diluição em água ácida e a precipitação com sulfato de amônio. Realizou-se testes 

ELISA para verificar a especificidade da IgY, nestes foi possível observar a produção de 

anticorpos anti-Leptospira, tanto no soro quanto nas gemas purificadas. O pico de produção 

de anticorpos específicos ocorreu na 5º semana após a primeira imunização. Foi possível 

induzir a produção de anticorpos específicos em galinhas, por meio de imunizações destas 

com Leptospira inativada e proteínas de membrana externa do sorovar Hardjo. Galinhas 

imunizadas com uma suspensão de Leptospiras inativadas e com PME de Leptospira 

interrogans do sorovar Hardjo produziram anticorpos reativos a PME Hardjo detectáves por 

teste ELISA. No segundo estudo objetivou-se com identificar epítopos ou mimetopos 

(sequências que imitam epítopos verdadeiros), por meio da técnica de phage display tendo 

como alvo anticorpos IgY anti-Leptospira e anti-PME Hardjo. Os anticorpos IgY utilizados 

como alvo foram produzidos em galinhas imunizadas com proteínas de membrana externa de 

Leptospira interrogans sorovar sorovar Hardjo (anti-PME Hardjo), suspensão de Leptospiras 

inativada (anti-Leptospira) e IgY controle. No biopanning uma biblioteca comercial de 

peptídeos randômicos Ph.D. 12 mer, New England BioLabs®Inc foi incubada primeiramente 

com a IgY controle, realizando um processo denominado seleção negativa e depois com a IgY 

anti-Leptospira e anti-PME Hardjo, a eluição dos fagos selecionados foi então realizada de 

forma competitiva e ácida. Após três ciclos de seleção, 288 clones foram isolados e 

sequenciados, gerando 132 sequências válidas. Os clones foram submetidos a testes ELISA 

com o anticorpo usado como alvo no biopanning para verificar a especificidade destes. Nos 

resultados dos testes ELISAs verificou-se que nove fagos (PMEcomp17,  PMEac10, 

PMEac12, PMEac19, PMEac29, PMEac35, Lep6, Lep7 e Lep20) apresentaram melhores 

resultados. Estes foram alinhados com a sequência primária de proteínas de Leptospira spp e 
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Leptospira interrogans sorovar Hardjo, e as análises in Silico mostraram que os nove 

peptídeos têm similaridade com proteínas imunogênicas de Leptospiras. Foram selecionados 

nove peptídeos com similaridade a proteínas de Leptospira interrogans consideradas 

imunogênicas. Os peptídeos foram similares a proteínas de membrana externa, lipoproteína, 

LipL32, LipL41, LigA, SecY, LenE. 

 

Palavras-chave: Galinhas. Phage display. Diagnóstico. Vacinas. Leptospira interrogans 
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PRODUCTION AND APPLICATION OF IMMUNOGLOBULIN Y ANTI-

LEPTOSPIRA  spp 

 

ABSTRACT - The dissertation was divided in two chapters. The aim was to determine 

whether hens immunized with an inactivated suspension of Leptospira and a solution of outer 

membrane proteins extracted from the serovar Hardjo, could produce specific polyclonal 

antibodies to Leptospira, detected in ELISA assay. Eight hens White Leghorn race with 25-

weeks-old were immunized, three with an inactivated suspension of Leptospira, three with a 

solution of outer membrane proteins (OMP) extracted from the serovar Hardjo and two 

controls immunized with saline. Blood samples were collected fortnightly and eggs daily. The 

IgY was purified from the egg yolk using the method for the delipidation of dilution with 

water acidic and ammonium sulfate precipitation. The ELISA assay was performed to verify 

the specificity of the IgY, these was possible to observe the production of specific antibody to 

Leptospira both in serum and purified egg yolk. The specific antibody titers peaked in the 

fifth week post immunization. The production of polyclonal IgY was effective for producing 

high titers of specific antibodies. The aim of the second chapter was search to epitopes or 

mimetops (mimetic sequence of the true epitopes) through technique of phage display using 

IgY specific to Leptospira, outer membrane proteins the serovar Hardjo and IgY control. To 

realize the biopanning was used a commercial library of random peptides Ph.D. 12 mer, New 

England BioLabs®Inc Phage Display Library was first incubated with IgY control, 

performing a process called negative selection, and then with IgY specific to Leptospira and 

to OMP Leptospira Hardjo, selected phages were eluted competitively and acid. After three 

rounds of selection, 288 clones were isolated and sequenced, generating 132 valid sequences. 

The selected clones were tested in diagnosis by ELISA assay with the antibody used as a 

biopanning target in order to verify the specificity of these. The results of ELISA testing it 

was found that nine phage (PMEcomp17, PMEac10, PMEac12, PMEac19, PMEac29, 

PMEac35, Lep6, Lep7 e Lep20) showed better results. These were aligned with the primary 

sequence of proteins of Leptospira spp. and Leptospira interrogans serovar Hardjo and 

insilico analyzes showed that nine peptides has similarity with immunogenic proteins of 

Leptospira. In this work we selected nine peptides with similarity to proteins of Leptospira  

interrogans that were considered immunogenic. The peptides were similar to outer membrane 

proteins, lipoprotein, LipL32, LipL41, LigA, SecY, LenE. 

 

Key words: Hens. Page display. Diagnostics. Vacines. Leptospira interrogans
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CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

 

1.1 Leptospirose 

  

As leptospiras são bactérias pertencentes ao gênero Leptospira, família Leptospiracea 

e ordem Spirochaetales (FAINE et al., 1999). Estas bactérias são móveis, aeróbias, possuem 

conformação helicoidal, medindo aproximadamente 0,1μm de diâmetro e 6-20μm de 

comprimento. 

O gênero Leptospira primeiramente foi dividido, pela classificação fenotípica, em 

duas espécies Leptospira interrogans (patogênicas) e Leptospira biflexa (saprófitas) 

(LEVETT, 2001). Estas são divididas em numerosos sorovares, classificadas de acordo com a 

análise de sua constituição antigênica, por meio de reações de adsorção cruzadas de 

aglutininas. Os sorovares antigenicamente relacionados são agrupados em sorogrupos 

(BHARTI et al., 2003) 

No entanto, estudos recentes de características genéticas têm implicado numa nova 

classificação baseada na hibridização de DNA, assim atualmente este gênero é constituído das 

seguintes espécies: L. alexanderi, L. alstonii (genomospecies 1), L. borgpetersenii, L. inadai, 

L. interrogans, L. fainei, L.kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae 

(genomospecies 3), L. weilii, L. wolffii, L.biflexa, L. meyeri, L. yanagawae (genomospecies 

5), L. kmetyi, L. vanthielii (genomospecies 4), e L. wolbachii (ADLER; MOCTEZUMA, 

2010). 

A Leptospirose é uma zoonose de distribuição mundial, caracterizada por febre, 

insuficiência renal e hepática, manifestações pulmonares e dificuldades reprodutivas 

(ADLER; MOCTEZUMA, 2010). A transmissão para os seres humanos ocorre por contato 

direto ou indireto com urina de animais infectados.  

As Leptospiras penetram no hospedeiro, através de membranas mucosas, pequenos 

cortes ou abrasões e ainda por contato direto com a pele úmida e se disseminam rapidamente 

pela corrente sanguínea e barreiras de tecido estabelecendo assim uma infecção sistêmica 

(KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009). 

Os sinais clínicos são muito variáveis e geralmente sorovar adaptado, como Canicola 

em cães, Bratislava em equinos e suínos, Hardjo em bovinos e Australis e Pomona em suínos 

(BERNARD, 1993; ANDRÉ FONTAINE, 2006; GROOMS, 2006). Os animais podem 
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tornar-se portadores assintomáticos, albergando leptospiras virulentas nos túbulos renais e 

eliminando na urina por longo período (LEVETT, 2001). 

Outras espécies, como camundongos (Mus musculus e outras espécies de Mus) e ratos 

(principalmente Rattus norvegicus e R. rattus) servem como reservatórios para sorovares 

hospedeiro adaptados (camundongos para sorovar Ballum, Icterohaemorrhagiae e ratos para 

Copenhageni) (BHARTI et al., 2003). Os ratos geralmente não apresentam a doença, mas 

albergam as leptospiras em seus rins, o que os tornam uma importante fonte de infecção para 

seres humanos ou outros animais (ADLER; MOCTEZUMA, 2010). 

 

 

1.1.2 Diagnóstico Leptospirose 

 

O diagnóstico clínico da leptospirose é difícil, uma vez que apresenta uma ampla 

variedade de sinais clínicos, dependendo assim de ensaios laboratoriais, principalmente, 

relacionados a detecção de anticorpos específicos (ADLER; MOCTEZUMA, 2010). 

A soroaglutinação microscópica (SAM) é o teste de referência para diagnóstico da 

leptospirose, este utiliza cepas vivas de leptospiras, podendo ser utilizado tanto na triagem de 

soros animais como de humanos, sendo que para se considerar o resultado como positivo é 

necessário um título igual ou superior a 400 em uma amostra única com presença de sinais 

clínicos e histórico de contato com o agente ou um aumento de quatro vezes ou mais em 

amostras pareadas de soro (FAINE et al., 1999, LEVETT et al., 2001; WHO, 2003). 

A especificidade da SAM é considerada boa (95%) já que reações cruzadas com outras 

bactérias não são usualmente relatadas, porém há um elevado grau de reações cruzadas entre 

sorovares e sorogrupos, principalmente durante a fase aguda da doença (HICKEY; DEMERS, 

2000; LEVETT, 2001; WHO, 2003). 

No entanto a sensibilidade da SAM é baixa, especialmente na fase inicial da doença, o 

que se atribui ao fato de que o sistema imune do indivíduo infectado leva alguns dias para 

produzir níveis detectáveis de anticorpos contra o agente infectante (WHO, 2003; McBRIDE 

et al., 2005).  

Além disso, o SAM apresenta outras desvantagens, como: o alto custo, complexidade 

e risco para os técnicos de laboratório, pois necessita de coleções de bactérias em constante 

cultivo em meio líquido e profissionais treinados para realização da leitura comparativa com 

sorovares controles; o resultado com títulos elevados de anticorpos contra sorovares que não 

são os causadores da enfermidade ou surto, já que existe um alto grau de reações cruzadas 
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entre diferentes sorovares e por não discriminar anticorpos provenientes de infecção ou 

vacinação (WHO, 2003; LEVETT, 2001; McBRIDE et al., 2005; ADLER; MOCTEZUMA, 

2010).  

Devido à complexidade e desvantagens do SAM a busca por novos testes diagnósticos 

é constante, seja através da detecção de anticorpos ou identificação de antígenos (LEVETT, 

2001; MCBRIDE et al., 2005).  

 A fase aguda da leptospirose é caracterizada por bacteremia, por isso como alternativa 

diagnóstica durante essa fase, pode ser realizado exame direto, cultivo in vitro ou inoculação 

em animais de laboratório, uma vez que o SAM apresenta baixa sensibilidade neste período 

(WHO, 2003). 

 No exame direto as leptospiras podem ser visualizadas em fluidos corporais, sangue, 

urina e líquor por microscopia de campo escuro ou imunofluorescência (LEVETT et al., 

2001). Contudo, o exame direto apresenta desvantagens como baixa especificidade e 

sensibilidade uma vez, que permite somente a identificação de bacteremia por espiroquetas e 

necessita de aproximadamente 10
4
 leptospiras/ml, sendo assim, não é considerado um teste 

definitivo, devendo ser confirmado por outros testes (FAINE, 1999, LEVETT et al., 2001).  

 O cultivo em meios de cultura específicos constitui o diagnóstico definitivo, no 

entanto, não é realizado como rotina laboratorial, pois pode durar mais de dois meses para a 

confirmação, o que o torna inviável na maioria dos casos (FAINE et al., 1999; WHO, 2003; 

ADLER; MOCTEZUMA, 2010).  

Testes ELISA têm sido desenvolvidos utilizando uma enorme variedade de antígenos 

desde leptospiras inativadas a lipoproteínas recombinantes como a Lipl32, LigA ou proteína 

de membrana externa OmpL1. Entretanto, embora apresente vantagens como dispensa a 

necessidade de cultivo e a possibilidade de automação, a sensibilidade e a especificidade 

ainda são menores que a SAM (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).  

Novos testes nos formatos PCR, Dipstick, Immunoblot e Dot-ELISA foram descritos, 

mas, embora sensíveis, continuam sorovar-específicos (PETCHCLAI; HIRANRAS; POTHA, 

1991; RIBEIRO; SOUZA; ALMEIDA, 1995; SILVA,  et al., 1997; GUSSENHOVEN et al., 

1997; YAN et al., 1999; LEVETT; BRANCH, 2002). Testes moleculares como o “dot-

blotting” (TERPSTRA; SCHOONE; TER, 1986) ou hibridização in situ (TERPSTRA et al., 

1987) também foram descritos. 
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1.1.3 Vacinas Leptospirose 

 

Segundo Langoni et al. (2002), apesar da vacinação contra leptospirose não conferir 

proteção máxima é uma medida de extrema importância, uma vez que reduz a ocorrência da 

doença na população animal e consequentemente minimiza os danos à saúde pública. As 

vacinas disponíveis comercialmente, na área veterinária, para o controle da leptospirose são 

baseadas na célula inteira inativada ou em preparados da membrana de leptospiras 

patogênicas, fornecendo assim somente uma reposta transitória de anticorpos contra o LPS 

destas bactérias (PENA-MOCTEZUMA et al., 1999), podendo prevenir o desenvolvimento 

da doença, mas não a leptospiúria (ALT; ZUERNER; BOLIN, 2001).  

Nas imunizações a resposta gerada é predominantemente humoral e sorovar específica 

(FAINE, 1999). Assim, protegem somente contra infecções causadas por sorovares 

homólogos ou antigenicamente relacionados. Existe um grande número de sorovares 

patogênicos, o que impõe uma maior limitação para a produção de uma vacina com 

componentes multi-sorovar (GAMBERINI et al., 2005).  

Atualmente é imprescindível o desenvolvimento de uma vacina multivalente protetora 

e de amplo espectro contra a leptospirose, mas há necessidade de identificar antígenos 

comuns em sorovares patogênicos. No soro humano de pacientes com leptospirose têm sido 

encontrados anticorpos contra diversos antígenos protéicos presentes na membrana externa, 

espaço periplasmático e também contra o LPS (PLANK; DEAN, 2000; BHARTI et al., 2003).  

A proteômica, responsável pela identificação, caracterização e quantificação das 

proteínas, é considerada como importante ferramenta para identificação de alvos para uso em 

diagnóstico e vacinas (THONGBOONKERD, 2008). Nesta perspectiva, a proteômica permite 

identificar proteínas presentes exclusivamente em cepas patogênicas (HAAKE et al., 1999; 

HAAKE et al., 2000; HAAKE; MATSUNAGA, 2002; CULLEN et al., 2003) e que são 

importantes alvos para desenvolvimento de testes diagnósticos, seja utilizando métodos 

imunoquímicos ou moleculares.  

Um grande número de proteínas de membrana externa de leptospiras já foram 

caracterizadas como importantes ferramentas para o desenvolvimento de vacinas e de ensaios 

de imunodiagnóstico como a OmpL1 (HAAKE et al., 1993), LipL41 (SHANG; SUMMERS, 

HAAKE, 1996), LipL36 (HAAKE et al., 1998), LipL32 (HAAKE et al., 2000), LipL21 

(CULLEN et al., 2003), LipL46 (MATSUNAGA et al., 2006), OmpA-like Loa22 

(KOIZUMI; WATANABE, 2005) e a proteína LenA (VERMA et al., 2006). Uma família de 

proteínas chamadas de immunoglobulin-like (Ligs) foi descrita recentemente 
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(PALANIAPPAN et al., 2002). Outros ensaios também demonstraram que as proteínas Ligs 

são antígenos protetores quando usados em modelos animais com leptospirose (KOIZUMI; 

WATANABE, 2004; PALANIAPPAN et al., 2006; SILVA et al., 2007). A diposição dessas 

proteínas na membra das Leptospiras encontra-se na Figura 1. 

