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RESUMO 

A infecção causada por Rickettsia rickettsii é a principal zoonose transmitida por carrapatos e 

apresenta elevada taxa de letalidade em humanos no Brasil. Atualmente, o ensaio padrão-ouro 

para o diagnóstico da infecção tanto por R. rickettsii como por outras espécies de Rickettsia, em 

especial daquelas que fazem parte do grupo da febre maculosa, é a imunofluorescência indireta, 

que apresenta algumas desvantagens, como a subjetividade e a forma de obtenção do antígeno, 

que é feita por meio do cultivo de cepas de diferentes espécies de Rickettsia em células de 

mamífero. Em estudo prévio, a Outer membrane protein A (OmpA) truncada de R. rickettsii 

cepa Brazil foi expressa em Escherichia coli como proteína de fusão com proteína de ligação a 

maltose (MBP-OmpA) e utilizada em Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) para o 

teste de amostras de soro de capivaras, gambás e cavalos. No entanto, o teste apresentou boa 

reatividade somente com os soros de gambás, possivelmente pelo fato de a MBP-OmpA não 

ter sido submetida a um processo de purificação. Assim, o principal objetivo do presente projeto 

foi realizar os processos de expressão e purificação da MBP-OmpA por meio da cauda de 6xHis 

fusionada a proteína. Como a proteína formou agregados durante a lise das células bacterianas, 

o precipitado foi solubilizado com tampão contendo ureia 8 M e a purificação foi realizada em 

condições desnaturantes. Com a utilização da Ni-NTA spin column, não foi observada a MBP-

OmpA em eletroforese. No entanto, com a Ni-NTA agarose, foi observada uma banda proteica, 

porém com massa molecular aparentemente um pouco maior que a esperada. As frações obtidas 

durante a purificação foram testadas em ELISA, utilizando anticorpo monoclonal anti-6xHis, e 

os poços com reatividade maior correspondem com as frações nas quais as bandas proteicas 

apresentaram intensidade maior na eletroforese, indicando que provavelmente essas bandas 

representam a MBP-OmpA. Pools serão realizados com essas frações e o preparado será 

avaliado, em etapas futuras, em ELISA utilizando soros de capivaras, gambás e cavalos. 

Palavras-chave: Ni-NTA agarose; MBP-OmpA; ELISA. 



 

 

ABSTRACT 

The infection caused by Rickettsia rickettsii is the main zoonosis transmitted by ticks and has a 

high mortality rate in humans in Brazil. Currently, the gold standard assay for diagnosing 

infection with both R. rickettsii and other Rickettsia species, especially those that are part of the 

Rocky Mountain spotted fever group, is indirect immunofluorescence, which has some 

disadvantages such as subjectivity and the way of obtaining the antigen, which is done by 

growing strains of different species of Rickettsia in mammalian cells. In a previous study, 

truncated Outer membrane protein A (OmpA) from R. rickettsii strain Brazil was expressed in 

Escherichia coli as a fusion protein with maltose-binding protein (MBP-OmpA) and used in 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for testing serum samples from capybaras, 

opossums, and horses. However, the test showed good reactivity only with sera from opossums, 

possibly because MBP-OmpA was not subjected to a purification process. Thus, the main 

objective of this project was to carry out the processes of expression and purification of MBP-

OmpA through the 6xHis tail fused to protein. Since the protein formed aggregates during 

bacterial cell lysis, the precipitate was solubilized with buffer containing 8 M urea and 

purification was performed under denaturing conditions. With the use of the Ni-NTA spin 

column, the MBP-OmpA was not observed in electrophoresis. However, with Ni-NTA agarose, 

a protein band was observed, but with a molecular mass apparently a little higher than expected. 

Fractions obtained during purification were tested in ELISA, using anti-6xHis monoclonal 

antibody, and the wells with greater reactivity correspond to the fractions in which the protein 

bands were more intense on electrophoresis, indicating that these bands probably represent 

MBP-OmpA. Pools will be carried out with these fractions and the preparation will be 

evaluated, in future stages, in ELISA using sera from capybaras, opossums and horses. 

Keywords:  Ni-NTA agarose; MBP-OmpA; ELISA. 
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1 INTRODUÇÃO 

 Em 1906, o infectologista Howard Ricketts descobriu a primeira bactéria do gênero 

Rickettsia no Vale Bitterroot em Montana (EUA), ao isolar os organismos do sangue de 

pacientes por inoculação em cobaias que desenvolveram uma doença febril acompanhada de 

distinto inchaço escrotal e necrose hemorrágica (FANG; BLANTON; WALKER, 2017). As 

espécies de Rickettsia evoluíram com adaptabilidade para condições ambientais diversas, 

incluindo variados graus de mutualismo e patogenicidade com vetores artrópodes e hospedeiros 

mamíferos. Os carrapatos, vetores artrópodes, são ectoparasitas hematófagos com capacidade 

de transmitir múltiplos patógenos a humanos e preocupantes à saúde pública. As recentes 

mudanças climáticas contribuíram para a expansão de ectoparasitas em novas áreas geográficas, 

formando epicentros das doenças transmitidas por esses vetores (KIM, 2022). 

A Rickettsia rickettsii é o agente etiológico da riquetsiose mais grave, a febre maculosa 

(FM), apresentando taxas de letalidade de 23% para indivíduos não tratados e 4% para tratados. 

