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RESUMO

Estudou-se o perfil das proteinas da membrana externa (PME) da Leptospira interrogans sorovariedade
Hardjoprajitno por meio da eletroforese bidimensional. Foram utilizadas técnicas de extracdo das PME
com Triton x114 e precipitacdo com acetona. Os géis foram corados com nitrato de prata e as imagens
analisadas para determinagdo da massa molecular das proteinas detectadas. Foram visualizadas 35 bandas
protéicas, sendo que cinco delas se destacaram por estarem em maior quantidade: 22,54KDa (LipL22),
30/26KDa (LipL32), 34,41KDa (PME34), 42,75KDa (LipL41) e 58,59KDa (LipL63).

Palavras-chave: Leptospira interrogans Hardjoprajitno, proteinas de membrana, eletroforese
bidimensional

ABSTRACT

The protein profile of the outer membrane of Leptospira interrogans serovar Hardjoprajitno was
determined by two-dimensional gel electrophoresis. The outer membrane was extracted with Triton x 114
and the proteins were precipitated with acetone. The images were analyzed for the determination of the
molecular weight of the detected proteins. Thirty-five spots for the proteins that are predominant in the
outer membrane of this Leptospira were observed and five proteins were found in higher quantities:
22.54KDa (LipL22), 30/26KDa (LipL32), 34.41KDa (PME34) (2), 42.75KDa (LipL41), and 58.59KDa
(LipL63).

Keywords: Leptospira interrogans serovar Hardjoprajitno, membrane proteins, two-dimensional
electrophoresis

INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose de ampla
distribuigdo  mundial. Em  animais, sua
importdncia econdmica estd relacionada aos
prejuizos nos sistemas de produgdo da pecuaria
leiteira e de carne, principalmente em bovinos,
decorrentes dos problemas reprodutivos. Abortos
e mortalidade embrionaria, nascimento de
bezerros fracos ou prematuros, assim como
natimortalidade ¢ mastites, sdo os quadros mais
freqiientes (Aratjo et al., 2005). A leptospirose é
o resultado da relagdo bilateral existente entre
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leptospira e hospedeiro, sendo um processo
dinamico, envolvendo tanto fatores relacionados
ao agente quanto ao hospedeiro (Levett, 2001).

Nunes-Eduards et al. (1985) realizaram o
primeiro estudo com a finalidade de verificar a
composicio protéica da membrana externa das
leptospiras. Na investigacdo, utilizaram amostra
de Hardjoprajitno e a técnica de marcacao
radioativa dos antigenos com metionina (S*).
Nove bandas (63; 55; 51,5; 41,5; 38; 36; 35,5; 33
e 21,5KDa) foram identificadas como
componentes da membrana externa. Outros
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autores descreveram a composi¢do protéica da
membrana externa de diversas sorovariedades de
leptospira (Brown et al., 1991; Haake et al,
1999; Alves et al., 2000; Haake e Matsunaga,
2002; Lee et al., 2002; Biswas et al., 2005).

Alves et al. (2000) extrairam as proteinas de
membrana externa (PME) da L. interrogans
sorovariedade Pomona e realizaram o seu
seqiienciamento parcial. As seqiiéncias parciais
geradas pelas proteinas de 32, 40 e 45KDa
tiveram similaridade de 95,2% com as proteinas
de L. Interans ¢ 90,5% com as de L. Kirschneri,
confirmando a conservagdo antigénica existente
entre as diversas leptospiras.