 

Figura 1: Parede celular das Leptospiras  

 

Fonte: Ko; Goarant; Picardeau, 2009.  

 

A imunização de hamsters com fração da membrana L. interrogans contendo as 

proteínas OmpL1 e LipL41 demonstrou sinergismo entre estas duas proteínas na proteção. No 

entanto quando as proteínas recombinantes foram administradas individualmente estas não 

foram protetoras, sugerindo que a maneira com que OmpL1 e LipL41 estão associadas à 

membrana é importante para determinar a imunoproteção (HAAKE et al., 1999).  

Em outro estudo mais recente, formas recombinantes de outras prováveis proteínas de 

membrana externa de leptospiras, tais como Lp1454, Lp1118 e MceII, mostraram-se 

imunoprotetoras, individualmente e sinergeticamente, contra a infecção em hamsters 

(CHANG et al., 2007).  

As proteínas LigA e LigB demostraram imunoproteção em estudos realizados em 

modelos de hamster, no entanto em um estudo mais recente a importância da LigB na 

patogenicidade da leptospirose foi questionada, pois mesmo após deleção do gene ligB do 

genoma de uma cepa patogênica, esta conservou suas características letais (KOIZUMI; 

WATANABE, 2004; PALANIAPPAN et al., 2006; SILVA et al., 2007, CRODA et al., 

2008). Embora existam pesquisas com resultados contraditórios principalmente quando se 

utilizou LipL32 e Lig A na imunização de hamsters (LUCAS et al, 2012). 
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Lipoproteínas de espiroquetas têm demonstrado ser antígenos capazes de induzir uma 

resposta imune protetora (HAAKE, 2000), confirmando sua importância na patogênese da 

leptospirose. Nestes microrganismos, as lipoproteínas são, comprovadamente, as mais 

proeminentes proteínas que compõem sua membrana celular.  

Atualmente o número de lipoproteínas de superfície celular de Leptospira 

caracterizadas é pequeno, são elas; LipL21, LipL31, LipL32, LipL36, LipL41, LipL45 e 

LipL48 (SHANG; SUMMERS; HAAKE, 1996; HAAKE et al., 1998; HAAKE et al., 2000; 

HAAKE; MATSUNAGA, 2002; MATSUNAGA et al., 2002; CULLEN et al., 2003). Estas 

lipoproteínas foram assim denominadas, com base em sua aparente massa molecular, de 

acordo com os critérios adotados para nomenclatura das proteínas de Treponema (NORRIS, 

1993).  

Até o presente momento, a mais proeminente proteína de membrana de Leptospira 

reportada é LipL32. Ela é expressa tanto em cultivos in vivo quanto in vitro, sendo sua 

seqüência e expressão altamente conservada entre as espécies patogênicas de Leptospira. 

Desta forma, LipL32 é apontada como o antígeno mais importante na patogênese, diagnóstico 

e prevenção da leptospirose (HAAKE et al., 2000; GUERREIRO et al., 2001; BRANGER et 

al., 2001). Dentre as lipoproteínas acima relacionadas, as três maiores em ordem de 

abundância na superfície celular são: LipL32, LipL21 e LipL41 (CULLEN et al., 2005).   

A capacidade de determinação da sequência genômica completa de diversos 

organismos, abriu as portas para uma nova metodologia de desenho racional de vacinas, que é 

relevante no tratamento e prevenção de uma série de infecções (KOIZUMI; WATANABE, 

2005). As sequências completas dos genomas são transformadas em algoritmos 

computacionais, para que sejam avaliadas in silico, oferecendo uma nova estratégia para 

identificação de antígenos potenciais. Esta metodologia de análise recebe o nome de 

vacinologia reversa e vem surgindo como uma revolução na área de desenvolvimento de 

vacinas (RAPPUOLI; COVACCI, 2003; SERRUTO et al., 2004).  

A análise do genoma de L. interrogans a escolha racional de sequências que codificam 

proteínas associadas à membrana, estão entre as novas estratégias de avaliação e 

caracterização de imunógenos para o desenvolvimento de uma vacina protetora e para o uso 

em testes diagnósticos. 
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1.2 Imunoglobulina Y 

 

O processo de produção de anticorpos basea-se na imunização e coleta de sangue ou 

mesmo sacrificio dos animais para remoção do baço, estes procedimentos provocam 

sofrimento dos animais  estando assim em desacordo com as políticas de bem estar animal 

(CHALGHOUMI et al., 2009).  

A capacidade dos anticorpos de reconhecer moléculas com alta especifidade fez deles 

uma ferramenta indispensável em laboratórios, principalmente na pesquisa de novos métodos 

diagnósticos, terapias e vacinas. Atualmente, os anticorpos disponíveis para esse objetivo são 

produzidos em mamíferos requerendo assim o uso de animais de laboratório (coelhos, ratos, 

camundongos e cobaias) ou mamíferos de maior porte (cavalos, ovelhas e cabras) 

(KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004; CHALGHOUMI et al., 2009).  

As imunoglobulinas Y ( IgY) são moléculas com elevada especificidade para a ligação 

e inativação de substâncias externas, tais como moléculas tóxicas ou antigenicas, que são 

capazes de invadir o corpo (KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004). 

Sendo assim, para garantir o bem estar animal o Centro Europeu para a Validação de 

Métodos Alternativos (ECVAM) recomenda o uso de anticorpos de galinhas como alternativa 

aos anticorpos de mamíferos (SCHADE et al., 1996). Isto porque a utilização de galinhas 

reduz o número de animais utilizados, já que estas produzem maior quantidade de anticorpo 

quando comparadas aos animais de laboratório comumente usados (camundongo e coelho) e 

ainda a coleta de sangue pode ser substiuída por extração do anticorpo a partir da gema de 

ovo, minimizando assim o sofrimento animal (KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 

2004).  

Em galinhas (Gallus domesticus), apenas três classes de imunoglobulinas são bem 

identificadas, IgM, IgA e IgY (CHEN et al, 1982; BURNS; MAXWELL, 1981). Sendo que a 

IgY, principal anticorpo produzido apresenta função equivalente a IgG nos mamíferos e a IgA 

e IgM são homólogas as de mamíferos (WARR et al., 1995; DIAS DA SILVA; 

TAMBOURGI, 2010). 

A IgY é continuamente sintetizada, secretada para o sangue e transferida para a gema 

de ovo, onde se acumula, através de um receptor na superfície da membrana da gema 

específico pra translocação de IgY (WARR et al., 1995; MORRISON et al., 2002, TESAR et 

al., 2008), enquanto que IgA e IgM são depositadas na clara de ovo (ROSE et al., 1974). Este 

acumulo de IgY na gema é responsável pela imunidade passiva a embriões e neonatos pois a 
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produção de IgY em pintinhos, começa apenas seis dias após a eclosão (ZHANG, 2003; DIAS 

DA SILVA; TAMBOURGI, 2010). 

A IgY está presente no sangue circulante, na gema de ovo e também  conteúdo 

duodenal, secreção traqueal e no líquido seminal (LESLIE; CLEM, 1969). A quantidade de 

IgY na gema varia desde 60-150mg/ovo dependendo de vários fatores, como idade, raça e 

antígeno utilizado (COOK; TROTT, 2010, PAULY et al., 2009). Uma galinha pode produzir 

aproximadamente 325 ovos/ano, isto pode resultar num rendimento potencial de cerca de 20-

40 g de IgY por ano (PAULY et al., 2009), dos quais 2% a 10% é o antigeno específico 

(SCHADE et al., 1991; TINI et al., 2002).  

A estrutura geral do IgY é semelhante para IgG de mamíferos, com duas cadeias 

pesadas e duas leves, porém apresentam diferenças em suas características bioquímicas e 

funções imunológicas que se devem a sequência de aminoácidos e diferenças estruturais 

(ZHANG, 2003; KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004). 

A distância filogenética entre galinhas e mamíferos torna possível a produção de 

anticorpos contra proteínas altamente conservadas de mamíferos, e ainda é necessária uma 

quantidade menor de antígeno para produzir uma resposta imune eficiente (LARSSON et al., 

1998). A distância evolutiva também determina a ausência de reação cruzada entre IgG de 

mamíferos e IgY o que reforça as vantagens da utilização de IgY como anticorpo primário  

em alguns tipos de imunodiagnóstico (HADGE; ANBROSUIUS, 1984; DIAS DA SILVA; 

TAMBOURGI, 2010). Além disso, anticorpos de galinha reconhecem epitopos diferentes dos 

anticorpos de mamíferos, aumentando assim o número de anticorpos diferentes e 

consequentemente a possibilidade de ligação (CARLANDER et al., 1999).  

A utilização de IgY de galinha, em vez de IgG de mamíferos 

apresenta inúmeras vantagens, como: redução do número de animais, uma vez que galinhas 

podem produzir até 18 vezes mais anticorpo do que coelhos, redução de custo, bem estar 

animal (SCHADE et al., 1996; KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004). Além disso, 

ao contrário da IgG não ativa o complemento, não interage com as proteínas estafilocócica A 

e estreptocócica G, ao fator reumatóidee ao receptor Fc da superfície celular  e não reage com 

os anticorpos de IgG e IgM de mamíferos (TINI et al, 2002; CARLANDER et al., 2002; 

ZHANG, 2003). 

Além disso, a IgY pode ser facilmente isolada a partir da gema por técnica de 

precipitação, uma vez que na gema encontra-se somente IgY, em contraste com o soro de 

mamíferos onde se encontram várias classes se anticorpos (GASSMANN et al., 1990). 
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Além dos benefícios já citados, a IgY é particularmente estável a altas temperaturas e 

variações de pH (SHIMIZU et al., 1992) e exibem elevada avidez mesmo após a primeira 

imunização. 

 

 

1.3 Phage Display 

 

O termo Phage display significa apresentação de peptídeos na superfície de fagos, esta 

técnica foi descrita primeiramente por Smith em 1985, sendo este autor o pioneiro a conseguir 

a expressão da enzima de restrição Eco RI como uma fusão da proteína três (pIII) do capsídeo 

do fago. A técnica consiste na seleção de peptídeos in vitro, onde uma proteína ou peptídeo é 

geneticamente fundido a proteína de superfície de um bateriófago, resultando na expressão de 

uma proteína heteróloga na superfície do capsídeo viral (FUMAGALLI, 2008). 

Uma grande vantagem do phage display é que bibliotecas de peptídeos podem ser 

selecionadas pelos ligantes alvo-específico, sendo assim, bibliotecas selecionadas contra alvos 

de interesse podem ser criados com grande diversidade e estas podem ser amplificadas 

(SERGEEVA et al., 2006). 

É uma técnica importante para o desenvolvimento de vacinas e mapeamento de 

epítopos e apresenta vantagens como: habilidade de selecionar ligantes de alta afinidade, 

possibilidade de produzir proteínas solúveis, fácil manuseio e rapidez (SMITH; PETRENKO, 

1997). 

Os bacteriófagos comumente utilizados na técnica de phage display são vírus de DNA 

circular e fita simples que infectam bactérias Gram negativas. Sendo que os mais 

extensivamente usados são fagos filamentosos estirpes M13, fd e f1 que infectam E. coli via 

pilus F, constituídos por cinco proteínas pIII, pVI, pVII, pVIII e pIX (Figura 1) (ARAP, 

2005). Destas e fita simples que infectam bactérias Gram – negativas. Sendo que os mais 

cinco proteínas existem aproximadamente 2.800 cópias da pVIII  e 3 a 5 cópias da pIII 

(RUSSEL, 1991). 
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Figura 2: Estrutura de um fago filamentoso. PIII, pVI, pVII, pVIII and pIX representam as 

proteínas do fago. Os peptídeos são expressos usualmente na pIII ou pVIII. 

 

 

 Fonte: Arap, 2005. 

 

A técnica de phage display envolve a fusão do DNA estranho com DNA do fago, o 

que resulta em proteínas exógenas expostas na superfície dos fagos filamentosos fusionado a 

uma das proteínas de revestimento. Embora todas as cinco proteínas de revestimento possam 

ser usadas para este fim, a pVIII e a pIII são as mas utilizadas (ARAP, 2005). 

Bibliotecas de peptídeos sintéticos fusionados a pIII são mais indicadas para 

descoberta de ligantes com alta afinidade, quando comparadas as bibliotecas fusionadas a 

pVIII ligada, devido a baixa representatividade da pIII em relação a pVIII (KEHOE; KAY, 

2005; PASCHKE, 2006). 

A principal característica do fago filamentoso que faz com que ele seja o mais 

utilizado é que ao contrário dos bacteriófagos líticos, ele produz e secreta partículas de fagos a 

partir de bactérias infectadas sem causar a lise celular (RUSSEL et al., 2004). 

A infecção é iniciada pelo acoplamento da pIII do fago ao pilus f de uma E. coli  

(HEMMINGA et al., 2010). Somente o DNA de fita simples e circular do fago penetra na 

bactéria onde é convertido pela maquinaria de replicação do DNA bacteriano em uma forma 

replicativa de plasmídeo de fita dupla. Esta forma replicativa sofre constantes replicações do 

DNA circular para gerar DNA de fita simples e ainda servir como molde para expressão das 

proteínas de fago pIII e pVIII. A progênie do fago é montada por empacotamento do DNA de 
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fita simples em capsídeos protéicos e é expulsa da bactéria através da membrana para o meio 

extracelular (AZZAZY; HIGHSMITH, 2002). 

O processo de seleção é chamado de biopanning e envolve o enriquecimento do fago 

desejado por ligação e eluição a partir uma molécula alvo imobilizada (KONTHUR; 

WALTER, 2002). 

O biopanning ou processo de seleção biológica, em geral, envolve cinco passos 

fundamentais: preparo de uma biblioteca primária ou amplificação de uma biblioteca 

existente; exposição das partículas de fagos contra  um alvo imoblilizado; remoção de fagos 

não específicos, que não se ligaram por lavagens;  recuperação dos fagos específicos, que se 

ligaram a molécula alvo por eluição e amplificação dos fagos recuperados, repetição desse 

processo por duas a quatro vezes (ARAP, 2005). 

Após o biopanning, é feito o sequenciamento do genoma do fago e assim é possível 

determinar a sequência do peptídeo expresso na superfície do fago o que permite a reprodução 

como peptídeo recombinante ou a produção de peptídeo sintéticos, e finalmente determinar a 

especificidade e seletividade para o alvo utilizado (KOIVUNEN et al., 1999). 

Em razão das desvantagens apresentadas pelas vacinas e métodos de diagnóstico para 

leptospirose diponíveis atualmente, foram propostos como objetivos produzir e purificar 

anticorpos IgY policlonais específicos anti-Leptospiras, e estes foram utilizados como alvo na 

técnica de phage display visando a seleção e identificação de peptídeos específicos para 

Leptospira, que futuramente possam ser utilizados no desenvolvimento de novos métodos 

diagnósticos e/ou para produção de vacinas multi-sorovar contra leptospirose. 

Tungtrakanpoung et al. (2006) utilizando anticorpos monoclonais e soro de pacientes 

positivos para leptospirose obteve peptídeos especialmente; LTPCDXPTFGS e 

TPCIXXGSAS e CSNXSKR, que quando alinhados com proteínas de Leptospira interrogans, 

apresentaram sequências semelhantes a proteínas de membrana exterior (GenBank adesão 

Número AAN49104), termolisina proteína precursora (GenBank número de acesso 

YP_003227.1), e hipotética proteína LIC12228 (adesão GenBank Número YP_002163.1). 