A doença é caracterizada por febre acompanhada de dor de cabeça e mialgias; sintomas 

gastrointestinais como náusea, vômito e dor abdominal; erupções cutâneas, que surgem 3 a 5 

dias após o início da infecção; máculas nos pulsos e tornozelos, que se espalham em direção ao 

tronco e envolvem mãos e solas dos pés; e em casos mais graves, pode ocorrer necrose cutânea 

e gangrena (GOTTLIEB; LONG; KOYFMAN, 2018; MCFEE, 2018; BLANTON, 2019; 

SAHNI et al., 2019). A FM é caracterizada por um curso clínico variável, com manifestações 

de sintomas inespecíficos e de início geralmente abrupto. Em decorrência da inespecificidade, 

o diagnóstico precoce é dificultado, sendo confundido com outras doenças febris agudas, como 

a dengue, hepatite viral, salmonelose, leptospirose, encefalite e malária (ZANCHETTA E 

GAVA et al., 2022).  

No continente americano, a Rickettsia parkeri, causadora de riquetsiose com sintomas 

brandos, também apresenta ampla distribuição, sendo descrito a presença desta bactéria em 

carrapatos na América Central, costa da Venezuela, Colômbia, Equador, Peru e Chile, parte do 

Brasil e Argentina, e a maior parte da Bolívia, Paraguai e Uruguai (LABRUNA, 2009; SAHNI 

et al., 2019; MOO-LLANES et al., 2021).  A R. parkeri foi inicialmente isolada em 1939 de 

carrapatos Amblyomma maculatum coletados de gado no Texas e caracterizada como uma 

doença de febre branda com edema. Após 60 anos de especulação, a patogenicidade da R. 

parkeri foi confirmada através de um paciente na Virgínia (EUA) que apresentou sintomas 

febris leves acompanhado de múltiplas escaras e erupção maculopapular (PADDOCK et al., 

2004). Semelhante a outras infecções por riquétsias transmitidas por carrapatos, os pacientes 
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infectados por R. parkeri exibem uma combinação de sintomas clínicos inespecíficos (por 

exemplo, febre, dor de cabeça, mal-estar e mialgia) e escaras características no local de 

inoculação da fixação do carrapato. Nenhum caso fatal foi relatado por infecções por R. parkeri 

(MOO-LLANES et al., 2021; KIM, 2022). 

No Brasil a FM apresenta maior concentração nas regiões Sudeste e Sul, sendo a R. 

rickettsii o principal agente etiológico de casos graves, acometendo animais vertebrados, 

incluindo humanos, e acarretando problemas sérios de saúde pública com elevados índices de 

morbidade e mortalidade, devido ao potencial zoonótico e gravidade variável (ZANCHETTA 

E GAVA et al., 2022). Em Belo Horizonte, MG, casos clínicos humanos de FM por R. rickettsii 

cepa Pampulha, foram registrados na região da Lagoa da Pampulha (POLO et al., 2017). Na 

reserva de Mata Atlântica no município de Peruíbe, SP, sudeste do Brasil, foi relatada a 

presença de R. parkeri, cepa da Mata Atlântica, em adultos de Amblyomma ovale coletados em 

cães (SZABÓ; PINTER; LABRUNA, 2013). Em Uberlândia, MG, estudos 

soroepidemiológicos demonstraram soro reatividade para Rickettsia em pequenos mamíferos, 

na região periurbana do município (COELHO et al., 2016). 

O teste padrão-ouro para o diagnóstico de riquetsiose é realizado por meio de ensaio de 

imunofluorescência indireta (IFA –immunofluorescence assay), realizado utilizando um 

conjugado marcado com fluoresceína para detectar os anticorpos séricos IgM e IgG, em reação 

com antígenos de Rickettsia fixados em uma lâmina (BIGGS et al., 2016). No entanto, a 

realização do teste requer um técnico capacitado, para observação da lâmina em microscópio 

de fluorescência e sua decisão sobre a reatividade da amostra testada, tornando o IFA um teste 

subjetivo. Dessa forma, a obtenção de um teste ELISA terá vantagens tanto para a identificação 

de casos da riquetsiose em humanos e animais como para realizar um monitoramento sorológico 

da circulação dessas espécies em uma determinada região. 

 Para alcançar o desenvolvimento de um teste sorológico por ELISA, o presente projeto 

teve como objetivos a expressão e a purificação da Outer membrane protein A (OmpA), uma 

proteína presente em espécies de Rickettsia do grupo da febre maculosa. Para isso, a OmpA 

truncada foi desenhada para ser expressa como proteína de fusão com a maltose-binding protein 

(MBP) e conter a sequência de 6xHis, para purificação com resinas de afinidade compatíveis. 

A MBP-OmpA obtida será avaliada, em etapas futuras, em ELISA como teste sorológico. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

2.1      Classificação taxonômica e biológica de Rickettsia spp. 

Os bacilos gram-negativos do gênero Rickettsia  (0,3 a 0,5 µm por 0,8 a 2,0 µm) são 

organismos intracelulares obrigatórios que possuem membranas internas e externas e 

encontram-se livres no citoplasma das células infectadas, separados por uma camada 

periplasmática, onde se replicam por divisão binária (FANG; BLANTON; WALKER, 2017; 

BLANTON, 2019). Por possuírem genomas pequenos (1,1-1,5 Mb) e pela evolução redutiva, 

são organismos que obtêm algumas moléculas biossintéticas por meio da célula hospedeira, 

(FANG; BLANTON; WALKER, 2017). As espécies pertencentes ao gênero Rickettsia são 

classificadas em cinco diferentes grupos : Grupo do Tifo (Thyphus Group - GT), Grupo de 

Transição (Transitional Group - GTR), Grupo Canadensis (Canadensis group - GC), Grupo 

Belli (Belli Group - GB) e Grupo da Febre Maculosa (Spotted Fever Group - GFM), sendo este 

último composto por mais de 22 espécies, filogeneticamente relacionadas aos ancestrais 

comuns do gênero, a Rickettsia bellii e a R. canadensis, e representado pela R. rickettsii 

(WEINERT et al. 2009). 