Segundo Cullen et al. (2002), as PME da L.
interrogans  sorovariedade Lai, frente as
variacbes nas condi¢des de cultivo, sofrem
alteragdes passiveis de serem percebidas apenas
pela eletroforese bidimensional (2D). Apoés a
analise dos pontos protéicos pela técnica de
MALDI-TOF por espectrometria de massa, esses
autores constataram que as proteinas LipL32,
LipL36 e LipL41 (ja seqiienciadas), juntamente
com a LipL48 (seqiiéncia ainda ndo publicada),
predominam na membrana externa da L.
interrogans sorovariedade Lai. Das 67 proteinas
separadas pela eletroforese 2D, 21 apresentaram
seqiliéncias convergentes a seqiiéncia original da
proteina LipL32. Essa proteina é o antigeno
protéico imunodominante e mais abundante da
membrana  externa da L.  interrogans
sorovariedade Lai e apresenta atividades
hemoliticas (Hauk et al., 2005).

A diferenciacdo no perfil de expressdo tem sido
importante na compreensao da baixa eficacia das
vacinas comerciais, posto que as condigdes de
crescimento de uma amostra no campo, in vivo,
sdo diferentes das condi¢cdes de crescimento de
uma outra amostra da mesma sorovariedade em
laboratorio, in vitro, o que mudaria ndo apenas o
perfil de expressio das PME como também o
perfil de anticorpos produzidos nos animais
imunizados com vacinas produzidas com
amostras laboratoriais de leptospira. A diferenca
nos perfis das proteinas e dos anticorpos poderia
justificar a baixa eficdcia de muitas vacinas e
direcionar os trabalhos a fim de buscar o real
conhecimento de perfis protéicos mais préximos
possiveis daqueles encontrados no campo.
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Segundo Cullen et al. (2004), as PME de
espiroquetas interagem com o ambiente € com o
sistema do hospedeiro, contribuindo para a
patogenia da doenca. Durante a infecgdo, as
leptospiras devem ser capazes de driblar o
sistema imune do hospedeiro para efetuar uma
apropriada colonizagdo; moléculas associadas a
membrana devem mediar essa interacdo entre o
hospedeiro e o microrganismo.

A lipoproteina de 22KDa, denominada Loa22,
considerada como o segundo maior constituinte
das membranas externas das L. interrogans
sorovariedades Lai (Cullen et al, 2002) e
Manilae (Koizumi e Watanabe, 2003), foi
associada a viruléncia das amostras de
leptospiras, sendo expressa, principalmente,
durante os processos de infeccdo, relacionando-
se aos casos agudos da doenca (Ristow et al.,
2007).

O trabalho tem como objetivo verificar o perfil
protéico da membrana externa (ME) da L.
interrogans sorovariedade Hardjoprajitno por
meio da técnica de eletroforese bidimensional, a
fim de identificar as proteinas expressa em maior
quantidade nessa sorovariedade quando ela
estiver sob condi¢des in vitro.

MATERIAL E METODOS

As amostras de L. interrogans sorovariedade
Hardjoprajitno (OMS) foram cedidas pelo
Laboratério de Zoonoses do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da UFMG.
Essas amostras foram cultivadas em sistema
estatico, a 30°C, utilizando-se o meio liquido
EMJH (Ellinghausen e McCullough, 1965;
Johnson e Harris, 1967) ¢ iniciando-se os
cultivos com um ino6culo correspondente a 10%
do volume final do mesmo, sendo interrompidos
no sétimo dia de incubacdo. A concentragdo final
foi estimada pela contagem direta em camara de
Petroff-Hausser em microscépio equipado com
condensador de campo escuro sendo, em média,
1x10° leptospira/ml.

A extragdo da membrana externa foi realizada
segundo metodologia descrita por Haake et al.
(1991), e as proteinas extraidas foram
precipitadas segundo Cunningham et al. (1988).

A eletroforese 2D foi realizada em tiras de gel
imobilizado (Amersham Biosciences), com
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gradiente de pH de 4 a 7, medindo 13cm de
comprimento, segundo técnica descrita por
Cullen et al. (2002). O gel foi corado com nitrato
de prata ( Arrell et al., 2001).