A utilização de amostras de soros na seleção de peptídeos, através da técnica de phage 

display, é uma estratégia atrativa que pode ser aplicada para o imunodiagnóstico ou no 

desenvolvimento de vacinas contra diversas doenças, na tentativa de se identificar sequencias 

específicas que se liguem a anticorpos presentes em tais amostras. Tal procedimento pode 

gerar o desenvolvimento de novos compostos mais simples e sensíveis, além de permitir o 

entendimento da participação de antígenos conhecidos, ou não, nos mecanismos de resposta 

imune (MANOUTCHARIAN et al., 1999). 
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Essa técnica demonstra um grande potencial na seleção e identificação de antígenos 

reconhecidos pelas amostras de soro de animais com leptospirose, sem o prévio conhecimento 

de tais antígenos. Além disso, mostra-se como uma interessante alternativa a ser verificada no 

desenvolvimento de antígenos vacinais contra leptospirose. 
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CAPÍTULO 2 - PRODUÇÃO E PURIFICAÇÃO DE IMUNOGLOBULINAS Y 

POLICLONAIS ANTI-LEPTOSPIRA spp. 

 

 

RESUMO - Objetivou-se verificar se galinhas imunizadas com uma solução de Leptospiras 

inativadas e proteínas de membrana externa do sorovar Hardjo, poderiam produzir anticorpos 

policlonais específicos anti-Leptospiras, detectáveis em testes ELISA. Foram imunizados oito 

galinhas com 25 semanas de idade, da raça White Leghorn, sendo três imunizadas com uma 

suspensão de Leptospiras inativadas, três com uma solução de proteínas de membrana externa 

extraída do sorovar Hardjo e duas controle. Coletas de sangue foram realizadas 

quinzenalmente e de ovos diariamente. A IgY foi purificada a partir da gema dos ovos 

utilizando para a delipidação o método de diluição em água ácida e a precipitação com sulfato 

de amônio. Realizou-se testes ELISA para verificar a especificidade da IgY, nestes foi 

possível observar a produção de anticorpos anti-Leptospira, tanto no soro quanto nas gemas 

purificadas. O pico de produção de anticorpos específicos ocorreu na 5º semana após a 

primeira imunização. Foi possível induzir a produção de anticorpos específicos em galinhas, 

por meio de imunizações destas com Leptospira inativada e proteínas de membrana externa 

do sorovar Hardjo. Galinhas imunizadas com uma suspensão de Leptospiras inativadas e com 

PME de Leptospira interrogans do sorovar Hardjo produziram anticorpos reativos a PME 

Hardjo detectáves por teste ELISA. 

 

Palavras-chave: Galinhas, gema de ovos, Leptospira interrogans, leptospirose 
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CHAPTER 2 – PRODUCTION AND PURIFICATION OF IMMUNOGLOBULIN Y 

POLYCLONAL ANTI- LEPTOSPIRA 

 

ABSTRACT - The dissertation was divided in two chapters. The aim was to determine 

whether hens immunized with an inactivated suspension of Leptospira and a solution of outer 

membrane proteins extracted from the serovar Hardjo, could produce specific polyclonal 

antibodies to Leptospira, detected in ELISA assay. Eight hens White Leghorn race with 25-

weeks-old were immunized, three with an inactivated suspension of Leptospira, three with a 

solution of outer membrane proteins (OMP) extracted from the serovar Hardjo and two 

controls immunized with saline. Blood samples were collected fortnightly and eggs daily. The 

IgY was purified from the egg yolk using the method for the delipidation of dilution with 

water acidic and ammonium sulfate precipitation. The ELISA assay was performed to verify 

the specificity of the IgY, these was possible to observe the production of specific antibody to 

Leptospira both in serum and purified egg yolk. The specific antibody titers peaked in the 

fifth week post immunization. The production of polyclonal IgY was effective for producing 

high titers of specific antibodies.  

 

Key words: hens, Leptospira interrogans, leptospirosis 
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2.1 INTRODUÇÃO  

 

Os anticorpos são moléculas com elevada especificidade para a ligação e inativação de 

substâncias externas, tais como moléculas tóxicas ou antígenos, que são capazes de invadir o 

corpo (KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004). Em razão disto, tem sido utilizado 

para fins de diagnóstico, terapia e inativação de substâncias (REILLY et al., 1996). 

Os anticorpos específicos, policlonais ou monoclonais, atualmente disponíveis para 

pesquisa, diagnóstico e terapias são obtidos principalmente de mamíferos, entre eles coelhos e 

ratos, respectivamente (NARAT, 2003). 

De maneira alternativa, os anticorpos purificados da gema de ovos de galinhas 

imunizadas, denominados imunoglobulinas Y ou IgY (do inglês yolk = gema), tem se 

mostrado úteis em várias aplicações, entre elas imunodiagnóstico, imunoterapia e estudos de 

proteômica (KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004). A utilização dos anticorpos IgY 

policlonais, apresenta vantagens em comparação com os anticorpos IgG de mamíferos, tais 

como, a redução do número de animais imunizados; elevada quantidade de anticorpos 

purificados por mL de gema sem a sangria da galinha e normalmente os métodos de extração 

de imunoglobulinas da gema são de baixo custo e de fácil execução (SCHADE et al., 1996; 

KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004).  

Além disso, os anticorpos IgY evitam a ocorrência de resultados falsos-positivos nas 

técnicas de imunoensaio que empregam amostras de soro ou células de mamíferos, pois não 

sofrem interferência com o fator reumatóide; não fixam o complemento e não interagem com 

o receptor para Fc dos mamíferos. Em relação à purificação, os anticorpos IgY não se ligam 

às proteínas A e B de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp., respectivamente (TINI et al, 

2002; CARLANDER et al., 2002; ZHANG, 2003). 

A distância filogenética entre galinhas e mamíferos torna possível a produção de 

anticorpos contra proteínas altamente conservadas de mamíferos (LARSSON et al., 1998). 

Além disso, anticorpos de galinha reconhecem epitopos diferentes dos anticorpos de 

mamíferos, aumentando assim o número de anticorpos diferentes e consequentemente a 

possibilidade de ligação (CARLANDER et al., 1999).   

Atualmente é imprescindível o desenvolvimento de uma vacina multivalente protetora 

e de amplo espectro contra a leptospirose e também de um novo método diagnóstico, em 

virtude das desvantagens apresentadas pelos métodos atuais, sendo assim, objetivou-se 

verificar a resposta imune humoral de galinhas imunizadas com uma solução de Leptospiras 



34 
 

 

inativadas e proteínas de membrana externa do sorovar Hardjo, por meio da verificação de 

níveis de anticorpos policlonais anti-Leptospiras, em testes ELISA. 

 

 

2.2  MATERIAL E MÉTODOS 

 

A pesquisa foi realizada no Laboratório de Doenças Infecto-contagiosas da 

Universidade Federal de Uberlândia (LADO-UFU) e no Laboratório de Bioquímica do 

Instituto de Genética e Bioquímica da Universidade Federal de Uberlândia (INGEB-UFU).  

    

 

2.2.1 Obtenção do Antígeno 

 

As cepas de Leptospira interrogans utilizadas foram fornecidas pelo Laboratório de 

Doenças Infectocontagiosas FAMEV-UFU. Para o preparo de uma suspensão de Leptospiras 

inativadas, as bactérias foram cultivadas em caldo EMJH (meio Ellinghausen e McCullough 

modificado por Johnson e Harris, 1967) por 7 a 10 dias em estufa bacteriológica com 

temperatura entre 28 e 29°C (FAINE, 1999). Foram utilizados 14 sorovares: Australis, 

Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Canicola, Copenhageni, Grippotyphosa, Hardjo, 

Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Pyrogenes, Tarassovi e Wolffi. 

Após atingir a densidade de 1 a 2 x 10
8 

leptospiras/mL, os cultivos foram 

centrifugados a 13.000rpm durante 30 minutos, o pellet contendo as células foi diluído em 

PBS (NaCl 137mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 12 mM, K2HPO4  1,2 mM, pH 7,4) estéril, e 

comparada com a escala de Macfarland 0,5 para que se atingisse um a densidade final 

aproximada de 1x10
8
 leptospiras/mL, e em seguida as bactérias foram inativadas a 56°C por 

16-18 horas (SURUJBALLI; ELMGREN, 2000). 

A extração de proteínas de membrana externa (PME) de Leptospira interrogans 

sorovar Hardjo foi realizada utilizando-se a metodologia descrita por HAAKE et al. (1991). 

Um cultivo de L. interrogans sorovar Hardjo com sete dias de crescimento foi centrifugado a 

13.000 x g a 4°C, durante 10 minutos, o sobrenadante foi então descartado e o pellet 

ressuspendido em PBS pH 7, 4 acrescido de 5 mM MgCl2, por três vezes consecutivas. 

Posteriormente o pellet foi ressuspendido em TE (10mM de Tris hidroclorido - 2mM EDTA), 

pH 7,4, adicionado de 1% de TritonX114 (v/v) (Sigma-Aldrich). Esta suspensão foi incubada 

a 4°C por 30 minutos. A suspensão foi então centrifugada a 17.000 x g, a 4°C durante 10 
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minutos, descartou-se o pellet e adicionou-se 2% de Triton X114 (v/v) ao sobrenadante, que 

após aquecimento a 37°C por 10minutos, foi centrifugado a 2.000 x g por 10 minutos a 

temperatura ambiente.  

Após a centrifugação as duas fases presentes, aquosa e detergente, foram separadas e 

submetidas a um banho de gelo por 10 minutos. Acrescentou-se a fase aquosa 2% de Triton 

X114 (v/v) e a fase detergente nove partes do tampão TE, pH 7,4, incubou-se por 10 minutos 

a 37°C e depois centrifugou-se a 2.000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente. Os 

procedimentos de separação de fases, resfriamento, adição de reagentes, aquecimento e 

centrifugação foram repetidos quatro vezes. As fases detergente e aquosa foram então 

separadas. 

As duas frações foram precipitadas em acetona segundo Cunningham (1988), 

adicionou-se 10X o volume de acetona (Vetec, PA) e incubou-se no gelo por 45 minutos. 

Após incubação as frações foram centrifugadas a 14.000 x g, a 4°C, por 30 minutos. A 

acetona presente no sobrenadante foi então descartada e o pellet ressuspendido em PBS e 

estocado a   -20°C 

 

 2.2.2 Imunização 

 

Foram imunizadas oito galinhas poedeiras da linhagem White Leghorn, com 25 

semanas de idade, cedidas pela granja Planalto de Uberlândia-MG, as quais foram divididas 

aleatoriamente em três grupos experimentais (Tabela1). O esquema de imunizações foi 

realizado de acordo com Barbas et al. (2001).  

 

Tabela 1: Grupos experimentais e tipo de imunização utilizada, Uberlândia, 2012. 

Grupo            n Imunização 

1 2 PBS + Adjuvante* 

2 3 
Suspensão de Leptospiras inativadas diluídas em 

PBS + Adjuvante* 

3 3 
Solução de proteínas de membrana externa 

sorovar Hardjo diluídas em PBS + Adjuvante* 

* Adjuvante de Freund  (Sigma Chemical Co.) 

 

As imunizações foram realizadas com intervalos de 15 dias, sendo que na primeira foi 

usado o adjuvante completo de Freund (Sigma) e nas seguintes o adjuvante incompleto de 

Freund (Sigma), correspondendo a 50% do volume total da solução. Administrou-se 500 µL 

(250 µl do antígeno diluído em PBS e 250 µl de adjuvante) profundamente no músculo 
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peitoral da galinha, dividindo o volume total em quatro pontos diferentes, foi feito o 

acompanhamento para avaliação de reações pós-vacinais.  

O Grupo 1 foi imunizado quatro vezes com 250 µl de PBS, enquanto Grupo 2 foi 

imunizado quatro vezes com  250 µl da supensão de Leptospiras inativadas (densidade de 

1x10
8 

células/mL) e o Grupo 3 três vezes com 200 µg de PME do sorovar Hardjo diluída em 

250 µl de PBS. 

Foram realizadas coletas de sangue quinzenais, 1mL na asa (veia ulnar). Os ovos 

foram coletados diariamente a partir de uma semana antes da inoculação (pré-inoculação). 

Após a coleta, os ovos foram separados por semana, e estocados a 4ºC até a realização do 

processo de delipidação. 

 

 

 2.2.3 Purificação das imunoglobulinas IgY policlonais totais 

  

As gemas dos ovos foram cuidadosamente separadas da clara e lavadas com água 

ultrapura para a remoção de resíduos de clara. Em seguida, a membrana vitelínica foi rompida 

e a gema foi coletada em frascos cônicos de 50 mL, os quais foram armazenados a -20°C até 

o momento da purificação. Ao final do procedimento, obteve-se um  pool semanal de gemas 

para cada um dos três grupos de galinhas imunizadas.  

A purificação dos anticorpos IgY totais se iniciou pela delipidação, remoção da fração 

lipídica da gema, segundo segundo Akita e Nakai (1993). A gema pura foi diluída com água 

ultrapura na proporção 1:10 (v/v), após a homogeneização o pH da mistura foi ajustado para 

uma faixa entre 5,0-5,2, por meio de gotejamento de HCl 0,1N e, em seguida, a mistura 

acidificada foi armazenada a 4°C overnight. Após esse período a solução foi centrifugada a 

10.000 x g por 25 minutos a 4°C. O pellet contendo a fração rica em lipídeos foi descartado e 

o sobrenadante contendo os anticorpos totais, foi filtrado (filtro de 0,45µm Millipore). A 

amostra filtrada teve seu pH ajustado para 7,4 com PBS 10x e após isso foi armazenada a -

20°C. 

Após a delipidação, foi realizada a precipitação com sulfato de amônio (Synth) 

baseado no protocolo de Araújo et al. (2010) onde se adicionou sulfato a amostra filtrada na 

concentração de 20% (p/v) sob agitação durante 30 minutos a 4°C. Após esse tempo o 

material foi centrifugado a 2.000xg por 30 minutos a 4°C, com isso o sobrenadante foi 

descartado e o pellet ressuspendido em PBS 1x, pH 7,4.  
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Por fim foi realizada a diálise das amostras em uma membrana de AMICOM 

(Amicom Ultra-15 Centrifugal Filter Unit Millipore), onde se colocava a amostra juntamente 

com PBS, pH 7,4 para centrifugar a 4.000 x g por 30 minutos, 4°C, esse procedimento foi 

realizado três vezes. 

Após o término da extração das imunoglobulinas IgY totais, a concentração proteica 

foi obtida em todas as frações por meio do método de Bradford (1976) e a  pureza das 

preparações foi investigada por eletroforese unidimensional. Utilizou-se gel de poliacrilamida 

a 16% (p/v), aplicando-se 10µg de amostra por poço. A visualização das bandas proteicas foi 

feita através da coloração do gel com Coomassie Blue R250 (Sigma). 

 

 

2.2.4 ELISA para confirmar a especificidade da IgY 

 

Duas placas de microtitulação de poliestireno (MaxiSorp, Nunc) foram sensibilizadas 

com 50µL/poço de proteínas de Membrana Externa do sorovar Hardjo a uma concentração de 

10µg/mL em tampão carbonato-bicarbonato (NaHCO3 0,1M, pH8,6) e incubadas durante a 

noite a 4°C. Em seguida os sítios remanescentes para ligações inespecíficas foram bloqueados 

com tampão Tris-HCl acrescido de leite em pó desnatado na concentração de 5% (p/v) (TBS-

M), durante 2 horas a 37°C. Após incubação foi realizado um ciclo de três lavagens com 

tampão TBS.  