2.2       Vetores e modo de transmissão de Rickettsia sp. 

Os carrapatos são artrópodes pertencentes à subclasse Acari, superordem Parasitiforme, 

ordem Ixodida, são encontrados em quatro estágios de desenvolvimento: ovo, larva, ninfa e 

adultos e parasitam mamíferos terrestres, anfíbios, répteis e aves. A família Ixodidae 

compreende 14 gêneros e 736 espécies, com registro de 5 gêneros no Brasil: Amblyomma, 

Rhipicephalus, Dermacentor, Haemaphysalis e Ixodes e 47 espécies. Os carrapatos da família 

Ixodidae são ectoparasitas hematófagos distribuídos mundialmente e envolvidos na transmissão 

de diversos patógenos, incluindo bactérias, protozoários e vírus, que causam uma ampla gama 

de doenças humanas e animais, sendo alguns exemplos: Anaplasmose (Anaplasma 

phagocytophilum), doença de Lyme (Borrelia burgdorferi), Erliquiose (Ehrlichia canis), Febre 

maculosa (R. rickettsii e R. parkeri), Febre hemorrágica da Crimeia-Congo (Nairovirus), vírus 

da encefalite transmitida por carrapatos (BIGGS et al., 2016; MOO-LLANES et al., 2021; 

NETO et al., 2021). 

A proporção de carrapatos vetores de Rickettsia rickettsii altamente patogênica varia em 

uma fração de 1 para 2000 em Dermacentor variabilis, Dermacentor andersoni, Amblyomma 

sculptum (Fig. 1) e Amblyomma aureolatum, em contrapartida, a 50% ou mais de outros vetores 
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de espécies de Rickettsia levemente patogênica  (FANG; BLANTON; WALKER, 2017). 

Estudos mostram que o A. aureolatum é mais susceptível à infecção por R. rickettsii do que A. 

sculptum (PAVANELO et al., 2020; MOO-LLANES et al., 2021). Dessa maneira os carrapatos 

A. sculptum e A. aureolatum são os principais vetores de R. rickettsii, sendo o primeiro 

distribuído amplamente no território brasileiro, enquanto o outro é encontrado 

predominantemente na região metropolitana do estado de São Paulo (GOTTLIEB; LONG; 

KOYFMAN, 2018).  

Figura 1: Formas evolutivas de Amblyomma sculptum, principal vetor do Brasil: Ovos (a); Larva (b); Ninfa (c) e 

Adultos: Macho (d) e fêmea (e) (NEVES et al. 2016). 

A transmissão de Rickettsia spp. a vertebrados e a associação com doenças humanas é 

dada por vetores artrópodes, hematófagos, potencialmente por carrapatos, ácaros, pulgas e 

piolhos, que transmitem as bactérias do gênero através de saliva durante a alimentação ou por 

meio da passagem de fezes contaminadas (FANG; BLANTON; WALKER, 2017; BLANTON, 

2019).  No caso do GFM, os carrapatos são os vetores predominantes e a transmissão ocorre 

durante o repasto sanguíneo, processo fisiológico fundamental para as fêmeas obterem 

nutrientes para o desenvolvimento dos ovários e maturação dos ovos (BLANTON, 2019; 

ESTEVES et al., 2019).  

A sequência patogênica de eventos que ocorre na infecção (Fig.2) inicia-se com a 

entrada de riquétsias inoculadas pela alimentação dos carrapatos, as células-alvo iniciais da 

infecção são os macrófagos e as células dendríticas, em seguida, espalham-se por meio dos 

vasos linfáticos para a região dos gânglios e pela via hematogênica afetando, principalmente, 

células endoteliais microvasculares (FANG; BLANTON; WALKER, 2017; SAHNI et al., 

2019). Estudos realizados tanto em humanos quanto em animais demonstraram que numerosos 

elementos do sistema imunológico têm forte impacto no controle de infecções por riquétsias, 

predominantemente, por mecanismos que facilitam a morte intracelular dessas bactérias. Caso 

o sistema imune se engaje de maneira ineficaz ou os  patógenos modificarem e manipularem a 



18 

 

resposta desses mecanismos, a doença irá progredir com grande severidade (FANG; 

BLANTON; WALKER, 2017; SAHNI et al., 2019).  

 

Figura 2: Esquema das interações das rickettsias com sistema imunológico do hospedeiro. Fagócito 

mononuclear(1); Células dendríticas (2); antígeno é apresentado pelas CD ativa subsequentemente as células NK, 

células T CD4 e células T CD8 (3); resposta imunossupressoras da célula T (4) (SAHNI et al., 2019). 