A determinacdo da massa molecular das
proteinas de membrana de L. Hardjoprajitno foi
realizada em géis bidimensionais, que foram
fotografados ao final de cada experimento. As
imagens foram analisadas com o auxilio do
software Gel-Pro Analyzer® 3.1 para determinar
a massa molecular das proteinas. Para o
programa analisar os géis 2D, foram criadas trés
linhas de analise sobre os principais pontos
protéicos, denominadas linhas de analise 2 (L2),
3 (L3) e 4 (L4), sendo que na linha 1 (L1) estd o
padrdo de massa molecular.

RESULTADOS

O nimero total de proteinas avaliado
visualmente no gel correspondeu a 70 distintos
pontos protéicos. O calculo das massas
moleculares dos 35 principais pontos protéicos
foi feito com a utilizacdo do Gel-Pro Analyzer®
3.1. (Fig.1 e Tab. 1). A analise global das PME
da L. Hardjoprajitno por meio da eletroforese 2D
mostrou que trés proteinas apresentaram-se com
as maiores concentragdes: 22,54KDa (r10),
34,41KDa (r5) e 42,75KDa (13). A proteina que
aparece em maior quantidade no gel encontra-se
na linha de analise L3 e possui massa molecular
igual a 22,54KDa (r10). A segunda proteina em
ordem de concentragdo, r5, aparece tanto nas
linhas de analise L2 e L3, como entre elas,
apresentando massas moleculares iguais a
3441KDa e 33,84KDa, respectivamente.
Pequenas diferengas de massas moleculares nao
sdo consideradas pelo programa, recebendo as
duas proteinas o mesmo cddigo e denominadas
PME34 (LipL34).

A proteina com massa molecular mais proxima a
32KDa se encontra nas linhas L2 e L3, tendo
massas moleculares estimadas em 30,08KDa (r6)
e 31,81KDa (16), respectivamente. Na regido da
linha de analise L2 e L3, existem pequenas
bandas protéicas, denominadas de 17 e r8, cujas
massas moleculares estdo estimadas em
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27,81KDa e 26,44KDa. Essas proteinas deixaram
um arraste forte na parte alcalina do gel durante a
focalizag¢do isoelétrica, sugerindo serem formas
desnaturadas da LipL32.

Uma PME de 42,75KDa foi encontrada nas
linhas de analise 2 e 3 (r3), cuja massa molecular
aproxima-se a LipL41, descrita por Shang et al.
(1996) e Cullen et al. (2002). Nas linhas de
analise L2 e L3, apareceram duas bandas de
massas moleculares calculadas em 58,59KDa e
em 57,06KDa (r1), respectivamente.

DISCUSSAO

Neste trabalho, descreve-se o perfil protéico da
membrana externa da L. Hardjoprajitno por meio
da eletroforese 2D. As proteinas com massas
moleculares iguais a 22,54KDa, 34,41KDa e
42,75KDa apresentaram-se fortemente coradas e
em quantidades maiores que as demais proteinas
visualizadas no gel 2D, sugerindo serem estas as
principais proteinas constituintes da membrana
externa da L. interrogans sorovariedade
Hardjoprajitno. Destaca-se a proteina de
22,54KDa, aqui denominada de LipL22, como o
principal componente das PME, descrita como
uma lipoproteina conservada em  outras
sorovariedades de leptospiras patogénicas,
incluindo a detecg¢do de anticorpos em soros de
camundongos convalescentes de leptospirose, o
que mostra a correlagdo entre a sua presenga € a
patogenicidade das amostras (Cullen et al., 2002;
Koizumi e Watanabe, 2003; Ristow et al., 2007).
Neste trabalho, ndo foi realizada, por ndo ser o
objetivo proposto, a avaliacdo entre as respostas
imunes de animais infectados e convalescentes
de leptospirose causadas por L. Hardjoprajitno e
a presenca da LipL 22 , entretanto pode ser
significativa a sua participagdo nas respostas
imunes. O fato de se apresentar em grande
quantidade, mesmo sob condi¢des ambientais, as
quais as amostras estdo submetidas, vem
salientar que fatores relacionados a patogenia da
amostra dependentes da expressdo dessa proteina
ndo sdo prejudicados com a sua manutengdo
desta em laboratorio (Cullen et al., 2002; 2004).
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Figura 1. Gel bidimensional das proteinas de membrana externa da Leptospira interrogans sorovariedade
Hardjoprajitno. PM: valores referentes as bandas do padrdo de massa molecular em KDa; L1: padrao de
massa molecular, L2, L3 e L4: linhas de analise; PME: marcago das principais proteinas da membrana
externa.