Amostras de 50 µL  das IgY totais, correspondentes ao pool de gemas de cada uma das 

dez semanas do experimento de imunização, diluídas a 1:50 em TBS acrescido de 0,05% de 

Tween 20 e 5% de leite em pó desnatado (TBS-TM), foram incubadas por 60 minutos a 37°C. 

Após esse procedimento um segundo ciclo de lavagens idêntico foi executado. A detecção de  

IgY foi feita pela incubação com anticorpos IgG de coelho anti-IgY marcados com peroxidase 

(Sigma) diluídos 1:5000 em PBS-TM por 60 minutos, 37°C. Foi realizado um ultimo ciclo de 

lavagens e, em seguida, realizou-se a revelação por meio da adição de 50 µL/poço de orto-

fenilenodiamina (OPD) (DAKO) acrescido de H2O2 a 30%. Após 15 minutos a temperatura 

ambiente e ao abrigo da luz, a reação foi interrompida com a adição de 25 µL/poço de H2SO4 

(2N), efetuando-se em seguida a leitura a 492 nm em espectrofotômetro de microplaca 

(Thermo Plate - TP-Reader). 
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A eletroforese da IgY purificada das gemas de ovos (Figura 1) demonstrou que o 

processo de purificação com sulfato de amônio a 20% não foi totalmente eficiente, uma vez 

que há formação de outras bandas além da de IgY, resultado que discorda com outros estudos 

que afirmam que este seria o método mais eficiente de purificação com alta pureza 

(SVENDSEN et al, 1995, ARAÚJO, 2007). Nota-se que a banda de IgY, encontra-se um 

pouco abaixo de 200 Kd, na literatura há divergência quanto ao PM da IgY, alguns autores 

afirmam ter esta molécula 167,25 kDa (CARLANDER, 2002; CHACANA et al., 2004). 

Enquanto Leslie e Clem (1969) relataram  um peso molecular de até 206 kDa, e Devi et al. 

(2002) estabeleceram seu peso em 190 kDa,  no entanto foi estabelecido pela maioria dos 

autores em torno de 180Kd (WARR et al., 1995; AKITA; LI-CHAN; NAKAI, 1998; 

BIZANOV et al., 2004).  

 

Figura 1: Perfil eletroforético da IgY das gemass de ovos purificadas com sulfato de amônio. 

PM - Padrão de peso molecular (Amresco), GP – gema purificada. 

 
 

 

Observou-se que a partir da 2ª semana pós-imunização houve um aumento no título de 

anticorpos específicos anti-PME Hardjo e anti-Leptospira (Figura 2), embora esta resposta 
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tenha sido baixa, resultado que se assemelha aos encontrados por Almeida et al. (1998) que 

observaram  aumento do título de anticorpos após a segunda  imunização. 

Observa-se ainda que a atividade dos anticorpos do grupo controle foi baixa e 

permaneceu inalterada durante o experimento. O que indica que sua atividade específica foi 

insignificante e, portanto, poderia ser empregada como um controle negativo em experiências 

subsequentes. 

 

Figura 2: Curva de absorbância de IgY nas amostras de soro de galinhas obtidas pelo teste 

ELISA durante 8 semanas pós imunização 

  

 

A Figura 3 mostra o perfil cinético da resposta imunológica resposta durante 10 

semanas na gema.  

Na 4° semana, duas semanas após a segunda imunização observa-se um aumento 

considerável no título de anticorpos, resultado que confirma o descrito por Narat (2003) que 

relatou que a presença de anticorpos na gema deve ser verificada após a segunda imunização. 

Os títulos  de anticorpo anti-PME e anti-Lepto nas gemas de ovos atingiram o pico na 

quinta semana após a inoculação. O perfil cinético encontrado difere do observado por 

Bizanov e Jonauskiene (2003) e Bizhanov; Jonauskiene e Hau (2004), pois nestes o título de 

anticorpos na gema começou a aumentar  na segunda semana após a primeira inoculaçãp e 

aumenta de forma constante nas próximas semanas. Estas diferenças podem ser devido a 

diferenças de imunogenicidade entre os antígenos, bem como à utilização de diferentes 

esquemas de vacinação, raças diferentes de galinhas e ensaios diferentes empregados 

(BIZHANOV; VYSHNIAUSKIS, 2000). 
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No entanto o perfil se assemelha ao encontrado por Paul (2007) e Araújo et al. (2010), 

que obtiveram um aumento significativo dos anticorpos especifico somente após a segunda 

inoculação, e o pico de anticorpos na quarta e quinta semana pós imunização, 

respectivamente.  

 

 Figura 3: Cinética de produção de IgY nas amostras de gema de ovo de galinhas obtida pelo 

teste ELISA durante 10 semanas. As setas vermelhas indicam as imunizações com PME e as setas azuis 

as imunizações com Leptospira em suspensão 

 

 

 

No grupo inoculado com PME observa-se que houve queda acentuada na produção de 

anticorpos após a 7ª semana, provavelmente, isso se deve ao fato de terem sido realizadas 

apenas três inoculações enquanto no grupo inoculado com Leptospira em suspensão foram 

realizadas quatro inoculações ou mesmo devido a diferenças de imunogenicidade entre os 

antígenos (BIZHANOV; VYSHNIAUSKIS, 2000). 

Segundo CHEN et al. (2002) e PAULY et al. (2009) a queda na concentração de 

anticorpos, não é um fenômeno desejado, e sua ocorrência pode ser revertida por meio de 

reaplicação do antígeno. 

 Quando se compara a resposta sérica e a resposta na gema observa-se que a detecção 

de anticorpos na gema ocorre com um atraso de aproximadamente sete dias, depois da 

detecção sérica, fato que pode ser explicado em virtude do tempo requerido para a 

desenvolvimento do folículo ovariano e ovopostura (PEI; COLLISSON, 2005; DAVISON; 

MAGOR; KASPERS, 2008). 
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 Foi possível verificar que as galinhas que foram inoculadas com uma suspensão de 

Leptospira inativada, quanto os animais imunizados com PME de Leptospira interrogans 

sorovar Hardjo produziram anticorpos capazes de reconhecer as PME de Leptospira 

interrogans sorovar Hardjo, utilizada como antígeno no ELISA. Segundo Lafetá (2006) o 

perfil protéico das proteínas de membrana externa da Letpospira interrogans sorovar Hardjo 

possui muitas similaridades com o perfil protéico da membrana externa de L. interrogans, 

portanto devido a essa semelhança essas foram utilizadas como antígeno no ELISA. 

 Por demonstrarem especificidade a Leptospira, estes anticorpos poderiam ser 

utilizados em testes diagnósticos para leptospirose, que visem a detecção de antígeno. 

Segundo Tini et al. (2002) a IgY pode ser usada  em praticamente todos os métodos de 

imunodiagnóstico tradicionalmente desenvolvidos com IgG de mamíferos ou seja, 

imunofluorescência, ELISA, técnicas de imunoeletroforese, Western blotting, imuno-

histoquímica, e muitos outros (TINI et al., 2002). 

 Os anticorpos IgY apresentam vantagens em relação aos de mamíferos, que são 

geralmente usados para imunodiagnóstico, pois não ativam o sistema complemento de 

mamíferos e não interagem com o fator reumatoide, diminuindo assim a ocorrência de 

resultados falso-positivos (LARSON et al. 1992).  

Esses resultados reforçam os obtidos anteriormente onde já foram caracterizados como 

bons antígenos e imunógenos várias PME de Leptospira (HAAKE et al., 2000; CULLEN et 

al., 2003; KOIZUMI; WATANABE, 2005; MATSUNAGA et al. 2006; PALANIAPPAN; 

RAMANUJAM; CHANG, 2007), sendo que o diferencial desse estudo foi a utilização de 

imunoglobulinas (IgY) produzidas em galinhas anti-Leptospira e anti-PME de Leptospira. 

 

 

2.4 CONCLUSÃO 

  

 Galinhas imunizadas com uma suspensão de Leptospiras inativadas e com PME de 

Leptospira interrogans do sorovar Hardjo produziram anticorpos reativos a PME Hardjo 

detectáves por teste ELISA. 
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CAPÍTULO 3 - SELEÇÃO DE PEPTÍDEOS RECONHECIDOS POR 

IMUNOGLOBULINAS Y ANTI-LEPTOSPIRA spp 

 

 

RESUMO - Objetivou-se com identificar epítopos ou mimetopos (sequências que imitam 

epítopos verdadeiros), por meio da técnica de phage display tendo como alvo anticorpos IgY 

anti-Leptospira e anti-PME Hardjo. Os anticorpos IgY utilizados como alvo foram produzidos 

em galinhas imunizadas com proteínas de membrana externa de Leptospira interrogans 

sorovar sorovar Hardjo (anti-PME Hardjo), suspensão de Leptospiras inativada (anti-

Leptospira) e IgY controle. No biopanning uma biblioteca comercial de peptídeos randômicos 

Ph.D. 12 mer, New England BioLabs®Inc foi incubada primeiramente com a IgY controle, 

realizando um processo denominado seleção negativa e depois com a IgY anti-Leptospira e 

anti-PME Hardjo, a eluição dos fagos selecionados foi então realizada de forma competitiva e 

ácida. Após três ciclos de seleção, 288 clones foram isolados e sequenciados, gerando 132 

sequências válidas. Os clones foram submetidos a testes ELISA com o anticorpo usado como 

alvo no biopanning para verificar a especificidade destes. Nos resultados dos testes ELISAs 

verificou-se que nove fagos (PMEcomp17,  PMEac10, PMEac12, PMEac19, PMEac29, 

PMEac35, Lep6, Lep7 e Lep20) apresentaram melhores resultados. Estes foram alinhados 

com a sequência primária de proteínas de Leptospira spp e Leptospira interrogans sorovar 

Hardjo, e as análises in Silico mostraram que os nove peptídeos têm similaridade com 

proteínas imunogênicas de Leptospiras. Foram selecionados nove peptídeos com similaridade 

a proteínas de Leptospira interrogans consideradas imunogênicas. Os peptídeos foram 

similares a proteínas de membrana externa, lipoproteína, LipL32, LipL41, LigA, SecY, LenE. 

 

 

Palavras chave: Leptospirose. Phage display. Proteínas de membrana externa de Leptospira 

interrogans 

 

 

 

 

 

 



47 
 

 

CHAPTER 3 – SELECTION OF PEPTIDES RECOGNIZED BY ANTI-

IMMUNOGLOBULIN Y LEPTOSPIRA 

 

ABSTRACT - The objective of identifying epitopes or mimetops mimetic sequence of the 

true epitopes) through technique of phage display using IgY specific to Leptospira, outer 

membrane proteins the serovar Hardjo and IgY control. To realize the biopanning was used a 

commercial library of random peptides Ph.D. 12 mer, New England BioLabs®Inc Phage 

Display Library was first incubated with IgY control, performing a process called negative 

selection, and then with IgY specific to Leptospira and to OMP Leptospira Hardjo, selected 

phages were eluted competitively and acid. After three rounds of selection, 288 clones were 

isolated and sequenced, generating 132 valid sequences. The selected clones were tested in 

diagnosis by ELISA assay with the antibody used as a biopanning target in order to verify the 

specificity of these. The results of ELISA testing it was found that nine phage (PMEcomp17, 

PMEac10, PMEac12, PMEac19, PMEac29, PMEac35, Lep6, Lep7 e Lep20) showed better 

results. These were aligned with the primary sequence of proteins of Leptospira spp. and 

Leptospira interrogans serovar Hardjo and insilico analyzes showed that nine peptides has 

similarity with immunogenic proteins of Leptospira. In this work we selected nine peptides 

with similarity to proteins of Leptospira  interrogans that were considered immunogenic. The 

peptides were similar to outer membrane proteins, lipoprotein, LipL32, LipL41, LigA, SecY, 

LenE. 

 

Key words: Leptospirosis. Phage display. Outer membrane proteins of Leptospira 

interrogans 
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3.1 INTRODUÇÃO 

 

A leptospirose é uma antropozoonose, de ampla distribuição mundial causada por 

bactérias do gênero Leptospira, o qual atualmente é composto por 19 espécies e mais de 300 

sorovares (ADLER; MOCTEZUMA, 2010). A existência de tantas sorovariedades se deve a 

mudanças na composição do lipopolissacarídeo (LPS) presente na membrana externa da 

bactéria (ZUERNER et al., 2000). 

As perdas econômicas e os danos a saúde pública causados pela doença justificam o 

uso de vacinas contra leptospirose, tanto em humanos como em animais. Na medicina 

veterinária, as vacinas convencionais são baseadas na célula inteira inativada (bacterinas), as 

quais estimulam imunidade restrita (6 a 12 meses), ou em preparados da membrana de 

leptospiras patogênicas (HARTWIG, 2006). Em humanos as bacterinas não são bem aceitas 

por serem reatogênicas (ADLER; MOCTEZUMA, 2010) 

Essas vacinas promovem uma reposta imune contra o LPS destas bactérias, sendo 

portanto, restrita a sorovares antigenicamente relacionados (PETERSEN et al., 2001; 

BHARTI et al., 2003) prevenindo o desenvolvimento da doença, mas não a leptospiúria 

(ALT, ZUERNER, BOLIN, 2001). Sendo assim, o grande número de sorovares patogênicos 

impõe uma grande limitação para a produção de uma vacina com componentes multi-sorovar 

(GAMBERINI et al., 2005). 

 O diagnóstico laboratorial da leptospirose está baseado principalmente na detecção de 

anticorpos circulantes, sendo que o teste de referência é a soroaglutinação microscópica de 

campo escuro (SAM).  

 No entanto, este apresenta desvantagens, como: é considerado um teste subjetivo, pois 

o ponto de corte é a maior diluição de soro em que ocorre 50% aglutinação, dependendo 

assim do observador; utiliza cepas vivas de leptospiras, o que oferece riscos aos técnicos de 

laboratório; a interpretação deste teste é complicada pelo elevado grau de reações cruzadas 

que ocorre entre os diferentes sorogrupos, especialmente em amostras de fase aguda; não 

discrimina entre anticorpos resultantes de vacinação ou infecção; possui baixa sensibilidade, 

especialmente na fase inicial da doença (WHO, 2003; McBRIDE et al., 2005; ADLER; 

MOCTEZUMA, 2010). 

Devido a complexidade e desvantagens da SAM e também em decorrência da baixa 

eficiência das vacinas comercializadas, necessita-se de novos métodos diagnósticos mais 

eficientes e antígenos vacinais que induzam a imunidade contra a infecção por um maior 

período e ainda sejam multivalente, atingindo diversos sorovares. 
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Nesta perspectiva, as proteínas conservadas entre as Leptospiras patogênicas tem sido 

o foco das pesquisas atuais, pois estas poderiam gerar uma proteção cruzada contra vários 

sorovares (HAAKE, 1991; NALLY et al., 2005). 

A utilização de anticorpos na seleção de peptídeos, através da técnica de phage 

display, é uma estratégia atrativa que pode ser aplicada para o imunodiagnóstico ou no 

desenvolvimento de vacinas contra diversas doenças, na tentativa de se identificar sequencias 

específicas que se liguem a anticorpos presentes em tais amostras. Tal procedimento pode 

gerar o desenvolvimento de novos compostos mais simples e sensíveis, além de permitir o 

entendimento da participação de antígenos conhecidos, ou não, nos mecanismos de resposta 

imune (MANOUTCHARIAN et al., 1999). 

Anticorpos IgY policlonais de galinhas têm sido utilizado como alvo no biopanning 

(LEE et al., 2007, MANHANI et al., 2011; PRUDENCIO et al., 2011).   

A IgY apresenta vantagens em relação aos anticorpos de mamíferos. Não apresenta 

reações cruzadas com anticorpos de mamíferos, interferindo pouco nos ensaios; acumulam-se 

em grande quantidade na gema de ovo de onde pode ser facilmente purificada, produzindo 

assim maior quantidade de anticorpos do que outros animais podem produzir durante o 

mesmo período; o cuidado com o animal custa menos (CARLANDER, 2002; MANHANI, 

2009). 