2.3       Epidemiologia de Rickettsia sp.  

Desde a descoberta de Howard Ricketts, 27 espécies de riquétsias emergiram, das quais 

ao menos 17 são patogénicas para humanos, sendo a febre maculosa das Montanhas Rochosas 

(RMSF), nos EUA, causada pela R. rickettsii a mais severa entre elas, com 4% de taxa de 

letalidade em casos tratados e 23% em casos não tratados. Nas Américas Central e do Sul, a 

febre maculosa é transmitida por Amblyomma spp. e Rhipicephalus sanguineus. A distribuição 

e ocorrência da FM em um determinado local depende diretamente da ecologia daquela região, 

necessitando compreender os vetores e seus hospedeiros, bem como a maneira como se 

relacionam entre si (SOUZA et al., 2016; POLO et al., 2017, 2018; TORRES-CASTRO et al., 

2020). As capivaras são relatadas como um hospedeiro amplificador competente para 

R.rickettsii e o principal hospedeiro em áreas de transmissão onde o A.sculptum é o vetor para 

humanos. Os gambás, também hospedeiros amplificadores, apresentam menor competência, 

enquanto os cavalos são os hospedeiros primários de todos os estágios do A.sculptum no Brasil, 

além disso, os equinos percorrem grandes distâncias e são frequentemente usados para 

transporte em ambientes rurais, atuando como um agente de dispersão desses carrapatos 
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infectados para outras áreas, causando o surgimento de um novo foco de infecção (SOUZA et 

al., 2016).  

Assim, os pomares familiares, bem como os sítios e as zonas rurais, reúnem uma fauna 

sinantrópica muito diversa, que é aproveitada por muitos animais hospedeiros de diferentes 

espécies de carrapatos, por serem fontes alimentares a exemplo de frutas, resíduos orgânicos, 

ração para animais de companhia, e de abrigos como troncos, cavidades, edifícios abandonados 

que serão colonizados temporária ou permanentemente, implicando no estabelecimento de 

ciclos de transmissão de patógenos transmitidos por ectoparasitas à população (TORRES-

CASTRO et al., 2020).  

Os equinos e cães (Fig. 3) são considerados hospedeiros sentinelas, uma vez que as 

condições de habitat desses animais podem apresentar como fatores de risco a presença de 

carrapatos infectados. No entanto, apenas a presença de anticorpos é observada, uma vez que 

não há ocorrência de riquetsemia e, portanto, é importante que sejam submetidos a exames 

sorológicos para a vigilância epidemiológica local (BRITES-NETO et al., 2015; POLO et al., 

2018; FOURNIER et al., 2020). 

 

Figura 3: Cachorro infestado de carrapatos Rhipicephalus sanguineus (BIGGS et al, 2016) 

Por outro lado, as capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) e os gambás (Didelphis spp.) 

são considerados hospedeiros amplificadores de R. rickettsii para A. sculptum e pequenos 

roedores são hospedeiros para A. aureolatum, ou seja, esses animais são susceptíveis à 
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riquetsemia e apresentam infecção por R. rickettsii. O período médio de infecção primária para 

capivaras é de 9,2 dias, e de 2 a 8 dias, para gambás, ou seja, mantêm níveis circulantes da 

bactéria na corrente sanguínea, o que pode resultar na infecção de carrapatos durante o repasto 

sanguíneo (RAMÍREZ-HERNÁNDEZ et al., 2020; UENO et al., 2016, 2020).  

No Brasil, a FM é uma doença de notificação compulsória (OLIVEIRA et al., 2017), 

sendo os casos desta riquetsiose mais frequentes nas regiões Sul e Sudeste, abrangendo os 

estados de Paraná, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Espírito Santo, Minas Gerais, Rio de 

Janeiro e São Paulo (FOURNIER et al., 2020; DONALISIO et al., 2020). Assim, a pesquisa 

soroepidemiológica em hospedeiros vertebrados e a detecção de Rickettsia em vetores 

invertebrados podem guiar o planejamento de políticas públicas para o controle da FM (POLO 

et al., 2018). Portanto, o monitoramento dos hospedeiros amplificadores contribui para a 

vigilância epidemiológica e para o diagnóstico precoce da FM, uma vez que a disseminação de 

Rickettsia está relacionada à movimentação dos hospedeiros, sendo maior em áreas 

antropizadas (SOUZA et al., 2016; POLO et al., 2017; TORRES-CASTRO et al., 2020). 

2.4       Imunopatogenia e aspectos clínicos da febre maculosa 

Após os vetores inocularem as riquétsias durante o repasto sanguíneo e sua 

disseminação pela corrente sanguínea, os eventos patogênicos iniciam nas células endoteliais 

microvasculares com aumento da permeabilidade vascular, evoluindo para erupções cutâneas, 

e em casos agravantes, podendo levar à pneumonia intersticial grave, meningoencefalite e à 

falência múltipla de órgãos. Entre os sintomas do quadro clínico estão febres, dores de cabeça 

e mialgias, sintomas gastrointestinais, a exemplo de náusea, vômitos e dores abdominais, que 

muitas vezes podem ser confundidos com casos cirúrgicos de abdômen agudo (FANG; 

BLANTON; WALKER, 2017).  

Em humanos, as brotoejas começam tipicamente 3 dias após o início da doença em 49% 

dos pacientes e 90% começam a ter erupções cutâneas em algum ponto do quadro (Fig. 4). 