Além disso, anticorpos de galinha reconhecem um número maior de epítopos quando 

usado para a detecção de antígenos relacionados a mamíferos, aumentando assim a 

possibilidade de ligação e permitindo a descoberta de antígenos ocultos (LARSSON et al., 

1998; CARLANDER et al., 1999; MANHANI, 2011).   

Portanto, objetivou-se com este trabalho identificar epítopos ou mimetopos 

(sequências que imitam epítopos verdadeiros), por meio da técnica de phage display tendo 

como alvo anticorpos IgY anti-Leptospira e anti-PME Hardjo.  

 

 

3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 A pesquisa foi realizada no Laboratório de Doenças Infecto-contagiosas da 

Universidade Federal de Uberlândia (LADO-UFU) e no Laboratório de Nanobiotecnologia e 

Laboratório de Bioquímica do Instituto de Genética e Bioquímica da Universidade Federal de 

Uberlândia (INGEB-UFU).     
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3.2.1 Obtenção dos antígenos 

 

As cepas de Leptospira interrogans utilizadas foram fornecidas pelo Laboratório de 

Doenças Infectocontagiosas FAMEV-UFU. Foram utilizados 14 sorovares: Australis, 

Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Canicola, Copenhageni, Grippotyphosa, Hardjo, 

Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Pyrogenes, Tarassovi e Wolffi. 

Para o preparo de uma suspensão de Leptospiras inativadas, as bactérias foram 

cultivadas em caldo EMJH (meio Ellinghausen e McCullough modificado por Johnson e 

Harris, 1967) por 7 a 10 dias em estufa bacteriológica com temperatura entre 28 e 29°C 

(FAINE, 1999). Após atingir a densidade de 1 a 2 x 10
8 

leptospiras/mL, os cultivos foram 

centrifugados a 13.000rpm durante 30 minutos, o pellet contendo as células foi diluído em 

PBS (NaCl 137mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 12 mM, K2HPO4  1,2 mM, pH 7,4) estéril, até a 

concentração final aproximada de 1x10
8
 leptospiras/mL, e em seguida as bactérias foram 

inativadas a 56°C por 16-18 horas (SURUJBALLI; ELMGREN, 2000). 

  A extração de PME foi realizada utilizando-se o detergente Triton X114 (Sigma) 

(HAAKE et al., 1991) e as proteínas extraídas foram precipitadas com acetona (Vetec, PA) 

(CUNINGHAM et al.,1988).  

 

 

3.2.2 Produção e purificação de anticorpos policlonais      

 

Anticorpos específicos contra leptospirose foram produzidos por galinhas poedeiras da 

linhagem White Leghorn (n=8) com 25 semanas de idade, por imunização com 250 µL de 

leptospira inativada (densidade de 1x10
8 

células/mL) e proteínas de membrana externa de 

Leptospira interrogans sorovar Hardjo (200 µg/mL), diluídos em PBS e emulsionados em 

adjuvante completo de Freund (Sigma) v/v na primeira imunização e nos booster o adjuvante 

incompleto de Freund (Sigma). Como controle foi utilizado a semana zero, pré-imunização. 

As imunizações foram realizadas com intervalos de 15 dias, no músculo peitoral da 

galinha, dividindo o volume total (500 µL) em quatro pontos diferentes. Os ovos foram 

coletados diariamente a partir de uma semana antes da inoculação (pré-inoculação) para 

purificação dos anticorpos IgY a partir da gema dos ovos.  

As gemas foram cuidadosamente separadas da clara e lavadas com água ultrapura para 

a remoção de resíduos de clara. Em seguida, a membrana vitelínica foi rompida e a gema foi 

coletada em frascos cônicos de 50 mL, os quais foram armazenados a -20°C até o momento 
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da purificação. Ao final do procedimento, obteve-se um pool semanal de gemas para cada um 

dos três grupos de galinhas imunizadas.  

A purificação dos anticorpos IgY totais se iniciou pela delipidação, remoção da fração 

lipídica da gema segundo segundo Akita e Nakai (1993). A gema pura foi diluída com água 

ultrapura na proporção 1:10 (v/v), após a homogeneização o pH da mistura foi ajustado para 

uma faixa entre 5,0-5,2, por meio de gotejamento de HCl 0,1N e, em seguida, a mistura 

acidificada foi armazenada a 4°C overnight. Após esse período a solução foi centrifugada a 

10.000xg por 25 minutos à 4°C. O pellet contendo a fração rica em lipídeos foi descartado e o 

sobrenadante contendo os anticorpos totais, foi filtrado (filtro de 0,45µm Millipore). A 

amostra filtrada teve seu pH ajustado para 7,4 com PBS 10x e após isso foi armazenada a -

20°C. 

Após a delipidação, foi realizada a precipitação com sulfato de amônio baseado no 

protocolo de Araújo et al. (2010) onde se adicionou sulfato a amostra filtrada na concentração 

de 20% (p/v) sob agitação durante 30 minutos a 4°C. Após esse tempo o material foi 

centrifugado a 2.000 x g por 30 minutos a 4°C, com isso o sobrenadante foi descartado e o 

pellet ressuspendido em PBS, pH 7,4. As amostras foram dialisadas em uma membrana de 

AMICOM (Amicom Ultra-15 Centrifugal Filter Unit Millipore), onde se colocava a amostra 

juntamente com PBS, pH 7,4 para centrifugar a 4.000 x g por 30 minutos a 4°C, esse 

procedimento foi realizado 3 vezes. 

O anticorpos foram então purificados em coluna HiTrap IgY Purification HP, 5mL 

(GE Healthcare), para garantir a pureza dos anticorpos utilizados no biopanning. Utilizou-se 

um sistema completo de cromotografia líquida modelo Akta Primer (Amersham Bioscience). 

O sistema foi preenchido com tampão de eluição (Na2HPO4 20 mM, pH7,5), e então 

conectada à coluna. A coluna foi lavada com 5 volumes (25 mL) de cada tampão: ligação 

(Na2HPO4 20mM, K2SO4 0,5 M, pH7,5), eluição e limpeza (Na2HPO4  20 mM, 30% 

volume/volume de isopropanol, pH7,5. Em seguida a coluna foi equilibrada com 5 volumes 

de tampão de ligação, e foi injetada amostra. A coluna foi lavada com 10 volumes da mesma 

(50 mL) de tampão de ligação. As IgY foram então eluídas com 10 volumes da coluna de 

tampão de eluição, sendo coletadas amostras de 1 mL que foram quantificadas no 

espectrofotômetro a 280 nm. A resina foi regenerada com oito volumes (40 mL) de tampão de 

limpeza, e reequilibrada com 5 volumes de tampão de ligação.   

As amostras foram então concentradas por centrifugação a 4.000 x g, 4°C em uma 

membrana de AMICOM (Amicom Ultra-15 Centrifugal Filter Unit Millipore). A reatividade 

da IgY foi determinada por ELISA. 
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3.2.3 Teste de reatividade com a IgY Purificada 

 

Duas placas de microtitulação de poliestireno (MaxiSorp, Nunc) foram sensibilizadas 

com 50 µL/poço de Proteínas de Membrana Externa do sorovar Hardjo a uma concentração 

de 10 µg/mL em tampão bicarbonato de sódio (NaHCO3 0,1 M, pH 8,6) e incubada overnight 

a 4°C. Em seguida os sítios remanescentes para ligações inespecíficas foram bloqueados com 

tampão Tris-HCl (TBS) acrescido de leite em pó desnatado na concentração de 5% (p/v) 

(TBSM), durante 2 horas a 37°C. Após incubação foi realizado um ciclo de três lavagens com 

tampão TBS.  

Amostras de 50 µL dos anticorpos IgY totais, correspondentes ao pool de gemas de 

cada uma das dez semanas do experimento de imunização, diluídas a 1:50 em TBS-TM  

(TBSM, acrescido 0,05% de Tween 20), foram incubadas por 60 minutos a 37°C. Após esse 

procedimento um segundo ciclo de lavagens idêntico foi executado. A detecção dos 

anticorpos IgY foi feita pela incubação com anticorpos IgG de coelho anti-IgY marcados com 

peroxidase (Sigma) diluídos 1:5000 em TBS-TM por 60 minutos a 37°C. Foi realizado um 

ultimo ciclo de lavagens e, em seguida, realizou-se a revelação por meio da adição de 50 

µL/poço de orto-fenilenodiamina (OPD) (DAKO) acrescido de 5 µL de H2O2 a 30%. Após 15 

minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reação foi interrompida com a adição de 

25 µL/poço de H2SO4 2N, efetuando-se em seguida a leitura a 492 nm em espectrofotômetro 

de microplaca (Thermo Plate - TP-Reader). 

 

 

 

3.2.4 Biopanning (Seleção de fagos) 
 

O processo de seleção seguiu como descrito por Barbas et al. (2001). 

Para obtenção dos peptídeos, foi utilizada uma biblioteca comercial randômica de 

peptídeos (Ph.D. 12 mer, New England Biolabs, USA) que apresenta incluso na proteína PIII 

desse bacteriófago M13 uma cadeia de peptídeos de 12 aminoácidos. Essas bibliotecas 

possuem aproximadamente 2,8 x 10¹¹ clones independentes, o qual representa 1,9 x 10
9
 

possíveis combinações de resíduos de aminoácidos. 

Inicialmente foi realizada uma seleção negativa. Poços de uma placa de microtitulação 

(Maxisorp – NUNC) foram sensibilizados, overnight a 4°C, com 150 μL/poço de anticorpos 

pré-imunização (controle), diluídos em tampão bicarbonato de sódio, a uma concentração de 

100 µg/mL. Após sensibilização adicionou-se 300 µL/poço de tampão bloqueio (PBS 
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acrescido de 5% de BSA) e incubou-se por uma hora a 37°C, em seguida os poços foram 

lavados duas vezes com PBS, acrescido de 0.05% de Tween 20 (PBS-T). Adicionou-se 10 μL 

da biblioteca de fagos a uma concentração de 1x10
11

diluída em 150µL de PBS ao primeiro 

poço do controle negativo. Foram sensibilizados três poços para cada estratégia utilizada. A 

bibilioteca de peptídeos foi incubada em cada poço por 30 minutos a 37°C, após incubação os 

fagos não ligantes eram transferidos para o poço seguinte até que se passasse nos três poços.  

Foram utilizadas duas estratégias distintas de seleção, uma utilizando como alvo 

anticorpo IgY anti-Leptospira e outra IgY anti-PME Hardjo. Para tanto, três poços de uma 

placa de microtitulação (Maxisorp – NUNC, USA) foram sensibilizados, overnight a 4°C, 

com 150 μL/poço de anticorpo IgY anti-Leptospira e três poços com IgY anti-PME Hardjo. 

Os anticorpos foram previamente diluídos em tampão bicarbonato de sódio a uma 

concentração de 100 µg/mL. 

Após sensibilização e bloqueio e lavagem dos poços como descrito anteriormente para 

IgY controle, os fagos não ligantes durante a seleção negativa foram incubados com a IgY 

anti-Leptospira e anti-PME Hardjo. Foram sensibilizados três poços para cada estratégia 

utilizada, nestes foram realizadas passagens sucessivas com incubação de 30 minutos a 37°C. 

Após passagem pelos três poços sensibilizados com o alvo, estes foram lavados 10 vezes com 

PBS-T (300 µL/poço) para remoção dos fagos não ligantes. 

 A eluição foi realizada de duas formas distintas, os três poços sensibilizados com IgY 

anti-Leptospira passaram por uma eluição ácida, onde adicionou-se 150 µL de glicina pH 2,2 

por 10 minutos e depois 22,5 µL de Tris pH 9,1. Os três poços sensibilizados com IgY  anti-

PME Hardjo foram eluídos primeiramente de forma competitiva onde adicionou-se 150 µL da 

PME Hardjo a 100 µg/mL e incubou-se por 30 minutos, 37°C. Após a eluição competitiva foi 

realizada a eluição ácida como descrito acima. 

 Foram realizados três ciclos de seleção biológica (Figura 1). Os fagos eluídos de forma 

competitiva no 1º ciclo, nos próximos ciclos foram eluídos somente competitivamente. 

Enquanto, os fagos eluídos de forma ácida foram eluídos somente com solução ácida. 
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Figura 1: Esquema representativo da seleção de peptídeos miméticos a antígenos de 

Leptospira interrogans (Autoria própria). 

 

 
 

 Após a seleção as alíquotas dos fagos eluídos foram utilizadas para a determinação da 

titulação. O eluato remanescente contendo fagos foi utilizado para a amplificação dos fagos. 

Os fagos amplificados a partir do primeiro ciclo de seleção foram utilizados em um segundo 

ciclo e assim subsequentemente, por um total de três ciclos. 

 Para amplificar os fagos eluídos, utilizou-se a bactéria E. coli ER2738 em fase inicial 

de crescimento (OD600~0,5) amplificada em 20 mL de meio de cultura Luria-Bertania (LB) 

contendo tetraciclina e incubada a 37°C sob agitação por 4 - 5 horas. Logo após, transferiu-se 

o conteúdo para um tubo de acrílico de 50 mL, sendo este centrifugado a 10.000 rpm por 10 

min a 4°C. As células residuais foram descartadas e o sobrenadante transferido para um novo 

tubo onde se adicionou 1/6 do volume de PEG-NaCl (20% p/v de polietileno glicol-8000; 

NaCl 2,5 M), sendo incubado a 4°C overnight. No dia seguinte, este conteúdo foi 

centrifugado a 10000 rpm por 15min, 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet de fagos 

ressuspendido em 1 mL de PBS, transferido para um microtubo e centrifugado a 14000 rpm 

por 5 min, 4°C para precipitar os resíduos celulares. O sobrenadante foi transferido para um 

novo microtubo para adição de 1/6 do volume de PEG-NaCl, e incubado por 1 hora no gelo a 
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4°C e depois centrifugado a 14000 rpm por 10 min, 4°C.  O sobrenadante foi descartado, o 

pellet ressuspendido em 200 µL de PBS, e centrifugado novamente por cinco minutos a 

14.000 rpm, para remoção de resíduos celulares e o sobrenadante passado para um novo 

microtubo obtendo-se o eluato amplificado, pronto para a titulação.  

  

 

3.2.5 Titulação e purificação dos fagos 

  

 O objetivo da titulação foi determinar a quantidade de fagos na entrada e saída de cada 

ciclo do biopanning. 

 Para realizar as titulações, foram utilizados 1,0 µL dos eluatos diluídos em 9,0 µL de 

meio de cultura LB. Para os eluatos não-amplificados utilizou-se diluições de 10
1
 a 10

7
, e para 

os amplificados utilizou-se diluições de 10
7
 a 10

12
.  

 Terminada a diluição, estas foram incubadas a 37°C com 200 µL de meio LB 

contendo E.coli (ER2738) em fase inicial de crescimento por cinco minutos, e então o 

conteúdo de cada tubo foi diluído em 3 mL de meio LB top ágar (10g de Bacto-Triptona, 5g 

de Extrato de Levedura, 5g de NaCl, 1g de MgCl2.6H2O/Litro) e rapidamente colocada em 

placas de petri contendo meio LB sólido adicionado com IPTG (0,5 mM) e X-gal (40 µg/mL). 

Na presença de IPTG os fagos expressam o gene β-galatosidase promovendo a quebra do 

substrato X-gal, o que fornece uma coloração azul as colônias infectadas com os fagos. 

 As placas foram incubadas durante toda a noite a 37ºC e no dia seguinte verificou-se a 

presença de colônias azuis que foram contadas manualmente para a obtenção dos títulos de 

entrada e saída para todos os ciclos de seleção (número de colônias azuis X fator de diluição). 

 Foi realizada uma última titulação (3° ciclo), com o eluato de fagos não-amplificados, 

a qual tinha a função de permitir a coleta de colônias isoladas. Uma colônia desta é 

constituída de somente um tipo de fago, ou seja, todos os fagos de uma colônia isolada têm o 

mesmo DNA, consequentemente, o peptídeo adicionado a capa externa destes é idêntico. 

Estas, uma vez coletadas, foram colocadas, uma colônia por poço, em placas de cultura (tipo 

deepwell) contendo 1mL/poço de meio LB com ER2738 em fase inicial de cresimento. Após 

os processos de amplificação e purificação o DNA dos fagos foi extraído e sequenciado. 

 A quantidade de fagos selecionados durante os três ciclos de seleção foi estimada pela 

titulação dos eluatos amplificados e não amplificados de cada ciclo.  
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3.2.6 Extração de DNA dos Fagos Específicos 

  

 Para a obtenção de DNA dos fagos, 10,0 μL dos fagos purificados foram adicionados a 

1,0 mL de cultura de ER2738 em fase de crescimento inicial em uma placa deepwell. A placa 

foi vedada com um adesivo e incubada a 37°C, onde permaneceram sob agitação vigorosa por 

20 horas a 37ºC. Após a amplificação, as culturas foram centrifugadas por 50 minutos a 3700 

rpm, para a sedimentação das bactérias. 

 O sobrenadante contendo os fagos foi transferido para outra placa onde adicionou-se 

1/6 do volume total de PEG-NaCl e incubou-se em seguida no gelo a 4°C por 12 horas. Após 

incubação, a placa foi centrifugada por 40 minutos a 3700 rpm, a 4°C, foi descartado o 

sobrenadante, e o precipitado ressuspendido em 100,0 μL de Tampão Iodeto (Tris-HCl 10 

mM, EDTA 1 mM, NaI 4 M), agitado vigorosamente e, então, adicionou-se 250,0 μL de 

etanol absoluto (100%).  

 Após incubação c, as placas foram centrifugadas por 40 minutos, a 3700 rpm, a 4°C, o 

sobrenadante foi descartado, e em seguida, lavou-se o precipitado com 150,0 µL de etanol 

70%, centrifugando mais uma vez por 15 minutos a 3700 rpm 4°C. O sobrenadante foi 

desprezado e o precipitado (DNA dos fagos) suspenso em 15µL de água Miili-Q . 

O DNA extraído dos fagos foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8% e 

corado com brometo de etídeo para verificar sua qualidade. Em seguida o DNA foi 

sequenciado e analisado. Foram retiradas 10 amostras, aleatoriamente, dentre as 288 obtidas.  

  

 

3.2.7 Sequenciamento do DNA dos fagos 

  

 O sequenciamento foi realizado utilizando o kit DYEnamicTM ET Dye Terminatior 

Cycle Kit (Amersham Biosciences) e um sequenciador automático MegaBace 1000 

(Amersham Biosciences) no Laboratório de Nanobiotecnologia (UFU). Para a reação do 

sequenciamento, foi utilizado o primer M13 (5´-HOCCCTCATAGTTAGCGTAACG –3´- 

Invitrogen) que amplifica a região do DNA do fago correspondente aos insertos dos 

aminoácidos codificantes dos peptídeos randômicos fusionados na proteína PIII.  

 Foi utilizado 500ng de DNA molde, 5pmol do primer e Premix (DYEnamic ET Dye 

Terminator Cycle Kit – Amersham Biosciences). Para a realização da reação de 35 ciclos foi 

utilizado um termociclador de placas (MasterCycler-Eppendorf) nas seguintes condições: 
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desnaturação (a 95°C por 20 segundos); anelamento do primer (a 58°C por 15 segundos) e 

extensão (a 60°C por um minuto). 

 O DNA sequenciado foi precipitado com 1μL de acetato de amônio e 27,5μL etanol. 

Posteriormente, a placa foi centrifugada por 45 minutos, a 3700rpm e o sobrenadante 

descartado. Adicionou-se 150μL de etanol 70% ao DNA precipitado e centrifugou-se por 15 

minutos, a 3700rpm. A solução de etanol foi descartada e os precipitados resultantes foram 

ressuspendidos em 10μL do tampão de diluição (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit – 

Amersham Biosciences). A leitura do sequenciamento foi realizada no sequenciador 

automático MegaBace 1000 (Amersham Biosciences) no Laboratório de Nanobiotecnologia 

(UFU). 

 A análise das sequências de DNA provenientes do sequenciador automático foi 

processada em software do próprio equipamento (Sequence Analyser, Base Caller, Cimarron 

3.12, Phred 15).  

 

 

3.2.8 Seleção dos fagos de interesse (Screening)  

  

 Devido ao grande número de fagos sequenciados, estes foram submetidos a um ELISA 

com o sobrenadante dos fagos isolados e amplificados, para verificar a reatividade destes 

frente ao anticorpo IgY usado no biopanning, a fim de selecionar aqueles que melhor 

distinguiam positivo de negativo. 

Para realização do teste ELISA, placas (Maxisorp – Nunc) foram sensibilizadas com 

50 µL de IgY anti-Leptospira, anti-PME Hardjo e IgY controle, na concentração de 1µg/poço 

e incubadas overnight a 4°C. Em seguida o conteúdo foi descartado e a placa lavada uma vez 

com PBS, após a lavagem adicionou-se 300 µL de tampão bloqueio PBS contendo 5% de  

soro albumina bovina (PBS-BSA) e a placa foi incubada durante 1 hora a 37°C. Após esse 

período foram realizadas três lavagens com PBS e então adicionou-se 50 µL do sobrenadante 

dos fagos amplificados. As placas foram então incubadas por 1 hora e 30 minutos, 37°C e 

lavadas novamente cinco vezes com PBST. Adicionou-se então 50 µL/poço de anticorpo 

conjugado anti-M13 diluído 1:5000 em PBST-BSA e incubou-se a placa por 1 hora a 37°C. 

Posteriormente, a placa foi lavada cinco e adicionou-se 50 µL de orto-fenilenodiamina (OPD, 

DAKO) acrescido de H2O2 a 30%. Após 20 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da 

luz, a reação foi interrompida com a adição de 25 µL/poço de H2SO4 2N, efetuando-se em 

seguida a leitura a 492 nm em espectrofotômetro de microplaca (Thermo Plate - TP-Reader). 



58 
 

 

Os fagos selecionados com IgY anti-PME e eluídos de forma competitiva que 

apresentaram uma diferença entre positivo e negativo superior a 1,5 vezes 

(DOpositivo/DOnegativo) e os fagos selecionados com IgY anti-PME e IgY anti-Leptospira e 

eluídos de  forma ácida que apresentaram uma diferença entre positivo e negativo superior a 2 

vezes foram então submetidos a um novo teste ELISA, conforme item 3.2.9. 

 

  

3.2.9 Teste de imunoreatividade dos fagos (ELISA) 

  

 Os testes de imunorreatividade foram realizados, segundo Prudencio (2008). 

 Os clones que apresentaram melhor resposta no ELISA sanduíche com sobrenadante 

foram então submetidos a um novo teste ELISA sanduíche para confirmar a reatividade 

destes, sendo que neste os fagos foram amplificados e purificados nas mesmas condições e 

quantificados para que se entrasse com a mesma quantidade de fagos em todos os poços. 

 Placas (Maxisorp – Nunc) foram sensibilizadas com 50 µL/poço do anticorpo na 

concentração de 1µg/poço de IgY anti-leptospira, IgY anti-PME e IgY controle e incubadas 

overnight a 4°C. Em seguida o conteúdo foi descartado e a placa lavada uma vez com PBS, 

após a lavagem adicionou-se 300µL de tampão bloqueio (PBS, acrescido de 5% de BSA) e a 

placa foi incubada durante 1 hora em estufa a 37°C . Após esse período foram realizadas três 

lavagens com PBS e então adicionou-se 50µL dos fagos diluídos em tampão bloqueio a uma 

concentração de 10
11

/poço dos fagos selecionados purificados e incubou-se a placa por 1 hora 

e 30 minutos a 37°C. A placa foi lavada novamente cinco vezes com PBST e adicionou-se 

anticorpo conjugado anti-M13 diluído 1:5000 em PBST+BSA 5% e incubada por 1 hora a 

37°C. A placa foi lavada mais cinco vezes após esse período e adicionou-se 100 µL de OPD. 

Após 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reação foi interrompida com a 

adição de 25 µL/poço de H2SO4 2N, efetuando-se em seguida a leitura a 492 nm em 

espectrofotômetro de microplaca Thermo Plate - TP-Reader. 

 Em cada placa foram incluídas duas amostras de fago selvagem, como controles 

negativos diluídos e incubados nas mesmas condições, para o cálculo de cut off, o qual foi 

estabelecido pela média dos valores de densidade óptica (DO) dos controles negativos mais 

dois desvios padrão. Os resultados foram expressos como índice ELISA (IE) com 

previamente proposto por (Prudencio, 2008) da seguinte forma: IE = DOamostra/DOcut off, onde 

os valores de IEs maiores que 1 foram considerados positivos e os IEs menores que 1 foram 
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considerados negativos.Portanto, os clones que apresentaram IE superior a 1 frente aos 

anticorpos IgY anti-PME e IgY anti-Leptospira e IE inferior a 1 frente a IgY controle foram 

selecionados e suas sequências comparadas com sequências de proteínas da base de dados do 

GenBank. 

 

 

3.2.10 Análise de dados in Silico 

  

 Após o sequenciamento, as sequências dos fagos foram comparadas com sequências 

de proteínas da base de dados do GenBank, utilizando Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST) software (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) (ALTSCHUL et al., 1997). A 

pesquisa foi restrita a Leptospira spp quando os fagos foram selecionados apartir de IgY anti-

leptospira e quando foram selecionados a partir de IgY anti-PME Hardjo restrita a Leptospira 

interrogans sorovar Hardjo. 

  

 

3.3 RESULTADOS  

 

3.3.1 Teste de reatividade com a IgY Purificada 

Observou-se que o pico na produção de anticorpos ocorreu entre a 5° e 6° semana após 

a primeira imunização (Figura 2), por isso os anticorpos da 5° semana foram selecionados 

para o biopanning.  

Segundo Lafetá (2006) o perfil protéico das proteínas de membrana externa da 

Letpospira interrogans sorovar Hardjo possui muitas similaridades com o perfil protéico da 

membrana externa de L. interrogans, portanto devido a essa semelhança essas foram 

utilizadas como antígeno no ELISA. Observou-se que tanto animais imunizados com PME 

Hardjo, como as galinhas inoculadas com uma suspensão de Leptospiras inativadas 

desenvolveram anticorpos reativos a proteínas de membrana externa do sorovar Hardjo.  

Na semana zero, ou seja antes da inoculação, a absorbância no ELISA é 0,177 o que 

indica que sua atividade específica foi insignificante e, portanto, poderia ser empregada como 

um controle negativo. 
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Figura 2: Cinética da produção de anticorpos IgY nas amostras de gema de ovo de galinhas 

obtida pelo teste ELISA durante 10 semanas. As setas vermelhas indicam as imunizações com PME e 

as setas azuis as imunizações com Leptospira spp. em suspensão 

 

 

 

3.3.2 Biopanning (Seleção de fagos) 

A quantidade de fagos selecionados durante os três ciclos de seleção foi estimada pela 

titulação dos eluatos amplificados (entrada) e não amplificados (saída) de cada ciclo (Tabelas 

1, 2 e 3).  

 

Tabela 1: Resultado da titulação realizada em cada round do biopanning, dos fagos que que 

tiveram como alvo IgY anti-Pme Hardjo e foram eluídos competitivamente com PME Hardjo. 

Ciclos de Seleção Entrada Saída 

Primeiro 2x10
11

 7x10
3
 

Segundo 1x10
11

 3x10
4
 

Terceiro 2x10
11

 4,3x10
4
 

 

 

Tabela 2: Resultado da titulação realizada em cada round do biopanning, dos fagos que 

tiveram como alvo IgY anti-Pme Hardjo e foram eluídos de forma ácida. 

Ciclos de Seleção Entrada Saída 

Primeiro 2x10
11

 1x10
4
 

Segundo 1x10
11

 3,3x10
6
 

Terceiro 4,8x10
10

 1,6x10
6
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Tabela 3: Resultado da titulação realizada em cada round do biopanning, que tiveram como 

alvo IgY anti-Leptospira. 

Ciclos de Seleção Entrada Saída 

Primeiro 2x10
11

 4x10
2
 

Segundo  1x10
11

 6x10
3
 

Terceiro 5,2x10
10

 3,1x10
5
 

 

 

3.3.3 Sequenciamento do DNA dos fagos 

 

Foram sequenciados 96 clones de cada estratégia de seleção utilizada, sendo que dos 

96 clones selecionados com IgY anti-PME Hardjo e eluídos de forma ácida, apenas 40 

apresentaram sequências válidas (sem erros de sequenciamento), com 34 sequências distintas  

(Apêndice A). Enquanto os clones selecionados com IgY anti-PME Hardjo e eluídos de forma 

competitiva apresentaram 68 sequências válidas, com 63 sequências distintas (Apêndice B). 

Já os clones selecionados com IgY anti-Leptospira inativada apresentaram 44 sequências 

válidas, com 35 sequências distintas (Apêndice C). Os Apêndices A, B e C mostram a 

sequência e frequência dos clones obtidos. 

Portanto, após três ciclos de seleção, foram obtidas 132 sequências distintas de 

peptídeos, nas diferentes estratégias de seleção. 

 

 

3.3.4 Teste de Reatividade dos fagos (Screening) 

 

Devido ao grande número de fagos selecionados, realizou-se um ELISA sanduíche 

com as IgY purificadas utilizadas no biopanning e o sobrenadante de meio de cultura, obtidos 

após o terceiro ciclo de seleção para verificar a reatividade ao alvo (Figuras 3, 4 e 5). O 

objetivo desta etapa foi individualizar e selecionar apenas os clones que apresentaram maior 

diferença entre positivo e negativo.  

Sendo que os fagos que apresentaram uma diferença (DOpositivo/DOnegativo) maior 

que 1,5 vezes para os  fagos selecionados com IgY anti-PME e eluídos de forma competitiva, 

e uma diferença superior a 2 vezes para  os fagos selecionados com IgY anti-PME e IgY anti-

Leptospira, foram submetidos a um outro ELISA. 
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Observou-se que dos 63 clones selecionados com IgY anti-PME Hardjo e eluídos 

competitivamente, apenas três foram selecionados para testes posteriores pois estes 

apresentaram uma diferença (DOpositivo/DOnegativo) maior que 1,5 vezes. Foram os clones 

A2, C4, C9 (Figura 3). 

 

Figura 3: Reatividade dos fagos selecionados competitivamente frente aos anticorpos IgY 

anti-PME e IgY controle 

 
Observou-se que dos 34 clones selecionados com anticorpo anti-PME e eluídos de 

forma ácida, foram selecionados sete para testes posteriores, pois estes apresentaram uma 

diferença (DOpositivo/DOnegativo) maior que 2 vezes. Foram os clones A5, D5, H8, F10, 

H10, D11 e D12 (Figura 4). 

 

Figura 4: Reatividade dos fagos selecionados frente aos anticorpos IgY anti-PME ácido e IgY 

controle 
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Observou-se que dos 35 clones selecionados com IgY anti-Leptospira seis foram 

selecionados para testes posteriores pois estes apresentaram uma diferença 

(DOpositivo/DOnegativo) maior que 2 vezes. Foram os clones: A3, C4, C7, H7, B8 e D8 

(Figura 5). 