Normalmente aparecem máculas nos punhos e tornozelos, sendo característico também nas 

mãos e plantas dos pés, que passam a se espalhar para o tronco, em 4% dos casos ocorre necrose 

cutânea e gangrena (FANG; BLANTON; WALKER, 2017).  
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Figura 4: Erupções cutâneas associadas à Febre Maculosa das Montanhas Rochosas (BIGGS et al, 2016) 

2.5       Diagnóstico das riquetsioses  

 De acordo com o diagnóstico clínico de uma infecção por Rickettsia, diferentes ensaios 

laboratoriais da FM podem ser realizados, incluindo detecção molecular, análise imuno-

histoquímica, sorologia, isolamento e cultura das bactérias. Dentre eles, a imunofluorescência 

indireta (IFA) é considerada o padrão ouro (MCFEE, 2018). Este método utiliza de um substrato 

com antígenos de Rickettsia sp. fixados em lâminas e a aplicação de um conjugado do soro do 

paciente marcado com fluoresceína para detectar a ligação de anticorpos séricos à placa. Uma 

desvantagem desse método relaciona-se à natureza subjetiva da técnica, necessitando-se de um 

microscopista treinado para realizar a leitura das lâminas, além da obtenção do antígeno 

necessitar do cultivo de cepas de Rickettsia sp., em especial do GFM, em linhagem de células 

Vero ( FANG; BLANTON; WALKER, 2017; BLANTON, 2019).  

 Deve-se considerar também que os ensaios IFA são insensíveis durante a primeira 

semana de infecção por riquétsias, período em que a maioria dos pacientes procura atendimento 

médico e as amostras são coletadas. A sensibilidade aumenta à medida que a doença progride 

após 7 dias, em conjunto com a produção de anticorpos específicos do patógeno (WALKER et 

al., 1995). Portanto, os resultados do ensaio são mais sensíveis na detecção de anticorpos 2 a 3 

semanas após o início da doença, e mais bem interpretados quando as amostras de soro 
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coletadas nas fases aguda, e convalescente da doença, forem testadas em conjunto 

(CLEMENTS et al., 1983). 

A detecção de anticorpos no soro ou plasma de pacientes infectados ainda pode realizada 

por meio de Ensaio Imunoenzimático (ELISA) e Western blotting. No início da infecção por 

Rickettsia, não há título de anticorpos detectável no organismo do hospedeiro vertebrado. 

Porém, com a progressão da infecção, geralmente após 7 a 10 dias, a resposta imune humoral 

promove a produção de anticorpos, as imunoglobulinas M (IgM) e G (IgG) (Fig.5), que ocorre 

quase simultaneamente, apresentando maiores níveis de anticorpos de ambos os isótopos 

durante a segunda semana de infecção. Uma limitação do diagnóstico por sorologia se relaciona 

a reação cruzada que ocorre entre os anticorpos e as diferentes espécies de Rickettsia do GFM 

( PARIS; DUMLER, 2016; GOTTLIEB; LONG; KOYFMAN, 2018; BLANTON, 2019).  

 

Figura 5: Imunofluorescência para detecção de anticorpos IgG contra Rickettsia do grupo febre maculosa. Ensaio 

positivo com soro do paciente na diluição 1:256 (RODINO et al., 2020). 

A partir de amostras de biópsia de lesões cutâneas em estágio agudo é possível realizar 

análise histoquímica previamente ao tratamento antimicrobiano empírico (FANG; BLANTON; 

WALKER, 2017; FISCHER, 2018). Para se detectar sequências de DNA de Rickettsia spp., é 

utilizada, atualmente, a reação em cadeia de polimerase (PCR), sendo um teste com maior 

sensibilidade e especificidade, rápido e confiável quando utilizado em fase aguda das infecções 

e com amostras de tecido em comparação com a análise com sangue total (BLANTON, 2019; 

GOTTLIEB; LONG; KOYFMAN, 2018). Os ensaios de PCR são utilizados na distinção de 

infecções causadas por espécies de Rickettsia do GFM das ocasionadas por Rickettsia do Grupo 
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Tifo, visto que apenas as espécies do GFM apresentam a sequência do gene que codifica a 

OmpA completa. Na PCR, são utilizados primers para detecção de sequências de diferentes 

genes, como os genes que codificam para as proteínas OmpA e OmpB. Dependendo dos genes-

alvo, as ferramentas de diagnóstico molecular podem identificar os patógenos em níveis de 

gênero ou mesmo de espécie (BLANTON, 2019). 

2.6     Proteína OmpA no imunodiagnóstico das riquetsioses 

As espécies de Rickettsia do GFM apresentam a proteína OmpA, fundamental para a 

patogênese (NORIEA; CLARK; HACKSTADT, 2015; NORIEA et al., 2017;). O uso de 

peptídeos sintéticos de segmentos da proteína OmpA como antígenos em teste ELISA pode 

contribuir para o desenvolvimento de um método de diagnóstico objetivo, rápido, sensível, de 

baixo custo para a detecção de doenças causadas por espécies de Rickettsia do GFM (MUNIZ 

et al., 2023). Estudos sugerem que antígenos recombinantes de regiões específicas de OmpA 

podem ser ferramentas promissoras no desenvolvimento de ensaios de imunodiagnóstico para 

riquetsioses, a fim de minimizar a ocorrência de reações cruzadas provocadas por anticorpos 

produzidos nas infecções causadas por espécies de Rickettsia que não são do GFM e, por isso, 

de menor importância à saúde pública (DO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2017). Além disso, 

peptídeos com sequências de aminoácidos que diferem entre R. rickettsii e R. parkeri podem 

auxiliar na identificação da espécie causadora da doença e contribuir na redução da ocorrência 

de reações cruzadas, já que é comum a ocorrência de equívoco no diagnóstico de infecções 

causadas pelas duas espécies por meio de testes sorológicos (LABRUNA, 2009; FANG; 

BLANTON; WALKER, 2017; BLANTON, 2019).   