 

Figura 5: Reatividade dos fagos selecionados frente aos anticorpos IgY anti-Leptospira e IgY 

controle 

 
 

 Os clones selecionados no screening, foram então submetidos a outro teste ELISA 

sanduíche em condições iguais para todos os clones, para verificar a especificidade destes, 

todos os clones selecionados foram testados tanto com anticorpos IgY anti-leptospira quanto 

com anticorpos anti-PME Hardjo (Figura 6).  

 Os clones que apresentaram IE superior a 1 frente aos anticorpos IgY anti-PME e IgY 

anti-Leptospira e IE inferior a 1 frente a IgY controle foram selecionados e suas sequências 

foram comparadas com sequências de proteínas da base de dados do GenBank, utilizando 

BLAST. Foram os clones: PMEcomp16 (C4), PMEac9 (A5), PMEac11 (D5), PMEac18 (H8), 

PMEac27 (F10), PMEac33 (D12), Lep4 (A3), Lep5 (C4) e Lep18 (B8) (Figuras 6).   
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Figura 6: Reatividade dos clones de fagos frente as IgY purificadas de galinhas inoculadas 

com PME Hardjo, Leptospiras e controle 

 
 

. 

 

 

Dos 132 fagos que apresentaram sequências válidas, sem erros de identificação, nove 

foram selecionados. No ensaio imunoenzimático realizado, observou-se que de todos os 

peptídeos testados, os peptídeos PMEcomp16, PMEac9, PMEac11, PMEac18, PMEac27, 

PMEac33, Lep4, Lep5 e Lep18 demonstraram potencial diagnóstico. 

 

 

 

 

 

3.3.5 Análise in Silico 

 

A sequência dos nove fagos mais reativos foram comparadas com sequências de 

proteínas do banco de dados do GenBank usando BLASTP, os resultados encontram-se na 

Tabela 4. 
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Tabela 4: Fagos com similaridade significativa para proteínas anteriormente descritas para 

Leptospira interrogans 

Peptídeo Sequência Proteínas do BLAST N° de Acesso 

PMEcomp16 DLFSVHWPPLKA Lipoproteína de Membrana externa (Hardjo) AAT65970.1 

    Lipl32, partial (Hardjo) AFC76104.1 

    Proteína de membrana externa fator de virulência ADL14250.1 

    SecY (Hardjo) ACC60964.1 

PMEac9 GLRDLSKEKLYR Lipoproteína de Membrana externa (Hardjo) AAT65970.1 

    Lipl32, partial (Hardjo) AFC76104.1 

    Proteína de membrana externa fator de virulência ADL14250.1 

    SecY (Hardjo) ACC60964.1 

PMEac11 GLKSLPSPPASQ Lipoproteína de Membrana externa (Hardjo) AAT65970.1 

  
Lipl32, partial (Hardjo) AFC76104.1 

  
Proteína de membrana externa fator de virulência ADL14250.1 

PMEac18 DESVLGDTFYRM Lipoproteína de Membrana externa (Hardjo) AAT65970.1 

  
Lipl32, partial (Hardjo) AFC76104.1 

  
Proteína de membrana externa fator de virulência ADL14250.1 

PMEac27 GMKDLHALPTSS Lipoproteína de Membrana externa (Hardjo) AAT65970.1 

PMEac33 ERMSVTPSISYV Proteína de membrana externa fator de virulência ADL14250.1 

  
Proteína de Membrana externa (Hardjo) AAT65970.1 

  
Lipl32, partial (Hardjo) AFC76104.1 

Lep4 SRLAVTPNTQHP LenE Leptospira interrogans sorovar:   

  
Grippotyphosa ABV552361 

  
Canicola ABV006941 

  
Copenhageni ABU98649.1 

  
Bratislava ABU88672.1 

  
Pomona ABU88667.1 

Lep5 DDHRIGLLHTRP Lipl41 Leptospira interrogans sorovar:   

  
Canicola AAU04606.1 

  
Pomona AAU4601.1 

  
Wolffi AAU4602.1 

  
Linhai AAU04599.1 

  
Lipoproteína (Copenhageni) YP 000712.1 

Lep18 NISIRHTTPWVS LenE Leptospira interrogans sorovar:   

    Grippotyphosa ABV552361 

    Canicola ABV006941 

    Copenhageni ABU98649.1 

    Bratislava ABU88672.1 

    Pomona ABU88667.1 

    LigA (Icterhaemorragiae) ACU87695 
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3.4 DISCUSSÃO 
 

 
 

Analisando a resposta imune das galinhas inoculadas com PME Hardjo e Leptospira 

inativada, foi possível demonstrar a capacidade de utilizar galinhas para produção de 

anticorpos policlonais específicos anti-Leptospira e anti-PME do sorovar Hardjo. 

Estratégias de seleção de mimetopos usando anticorpos policlonais de galinha têm 

sido pouco exploradas, apesar de oferecerem vantagens em relação a anticorpos de mamíferos 

(BENTLEY et al., 2000, LEE et al., 2007, MANHANI et al., 2011; PRUDENCIO et al., 

2011).  Uma das vantagens mais importantes é que os anticorpos IgY reconhecem um maior 

número de epítopos quando usado para detecção de antígenos relacionados mamíferos 

(CARLANDER et al., 1999). 

No biopanning, observou-se que durante os ciclos de seleção houve um 

enriquecimento do número de fagos, já esperado pelo fato de que, a cada ciclo, clones/fagos 

com determinas sequências foram retidos para subsequente eluição e amplificação no ciclo 

seguinte. Os títulos dos fagos na entrada do biopanning foram sempre maiores que os títulos 

de saída, pois os fagos com maior afinidade aos anticorpos específicos estão ligados a este, e 

os fagos com baixa ou sem afinidade são removidos por sucessivas lavagens (SAWADA et 

al., 2011). 

Através dos testes de reatividade, verificou-se que nove peptídeos foram específicos 

para o alvo utilizado na seleção, confirmando a especificidade do processo de seleção. 

Todos os nove fagos selecionados apresentaram peptídeos semelhantes a sequência de 

proteínas de membrana externa (PME) de Leptospiras, indicando que estes peptídeos em 

questão podem ser miméticos a proteínas imunogênicas de Leptospira interrogans. As PMEs, 

em particular aquelas expostas na superfície celular, são os candidatos vacinais considerados 

mais promissores, por estarem diretamente envolvidas na interação das bactérias com a célula 

hospedeira (CULLEN et al., 2003; PALANIAPPAN; RAMANUJAM; CHANG, 2007).    

A identificação de proteínas conservadas entre as leptospiras patogênicas é um foco 

importante das pesquisas atuais sobre leptospirose, pois estas poderiam gerar uma proteção 

cruzada contra vários sorovares (HAAKE, 1991; NALLY et al., 2005). 

A capacidade das espiroquetas de aderir a superfície de células eucarióticas, a 

proteínas de matriz extracelular e outros ligantes do hospedeiro, como a laminina, colágenos 

tipo I e IV, fibronectina, fibrinogênio, elastina e proteoglicanos, é essencial para patogênese 



67 
 

 

da leptospirose (HAAKE, 2000; BARBOSA et al., 2006; BREINER et al., 2009).  As 

leptospiras apresentam moléculas de adesão associadas a superfície, geralmente chamadas de 

adesinas, entre estas encontram-se as proteínas Len, LigA  e Lipl32, as quais os fagos 

selecionados nesta pesquisa apresentaram sequências semelhantes.  

As proteínas Len pertencem a uma família de proteínas de membrana externa, também 

denominadas “Leptospiral endostatin-like protein”, por apresentarem semelhança estrutural e 

funcional com a endostatina de mamíferos, apresenta vários componentes (LenA, LenB, 

LenC, LenD, LenE, LenF), recentemente descritas (STEVENSON et al., 2007)  

A proteína Len pode interagir com a laminina, fibronectina e proteinas reguladoras do 

complemento, facilitando assim a invasão e colonização do tecido hospedeiro e protegendo a 

Leptospira da resposta imune do hospedeiro (STEVENSON et al., 2007; CINCO, 2010) . 

As leptospira patogênicas apresentam uma família de proteínas semelhantes a 

imunoglobulina, LigA, LigB e LigC. LigA é uma lipoproteína de  130 kDa exposta na 

superfície, expressa durante a infecção e é altamente imunogênica, se liga a componentes da 

matriz extracelular, como elastina, colágeno tipo I e IV, laminina e fibronectina podendo, 

portanto, estar envolvidos na adesão e invasão celular (MATSUNAGA et al., 2003; CHOY et 

al., 2007; LIN et al., 2009).  

A LigA tem sido pesquisada quanto ao seu potencial vacinal e diagnóstico, 

principalmente devido ao fato, de estar presente apenas em leptospiras patogênicas e ainda a 

diminuição da sua expressão foi correlacionada a perda da letalidade no hospedeiro 

(MATSUNAGA et al., 2003; KOIZUMI; WATANABE, 2004; PALANIAPPAN et al., 2004; 

PALANIAPPAN et al., 2006; SILVA et al., 2007).  Além disso, o gene lig mostrou ser útil na 

a detecção de leptospiras patogênicas (PALANIAPPAN et al., 2005). 

As lipoproteínas são as proteínas predominantes na membrana das espiroquetas e por 

estarem localizadas na superfície da bactéria, desempenham várias funções relacionadas a 

adaptação e interação com o meio ambiente (CULLEN et al., 2005; HAAKE, 2000; HAAKE; 

MATSUNAGA, 2002).  

A lipoproteína mais abundante na membrana externa das Leptospiras é a LipL32, 

altamente conservada nas espécies patogênicas, tanto in vitro como in vivo, e não detectada 

nas espécies saprofíticas (HAAKE et al, 2000; GUERREIRO et al., 2001; MALMSTROM et 

al., 2009). 

A lipL32 também se liga a laminina, colágenos I, IV e V, e fibronectina e ainda 

demonstrou-se que esta potencializa a hemólise mediada pela esfigomielinase H (SphH), 
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sendo denominada também de Hap-1 (proteína associada a hemólise) (HAAKE et al., 2000; 

HAUK et al., 2008; HOKE et al., 2008). 

O alto grau de conservação de LipL32 entre as diferentes espécies de Leptospiras 

patogênicas e seu alto poder imunogênico, mais de 95% de pacientes com leptospirose 

produziram anticorpos contra LipL32, indicam que estratégias de sorodiagnóstico e vacinas 

baseadas neste antígeno podem ser efetiva independente do sorovar (GUERREIRO, et al., 

2001). 

A LipL41 é uma lipoproteína de membrana externa que associada a OmpL1, uma 

proteína transmembrana, ambas expostas na supefície celular, demonstraram agir 

sinergicamente induzindo a proteção contra  leptospirose em hamsters, embora nenhuma das 

proteínas individualmente tenha induzido a imunidade protetora (HAAKE et al., 1999). 

O gene que codifica a preproteína translocase, SecY, tem valor de diagnóstico e 

potencial para resolver questões taxonômicas em Leptospira, é muito usado em PCR 

(GRAVEKAMP et al., 1993; ZUERNER et al., 2000). 

 Pesquisas têm demonstrado que fagos selecionados a partir de bibliotecas com 

anticorpos podem ser utilizados como imunógenos, estimulando a respostas de anticorpos e 

proporcionando uma proteção in vivo (IRVING et al., 2001). 

Analisando as proteínas as quais os peptídeos foram similares, verifica-se que muitas 

são consideradas bons imunógenos (GUERREIRO, et al., 2001; MATSUNAGA et al., 2003; 

CHOY et al., 2007; LIN et al., 2009) demonstrando assim que os peptídeos selecionados neste 

estudo, têm potencial, podendo futuramente serem utilizados para vacinação ou mesmo, como 

ensaio diagnóstico. 

Tungtrakanpoung et al. (2006) utilizando anticorpos monoclonais e soro de 

pacientes positivos para leptospirose obteve peptídeos especialmente; 

LTPCDXPTFGS e TPCIXXGSAS e CSNXSKR, que quando alinhados com proteínas 

de Leptospira interrogans, apresentaram sequências semelhantes a proteínas de 

membrana exterior (GenBank adesão Número AAN49104), termolisina proteína 

precursora (GenBank número de acesso YP_003227.1), e hipotética proteína 

LIC12228 (adesão GenBank Número YP_002163.1). 
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3.5 CONCLUSÃO 

  

Os anticorpos policlonais IgY, produzidos por meio da imunização de galinhas com 

PME do sorovar Hardjo e  suspensão de Leptospiras inativadas mostraram-se específicos para 

Leptospira e foram eficientes, quando usados no processo de seleção biológica, para 

selecionar peptídeos similares a proteínas de Leptospira spp. Foram selecionados nove 

peptídeos com similaridade a proteínas de Leptospira interrogans consideradas imunogênicas. 

Os peptídeos foram similares a proteínas de membrana externa, lipoproteína, LipL32, LipL41, 

LigA, SecY, LenE. 
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APÊNDICE A 

 

Sequência traduzida de aminoácidos dos peptídeos expressos nos clones de fagos 

selecionados com IgY anti-PME e eluídos de forma ácida com suas respectivas frequências. 

Localização CLONE SEQUENCIA 36/96 FREQUÊNCIA 

D1 PMEac1 WGSSARYVLPMP 1/96 1,04% 

F1 PMEac2 LTGGTGYSHDFR 1/96 1,04% 

G1 PMEac3 GLKYLQYDWNKP 1/96 1,04% 

A2 PMEac4 SPNHTAGPNSRS 1/96 1,04% 

B2 PMEac5 DDMSWTRCCTSA 1/96 1,04% 

B3 PMEac6 NATLQSWVRDAR 1/96 1,04% 

G2 PMEac7 SNPVVQLDRLLP 1/96 1,04% 

H4 PMEac8 VHQQEKPSMFLT 2/96 2,08% 

A5 PMEac9 GLRDLSKEKLYR 3/96 3,12% 

B5 PMEac10 TLSRITVSTFTH 1/96 1,04% 

D5 PMEac11 GLKSLPSPPASQ 1/96 1,04% 

A6 PMEac12 GLSDLPHSALYF 1/96 1,04% 
B6 PMEac13 TWKHPALGMQGH 1/96 1,04% 

G6 PMEac14 GLRSLNAEWYLR 1/96 1,04% 

D7 PMEac15 HDXLISGHRLQL 1/96 1,04% 

B8 PMEac16 NNDLSLWSISKS 1/96 1,04% 

C8 PMEac17 TMMGPLRTPDSA 1/96 1,04% 

H8 PMEac18 DESVLGDTFYRM 1/96 1,04% 

A9 PMEac19 SAQNPLFGPIAS 1/96 1,04% 

B9 PMEac20 MHRSDLMSAAVR 1/96 1,04% 

D9 PMEac21 GLKHLHDSTESQ 2/96 2,08% 

E9 PMEac22 GIRDLYASLATH 1/96 1,04% 

F9 PMEac23 AAHPSSMSEWPT 1/96 1,04% 

G9 PMEac24 QNPQALVQISPK 1/96 1,04% 

A10 PMEac25 NSQTQTLHLFPH 1/96 1,04% 

D10 PMEac26 GLRDLIVPAVRL 3/96 3,12% 

F10 PMEac27 GMKDLHALPTSS 1/96 1,04% 

G10 PMEac28 GLKYHQSLQQYW 1/96 1,04% 

H10 PMEac29 GLSDLIHQTTSH 1/96 1,04% 

B11 PMEac30 AMNKTITKPLAI 1/96 1,04% 

D11 PMEac31 GLKDFYPFKPLT 1/96 1,04% 

G11 PMEac32 FRGSPEAQPTYF 1/96 1,04% 

D12 PMEac33 ERMSVTPSISYV 1/96 1,04% 

E12 PMEac34 HYSVESLLINST 1/96 1,04% 
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APÊNDICE B 

 

Sequencia traduzida de aminoácidos dos peptídeos expressos nos clones de fagos 

selecionados com IgY anti-PME Hardjo e eluídos de forma competitiva e suas respectivas 

frequências. 

Localização CLONE SEQUENCIA 65/96 FREQUÊNCIA 

A1 PMEcomp1 QHYNIVNTQSRV 2/96 2,08% 

B1 

C1 

PMEcomp2 

PMEcomp3 

LPAFFVTNQTQD 

TLRLPIDQNNST 

1/96 

1/96 

1,04% 

1,04% 

F1 PMEcomp4 VPSYRITPNITP 1/96 1,04% 

G1 PMEcomp5 GLKHLDWRTLRA 2/96 2,08% 

H1 PMEcomp6 ATPHWLPPQVPW 1/96 1,04% 

A2 PMEcomp7 AFETKLNPNVYA 1/96 1,04% 

C2 PMEcomp8 DGRFASKPVRVH 1/96 1,04% 

E2 PMEcomp9 STLPLSTQRGWL 1/96 1,04% 

F2 PMEcomp10 GLPPYSPHRLAQ 1/96 1,04% 

A3 PMEcomp11 STPLVTGTNNLM 1/96 1,04% 

B3 PMEcomp12 DTLINRSRAATA 1/96 1,04% 

F3 PMEcomp13 GLKWFAPGDPIK 1/96 1,04% 

G3 PMEcomp14 SGLIPNKYPSSA 1/96 1,04% 

B4 PMEcomp15 SILMSPGSVSSQ 1/96 1,04% 

C4 PMEcomp16 DLFSVHWPPLKA 1/96 1,04% 

D4 PMEcomp17 AGVMSPPHHVPP 1/96 1,04% 

E4 PMEcomp18 SGLPHLSLNAPR 1/96 1,04% 

H4 PMEcomp19 GLKFNTFASYSA 1/96 1,04% 

C5 PMEcomp20 LTTRHPHYSLPT 1/96 1,04% 

D5 PMEcomp21 LTPNNYDTPSFR 1/96 1,04% 

E5 PMEcomp22 GLSSLPTASKFY 1/96 1,04% 

F5 PMEcomp23 DPFSLVPWGSFP 1/96 1,04% 

H5 PMEcomp24 IPSLFTGELNVS 1/96 1,04% 

B6 PMEcomp25 QFLAPLTLSSPW 1/96 1,04% 

C6 PMEcomp26 TVLRTSSALPAT 1/96 1,04% 

D6 PMEcomp27 EHMALTYPFRPP 2/96 2,08% 

F6 PMEcomp28 GDPRPSYISHLL 1/96 1,04% 

G6 PMEcomp29 GASEAPIAIKSL 1/96 1,04% 

A7 PMEcomp30 LLADTTHHRPWT 1/96 1,04% 

C7 PMEcomp31 NWQPLPWTYPEY 1/96 1,04% 

D7 PMEcomp32 MKNQQSFYVTRG 1/96 1,04% 

E7 PMEcomp33 MHHSHQLTDRIW 1/96 1,04% 

F7 PMEcomp34 VTHSGLSRLTTM 1/96 1,04% 

H7 PMEcomp35 HTKPAIAPHRPL 1/96 1,04% 

A8 PMEcomp36 GLSWLDAIPLGN 1/96 1,04% 

C8 PMEcomp37 GTSIATVWPPWF 1/96 1,04% 

D8 PMEcomp38 FIFDTRNAGALN 1/96 1,04% 

G8 PMEcomp39 YFPPFHPAHIRS 1/96 1,04% 

H8 PMEcomp40 SYTNATYFPPQA 1/96 1,04% 

B9 PMEcomp41 QYYGTQSTMSLS 1/96 1,04% 

C9 PMEcomp42 GLKHFNSPITGL 2/96 2,08% 

E9 PMEcomp43 SAHMHHKHYHLP 1/96 1,04% 

F9 PMEcomp44 GLKHNSVSDWRP 1/96 1,04% 

G9 PMEcomp45 GGHIYETWKRGH 1/96 1,04% 

A10 PMEcomp46 TWNQSTVHSLPR 1/96 1,04% 

B10 PMEcomp47 TPFLPNVGTFSR 2/96 F12 
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C10 PMEcomp48 MHWHNVTPSSYA 1/96 1,04% 

F10 PMEcomp49 VNCSPRTPFQDY 1/96 1,04% 

H10 PMEcomp50 THPTQWPYKTSS 1/96 1,04% 

A11 PMEcomp51 NSDHMPTILTRR 1/96 1,04% 

B11 PMEcomp52 HSSSASDRSRPL 1/96 1,04% 

C11 PMEcomp53 SVVAHSISGLHW 1/96 1,04% 

D11 PMEcomp54 HLVNYDIRQMKT 1/96 1,04% 

E11 PMEcomp55 GLSSLRSNNLPN 1/96 1,04% 

F11 PMEcomp56 ISKNVYTATVPY 1/96 1,04% 

H11 PMEcomp57 YDTVSEQGRKQS 1/96 1,04% 

A12 PMEcomp58 SSNYQMYYQYFS 1/96 1,04% 

B12 PMEcomp59 GLAWLPSTTHTA 1/96 1,04% 

D12 PMEcomp60 GLRHVHERMPNF 1/96 1,04% 

E12 PMEcomp61 TTFNRNIYTWLK 1/96 1,04% 

G12 PMEcomp62 LMAVPLSLTGIM 1/96 1,04% 

H12 PMEcomp63 RSNTYDWINSVI 1/96 1,04% 
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APÊNDICE C 

 

Sequência traduzida de amino´scidos dos peptídeos expressos nos clones de fagos 

selecionados com IgY anti-Leptospira e suas respectivas frequências. 

Localização CLONE SEQUENCIA 37/96 FREQUÊNCIA 

A1 Lep1 GLKYLTAPPLAA 2/96 2,08% 

E1 Lep2 LLADTTHHRPWT 2/96 2,08% 

A2 Lep3 GMKDLHVALPTP 2/96 2,08% 

A3 Lep4 SRLAVTPNTQHP 2/96 2,08% 

C4 Lep5 DDHRIGLLHTRP 1/96 1,04% 

E4 Lep6 DPKSPSTYLTAP 1/96 1,04% 

D5 Lep7 GPARTYNNYNSW 1/96 1,04% 

F5 Lep8 GLSALLQHNLLF 1/96 1,04% 

G5 Lep9 NFQHMKSFPPPR 2/96 2,08% 

C6 Lep10 QNYIGPLNAPRW 1/96 1,04% 

D6 Lep11 IDHAGYQWQHSS 1/96 1,04% 

A7 Lep12 DSFPDTRNHILR 1/96 1,04% 

B7 Lep13 KPTDLQLQSARQ 1/96 1,04% 

C7 Lep14 TLTTHGRLFESN 1/96 1,04% 

F7 Lep15 SATPLSLNSSHR 1/96 1,04% 

H7 Lep16 GLKDIYSRWSPP 1/96 1,04% 

A8 Lep17 DDHRIGLLHTSP 1/96 1,04% 

B8 Lep18 NISIRHTTPWVS 1/96 1,04% 

D8 Lep19 GLKDLASMLLPP 1/96 1,04% 

F8 Lep20 GLSSLTTKLALL 4/96 4,16% 

A9 Lep21 YSYQVGPTSPRY 2/96 2,08% 

D9 Lep22 WAPPLFRSSLFY 1/96 1,04% 

H9 Lep23 AKSTPGMKAEWL 1/96 1,04% 

B10 Lep24 IEHPKTPDSHSR 1/96 1,04% 

D10 Lep25 QTYPLVSLYSVG 1/96 1,04% 

F10 Lep26 NSMIAHNKTRMH 1/96 1,04% 

A11 Lep27 GLQQLQHAHWNR 1/96 1,04% 

B11 Lep28 AMAYNPKSQIVD 1/96 1,04% 

C11 Lep29 GDPRPSYISHLL 1/96 1,04% 

D11 Lep30 NWPVNLRPAWIA 1/96 1,04% 

E11 Lep31 WSPGQQRLHNST 1/96 1,04% 

F11 Lep32 VPLRPFANADGS 1/96 1,04% 

G11 Lep33 AGRIIIPSTPHG 1/96 1,04% 

F12 Lep34 LPYPQHPGSLGR 1/96 1,04% 

H12 Lep35 QAEPSPLTMLFP 1/96 1,04% 
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ANEXO A 

 

 

 Preparo de soluções utilizadas no experimento 

 

Meios de Cultura 

 Meio LB (Luria Bertani): 

Peptona de caseína  1,0% (p/v) 

Extrato de levedura  0,5% (p/v) 

NaCl 1,0% (p/v) 

Ajustar o pH para 7,0 

 

Meio LB ágar: 

Meio LB adicionado de ágar bacteriológico a uma concentração final de 1,4% (p/v). 

 

Meio LB top ágar: 

Meio LB adicionado de ágar bacteriológico a uma concentração final de 0,7% (p/v). 

 

5.5. Antibióticos 

Solução estoque: Tetraciclina (SIGMA) 20mg/ml  

Essa solução foi preparada em etanol, esterilizada por filtração em filtro Millipore 0,2 m e 

estocadas a -20ºC. 

 

• IPTG (isopropil--D- thiogalactopyranoside) 1M  

IPTG (SIGMA)                                     0,238 g  

Água mili Q                                          1 mL 

A solução foi esterilizada por filtração em filtro MILLIPORE 0,2 m e estocada a -20ºC.  
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Soluções para eletroforese em Gel Agarose e de Poliacrilamida 

 

 Tampão de corrida para gel de Agarose (TBE) 10X 

Glicerol   50% (v/v) 

Azul de bromofenol             0,1% (p/v) 

Xileno cianol             0,1% (p/v) 

 

 Tampão de amostra para Gel de Agarose 10X 

Tampão de corrida TBE 20X                        50% (v/v) 

Glicerol                                                         50% (v/v) 

Azul de Bromofenol                                      0,1% (p/v) 

Xileno cianol                                                 0,1% (p/v) 

 

 Solução de Brometo de etídio 20.000X 

Brometo de etídio                                   10 mg/mL 

 

 Tampão de corrida para SDS-PAGE (5X) 

Tris base                                                125 mM 

Glicina                                                    125 mM 

SDS                                                         0,5 

pH 9,2 

 

 Tampão de amostra para SDS-PAGE 2X 

Tris-HCl pH 6,8                                       100 mM 

SDS                                                         4% (p/v) 

Glicerol                                                    20% (v/v) 

Β-mercaptoetanol                                    5% 

Azul de bromofenol                                 0,2% (p/v) 

 

 Acrilamida 49%/Bis-acrilamida 0.5% 

Acrilamida                                               98 g 

Bis-acrilamida                                          1 g 

H2O q.s.p.                                                200 mL 
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Estocada na geladeira, ao abrigo de luz 

 

 Tris-HCl 3 M, pH 8,3 

Tris                                                               72,68 g 

H2O q.s.p.                                                     200 mL 

 

 Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8 

Tris                                                            12,11g 

H2O q.s.p.                                                     200 Ml 

 

 SDS 10% (p/v) 

SDS                                                           10 g 

H2O q.s.p.                                                     100 mL 

 

 PSA 10% (p/v) 

Persulfato de amônio                                    100 mg/1 mL de água 

 

 Gel de empilhamento SDS-PAGE 

H2O destilada                                                      10,41mL 

Tris-HCl pH 8,3                                                   3,75mL  

Solução Acrilamida/Bis-acrilamida                      1,50mL 

PSA 10% (p/v)                                                     140µL 

TEMED                                                                10µL                                                                     

 

 Gel de separação SDS-PAGE 

H2O destilada                                                      5,90mL 

Tris-HCl pH 8,3                                                   13,35mL  

Solução Acrilamida/Bis-acrilamida                      13,25mL 

Glicerol                                                                 7,48mL 

PSA 10% (p/v)                                                     140µL 

TEMED                                                                7µL    
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 Solução corante para Gel SDS-PAGE 

Metanol                                                                 40% (v/v) 

Ácido acético                                                        10% (v/v) 

Comassie Briliant Blue (R-250)                            1% (p/v) 

 

 Solução descorante para Gel SDS-PAGE 

Metanol                                                                 40% (v/v) 

Ácido acético                                                        10% (v/v) 

 

 PBS pH 7,4 

Na2HPO4 1 M                                                         68,4 mL  

NaH2PO4 1 M                                   31,6 mL 

NaCl 2,5 M                                              58 mL 

q.s.p. 1000 mL de H2O destilada 

 

 PBST pH 7,4 

PBS adicionado de tween 20 a 0,05% (v/v). 

 

 PBS-BSA 5% 

PBS 1X adicionado de albumina bovina sérica a 5% (p/v) 

 

• Tampão Bicarbonato de sódio 0,1 M, pH 8,6 

Bicarbonato de sódio                                 420 mg 

H2O destilada                                            90 mL  

O pH foi ajustado para 8,6 

O volume final foi completado para 100 mL.       

 

• TBS 10X (estoque) 

Tris(hydroxymethyl)aminomethano              0,5 M 

NaCl                                                             1,5 M 

O pH foi ajustado para 7,4 

 

 



83 
 

 

• TBS–BSA 5% TBS+leite em pó desnatado 

TBS 1X adicionado de albumina bovina sérica a 5% (p/v) 

 

• TBST 0,5% (tampão de lavagem) 

TBS 1X adicionado de 0,5% (v/v) de Tween 20 (Polyoxyethylene Sorbitan Monolaurate) 

– Sigma 

 

• Tampão de eluição 

HCl                                  0,1M 

O pH foi ajustado para 2,2 com Glicina (Sigma). 

 

• Tampão de neutralização 

Tris-Base 2 M diluído em água. 

                          

 

 

5.10. Soluções para purificação de proteína em Coluna de Níquel Sepharose (HPLC) 

 

 Tampão Fosfato 8 X, pH 7,4 (estoque) 

NaHPO2-2H2O                                                       1.42 g 

NaH2PO4-H2O                                                        1.1 g 

NaCl                                                                       23,38 g 

Os solutos foram diluídos em 90 mL de água destilada, o pH da solução foi ajustado para 7,4, 

o volume foi completado para 100 ml e a solução foi filtrada com filtro de 0,45 µm. 

Concentrações finais: Fosfato = 160 mM e NaCl = 4M. 

 

 Tampão Imidazol 2M pH 7,4 (estoque) 

Imidazol                                             13,63 g 

Água destilada                                   90 mL 

O soluto foi completamente diluído, o pH foi ajustado para 7,4 com HCL, o volume final foi 

completado para 100 mL e a solução, filtrada em filtro com poros de 0,45 µm. 
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 Tampão de ligação (240 mL) 

Tampão Fosfato 8 X, pH 7,4 (estoque)                        30 mL 

Tampão Imidazol 2M pH 7,4 (estoque)                        2,4 mL 

H2O q.s.p.                                                                     240 mL 

Contrações finais: Fosfato = 20 mM, NaCl = 0,5 M, Imidazol = 20 mM. 

pH 7,4. 

 

 Tampão de Eluição (80 mL) 

Tampão Fosfato 8 X, pH 7,4 (estoque)                        10 mL 

Tampão Imidazol 2M pH 7,4 (estoque)                         20 mL 

H2O q.s.p.                                                                      80 mL 

Contrações finais: Fosfato = 20 mM, NaCl = 0,5 M, Imidazol = 500 mM. 

pH 7,4 

 

 

 

Tampão TE 

10mM de Tris hidroclorido - 2mM EDTA 

 

PBS10X 

 

PEG NaCl 

20% p/v de polietileno glicol-8000; NaCl 2,5 M 
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ANEXO B 

 

Protocolo Comitê de Ètica na Utilização de 

Animais

 