As proteínas recombinantes podem ser obtidas em diferentes hospedeiros como, 

bactérias, leveduras, e células de mamíferos, sendo a bactéria Escherichia coli o meio de 

expressão de proteínas heterólogas mais utilizado, é um organismo amplamente conhecido 

geneticamente, de cultivo rápido e produz altas quantidades de proteínas recombinantes a baixo 

custo (MAKRIDES, 1996).  

 

3 METODOLOGIA  

3.1  Clone pMAL-c4X-RRBROATR  

O clone utilizado neste trabalho foi construído na tese de mestrado realizada pela Me. 

Ana Paula Muniz, em que foram utilizados o vetor pMAL-c4X e a sequência nucleotídica 



24 

 

codificante do segmento 1350-1784 de OmpA de R.rickettsii cepa Brazil (Biomatik), para a 

expressão de uma proteína fundida com MBP, uma proteína acessória de ligação a maltose e 

OmpA truncada (Fig.6). Para auxiliar na purificação da proteína expressa e identificação pelo 

anticorpo monoclonal anti-6xHis, na extremidade 3’, foi adicionada a sequência codificante 

6xHis (MUNIZ, 2021). MUNIZ também realizou a obtenção de um clone para expressão da 

MBP, para controle e codificada no vetor pMAL-c4X, em que uma alíquota de DNA de pMAL-

c4X-RRBROATR foi digerido com Eco RI para remover o segmento que codifica para a 

OmpA. 

 

Figura 6: Esquema do mapa físico simplificado de pMAL-c4X-RRBROATR. As sequências codificantes da 

proteína de ligação a maltose (MBP) e do segmento 1350–1784 de OmpA (RRBROATR) estão indicados. Na 

extremidade final da RRBROATR também há a sequência 6xHis. 

3.2  Expressão da MBP-OmpA  

O clone 50, transformado com pMAL-c4X-RRBROATR (Fig. 6), e o clone 65, 

transformado com o vetor pMAL-c4X modificado, foram os escolhidos para realizar a 

expressão.  

O primeiro cultivo foi realizado com inoculação em 30 mL de meio 2xYT (triptona 1%, 

extrato de levedura 0,5% e NaCl 0,5%) para o clone 50 (para MBP-OmpA) e em 10 mL de 

meio 2xYT para o clone 65 (para MBP), ambos contendo ampicilina 100 µg/mL e incubados 
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em shaker à 37 ºC overnight. No segundo cultivo, foram adicionados 300 mL e 100 mL de meio 

2xYT, respectivamente, e incubados em shaker à 37 ºC por 3 horas.  Na sequência, foi 

adicionado isopropil β-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG) para a concentração final de 1,0 mM a 

cada cultivo, a fim de induzir a expressão de proteínas, e então incubado novamente por 3 horas 

à 37 ºC em shaker. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4000 xg, por 30 minutos, a 

4 °C e os sobrenadantes descartados. Os pellets obtidos foram ressuspensos em 1600 μL de 

tampão de lise (Tris-HCl 65 mM pH 8,0, NaCl 0,1 M) para MBP-OmpA e 1100 µL para MBP. 

Na suspensão, foram adicionados 15 μL de fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 100 

mM e 30 μL de lisozima 10 mg/mL para MBP-OmpA e 10 μL de PMSF e 20 μL de lisozima 

10 mg/mL para MBP, com incubação por 10 min a 4 °C. Na sequência, foram realizados quatro 

ciclos de congelamento para digestão e fragmentação enzimática das proteínas, em nitrogênio 

líquido, seguido de descongelamento à temperatura ambiente. Após os ciclos de congelamento 

e descongelamento, foram adicionados 15 μL de DNase I 2 U/μL e 5 μL de MgCl2 100 mM ao 

lisado contendo MBP-OmpA e 10 μL de DNase I 2 U/μL e 3,3 μL de MgCl2 100 mM ao lisado 

contendo MBP, com posterior incubação em temperatura ambiente (TA) durante 30 min. Os 

lisados foram centrifugados a 15000 xg à 4 °C por 10 min e tanto o sobrenadante como o 

precipitado foram armazenados à -20 °C. Os pellets foram então tratados com 500 μL de tampão 

Tris-HCl / ureia 8 M ((Tris-HCl 65 mM pH 8,0, NaCl 0,1 M, ureia 8M) e os microtubos foram 

centrifugados a 1500 xg à 4 °C por 20 min, com cinco a oito repetições para MBP-OmpA (S1 

a S8) e três para MBP (S1 a S3). Os sobrenadantes da solubilização foram armazenados à -20 

°C. Posteriormente, as solubilizações foram submetidas à SDS-PAGE para análise da 

expressão. 

3.3 Purificação sob condições desnaturantes 

A purificação foi realizada com resina Ni-NTA agarose de acordo as instruções do 

fabricante (QIAGEN, Hilden, Alemanha). Foram adicionados 100 µL da suspensão Ni-NTA 

agarose 50% a 400 µL da S1 da MBP-OmpA com tampão B (Na2HPO4 100 mM, Tris-HCl 10 

mM, ureia 8 M, pH 8,0) e o tubo foi agitado em shaker a 200 rpm por 60 min à TA. A mistura 

foi centrifugada a 270 xg à 20 °C por 5 min e, após, o sobrenadante foi transferido para um 

novo microtubo. A resina foi lavada duas vezes com 300 µL de tampão C (Na2HPO4 100 mM, 

Tris-HCl 10 mM, ureia 8 M, pH 6,3) e para etapa de eluição foram realizadas quatro repetições 

com tampão D (Na2HPO4 100 mM, Tris-HCl 10 mM, ureia 8 M, pH 5,9) e seis repetições com 

tampão E (Na2HPO4 100 mM, Tris-HCl 10 mM, ureia 8 M, pH 4,5), com 125 µL de tampão 



26 

 

em ambas as etapas; as frações foram centrifugadas a 890 xg por 2 min à 20°C. As frações 

proteicas foram submetidas a análise por SDS-PAGE e teste ELISA utilizando anticorpo 

monoclonal anti-6xHis (ThermoFisher) para detecção da cauda de 6xHis presente.  

3.4  Eletroforese em dodecil sulfato de sódio – gel de poliacrilamida 10% e 12% (SDS-

PAGE 10% e 12%)  

As avaliações dos processos expressão e purificação de MBP-OmpA foram realizadas 

por meio de SDS-PAGE. A eletroforese foi conduzida em sistema completo vertical com 

tampão de corrida Tris-glicina-SDS, nas condições de 125 V. O gel foi corado com Coomassie 

Brilliant Blue G-250 0,2% (m/v) em 50% metanol/10% ácido acético (v/v) e, para as amostras 

obtidas da purificação, o gel foi corado com Pierce Color Silver Stain Kit (Pierce 

Biotechnology/Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA), seguindo as instruções do fabricante. 

Para monitorar o progresso da eletroforese em gel SDS-poliacrilamida e para estimar o tamanho 

aproximado de proteínas separadas que se tornaram visíveis foi utilizado um marcador de 

proteína MW pré-corado da Thermo Scientific. 

3.5  Teste para detecção da sequência 6xHis utilizando ELISA 

O teste realizado para detecção da sequência 6xHis presente na MBP-OmpA foi o 

ELISA, utilizando anticorpo monoclonal anti-6xHis em uma placa Costar de 96 poços (Corning 

Inc. Corning, NY, EUA). Para sensibilização dos poços foram utilizados 5 µL das frações 

solubilizadas e 45 µL de PBS 1x, a placa foi incubada por 1 h à 37 °C. A seguir, foi realizada a 

lavagem dos poços com PBS 1x contendo 0,05% Tween 20 (PBS1X-T) e feito o bloqueio com 

100 µL/poço de PBS 1x contendo BSA 1,5% por 1 h à 37 °C. Posteriormente, os poços foram 

lavados uma vez com PBS1X-T e incubados com 50 µL/poço de anticorpo monoclonal (mAb) 

anti-6xHis (ThermoFisher) 250 ng/mL diluído em PBS1X+BSA 1,5% por 1 h à 37 ºC. Após a 

incubação, os poços foram lavados cinco vezes com PBS1X-T e 50 µL de anticorpo anti-IgG 

de camundongo conjugado com peroxidase 0,2 μg/mL (KPL, Gaithersburg, MD, EUA) em 

PBS1X+BSA 1,5% foram adicionados, seguidos de incubação por 30 min à 37 ºC. Os poços 

foram novamente lavados cinco vezes com PBS1x-T e incubados com 50 µL de 3, 3’,5,5’-

Tetrametilbenzidina (TMB) (Thermo Fisher Scientific) por 15 min à TA. Para interromper a 

reação foram adicionados 50 µL/poço de H2SO4 0,18 M. A densidade óptica de cada poço foi 

medida em uma leitora de ELISA no comprimento de onda 450 nm. Os valores de DO de todas 

as amostras foram subtraídos do branco (sem mAb).
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5 RESULTADOS  

5.1 –  Expressão MBP-OmpA 

Após realizada a solubilização com tampão contendo ureia 8 M, as frações obtidas foram 

submetidas à SDS-PAGE 10%. Foram observadas as bandas proteicas com massas moleculares 

esperadas para MBP-OmpA (88kDa) e para MBP (42 kDa) (Figs. 7 e 8).  

5.1.1 – Solubilizações dos sobrenadantes SDS-PAGE 10% 

 

 

Figura 7: SDS-PAGE para avaliação da solubilidade da MBP-OmpA e MBP. S1 à S8 Lisados celulares dos 

clones coletados da MBP-OmpA; e S1 à S3 lisados celulares dos clones coletados da MBP. 
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5.1.2- Sobrenadantes MBP-OmpA e solubilização 1 da MBP-OmpA  

 

 

Figura 8: SDS-PAGE para avaliação dos sobrenadantes da MBP e MBP-OmpA e solubilizações da S1. A seta 

vermelha indica provavelmente a MBP-OmpA, de massa molecular esperada de 88 kDa. 
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5.2 –  Purificação MBP-OmpA e teste ELISA 

A fração da solubilização S1, foi utilizada para a etapa de purificação utilizando, 

primeiramente, a Ni-NTA spin column. Porém, não foi observada a banda proteica quando 

utilizado o Pierce Color Silver Stain Kit (Fig. 9). Os tampões B, C, D, e E e suas respectivas 

lavagens e eluições estão marcados na figura, executados de acordo a metodologia descrita 

previamente. 

 

Figura 9: (A) SDS-PAGE para avaliação da purificação da S1 por Ni-NTA spin column; (B) gel corado com 

Pierce Color Silver Stain Kit. A linha verde pontilhada indica a posição da banda esperada. 
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Com a Ni-NTA agarose, foram observadas bandas proteicas nas frações obtidas com os 

tampões de eluição D e E (Fig. 10). No entanto, a massa molecular da banda parece ser maior 

que a esperada para a MBP-OmpA, que é de 88 kDa.  

 

Figura 10: SDS-PAGE para avaliação da purificação da S1 por Ni-NTA agarose; tampões B-E para eluição 

(Na2HPO4 100 mM, Tris HCl 10 mM, ureia 8 M, pH 8,0). Linha verde indica posição da banda esperada. 

 

Para resolver a dúvida, foi realizado o ELISA com as mesmas frações, utilizando o 

anticorpo monoclonal anti-6xHis (Fig. 11). No teste, a reatividade observada foi maior com as 

frações em que a intensidade da banda também foi maior na eletroforese, sugerindo que a 

aparente massa molecular maior foi devido à mobilidade alterada no gel.   
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Figura 11: ELISA das frações obtidas com a purificação da MBP-OmpA utilizando Ni-NTA agarose. S2 é a fração 

mostrada na Fig. 5. As letras representam os tampões usados e os números as repetições. (Autoria própria).  

 

 

6    DISCUSSÃO 

No presente estudo a purificação foi testada em condições desnaturantes com a 

utilização da Ni-NTA spin column, em que não foi observada a MBP-OmpA em eletroforese, 

no entanto, em testes de purificação com a Ni-NTA agarose, foi observada a presença de uma 

banda proteica, porém com massa molecular aparentemente um pouco maior que a esperada. 

Durante a realização da purificação com a Ni-NTA spin column ocorreu uma adversidade na 

permeabilidade da resina, tal obstáculo foi resolvido com a purificação em Ni-NTA agarose.  

Considerando que não foi realizada uma dosagem de proteínas presentes nas amostras, 

é possível que algumas bandas não foram observadas pela baixa concentração destas. Ao 

realizar um teste em ELISA foi verificado que a aparente massa molecular acima do esperado 

sugere uma mobilidade alterada no gel, assim como há a possibilidade de uma alteração no 

formato do gel ao utilizar o Pierce Color Silver Stain Kit (ver figura 9). As demais proteínas 

detectadas com menor ocorrência e peso molecular inferior a 88kDa (ver figuras 7 e 8), podem 

representar membros da família de antígenos de superfície celular (Sca- Surface cell antigen), 



32 

 

sabendo-se que a membrana externa de uma bactéria é responsável pela ligação entre o 

microrganismo e o hospedeiro, desempenhando um papel essencial na adesão à célula e na 

evasão da resposta imune do hospedeiro (MAVROMATIS et al, 2006). As proteínas 

bacterianas que intercedem essas interações entre as diferentes espécies de Rickettsia são alvos 

da resposta imune do hospedeiro e têm grande relevância no diagnóstico diferencial entre as 

espécies de riquétsias (TJALSMA; SCHAEPS; SWINKELS, 2008). Contudo, para 

caracterização proteica, estudos empregando a técnica de cromatografia líquida associada a 

espectrometria de massas deverão ser conduzidos.  

As frações obtidas durante a purificação e testadas em ELISA, utilizando anticorpo 

monoclonal anti-6xHis, e os poços com reatividade maior correspondem com as frações nas 

quais as bandas proteicas apresentaram maior intensidade na eletroforese, indicando que, 

possivelmente, essas bandas representam a MBP-OmpA. Serão realizados pools com essas 

frações para avaliação. 

Identificar áreas endêmicas é importante para a vigilância epidemiológica da febre 

maculosa em humanos, animais domésticos e silvestres, dessa forma, a obtenção de um teste 

sorológico rápido e eficiente a baixo custo trará vantagens para o monitoramento da circulação 

e expansão das riquetsioses nas regiões. Vários estudos utilizam a IFA para pesquisa 

soroepidemiológica em humanos, cães, gatos, capivaras, gambás, cavalos, pequenos mamíferos 

e outros animais silvestres (COELHO et al., 2016; SOUZA et al., 2016; UENO et al., 2016, 

2020; VIANNA et al., 2018; RAMÍREZ-HERNÁNDEZ et al., 2020). Contudo, trata-se de um 

imunoensaio sensível ao período de inoculação e de manifestação dos sintomas, diferentemente, 

o teste ELISA, como observado por Clements et al (1983) permite a detecção de anticorpos em 

até um ano após a doença, sendo um método adequado para estudos e sorodiagnóstico. Assim, 

a purificação da MBP-OmpA, e potencialmente o desenvolvimento de testes ELISA, são 

importantes para vigilância soroepidemiológica da febre maculosa, tendo um caráter de baixo 

custo.  

 

7 CONCLUSÃO 

 Por meio do presente estudo, foi possível realizar a expressão e, potencialmente, a 

purificação da Outer membrane protein A truncada de Rickettsia rickettsii cepa Brasil na forma 

de proteína fundida com a maltose-binding protein. A MBP-OmpA purificada será, em etapas 

futuras, avaliada em ELISA com soros de capivaras, gambás e cavalos. 
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