Tabela 1. Codigos relacionados as proteinas analisadas no gel bidimensional e suas massas moleculares
correspondentes

Cadigo Linha de analise 2 Linha de analise 3 Linha de analise 4

rl 58,59 57,06

2 44,67

r3 43,03 42,75

r4 37,26

r5 34,41 33,84

6 30,08 31,81

r7 27,81

r8 26,44

9 23,86 23,44
rl0 22,70 22,54 22,62
rll 21,82 21,98
rl2 20,46

rl3 19,74

rl4 19,46 19,46 19,19
rl5 18,98
rl6 17,99

rl7 16,69 16,578 16,87
rl8 15,82 15,99
rl9 15,43
20 15,16 14,78
r21 14,11
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A segunda proteina em ordem de concentragao
apresentou pequena variagdo em Sseu peso
molecular (entre 34,41KDa e 33,84KDa). Como
o programa informatico ndo leva em
consideracdo as pequenas diferengas de pesos
moleculares, ela foi denominada Omp34. Nao
existem registros da existéncia de uma Omp34
(34KDa) entre as sorovariedades de L.
interrogans, apenas a descrigdo de um
lipopolissacarideo de 33KDa, de origem flagelar
e com atividade antigénica, em amostras
atenuadas de L. interrogans sorovariedade
Grippotyphosa. (Haake et al., 1991; Cullen et
al., 2002). Esta Omp34 pode ser o mesmo
polipeptideo descrito por aqueles autores, posto
que, durante o processo de extragdo pelo Triton
X114, podem ocorrer diferengas minimas entre
os pesos moleculares das proteinas (Cullen et
al., 2002; 2004), como verificado neste trabalho.
Deve-se acrescentar que a amostra de L.
interrogans sorovariedade Hardjoprajitno, usada
neste experimento, ¢ também uma amostra
atenuada, mantida em laboratério por muito
tempo e que ndo passou por recentes passagens
in vivo.

Nos resultados aqui expressos, dos 35 principais
pontos protéicos cujas massas moleculares foram
calculadas, 25 (71,42%) possuem massas
moleculares abaixo de 29KDa, e, alguns deles
apresentaram massas moleculares proximas as
encontradas por Cullen et al. (2002) para as
isoformas da LipL32. As bandas de proteinas da
membrana externa de L. Hardjoprajitno, de
30,08KDa e 31,81KDa (r6), detectadas pelo
programa Gel-Pro Analyzer® 3.1, a partir dos
géis bidimensionais, sugerem que elas podem ser
formas isoméricas da LipL32.

Em relagdo as condi¢des de crescimento, ¢
conhecido que as leptospiras ndo expressam
certas PME em determinadas temperaturas e
niveis baixos de disponibilidade de ions férrico,
o que pode justificar essa baixa expressdo da
proteina de massa molecular igual a 32KDa.
Contrastando com estes resultados, ela foi
detectada em grande quantidade por Cullen et al.
(2002) para a sorovariedade Lai. Por ser uma
lipoproteina associada a produgdo de hemolise,
ela pode ser encontrada em maiores quantidades
em sorovariedades de leptospiras responsaveis
pelos quadros hemoliticos (Hauk et al., 2005).
Como a L. Hardjoprajitno estd associada a
problemas reprodutivos, principalmente em
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bovinos, e causa menos quadros hemoliticos, a
sua expressdo, nesta sorovariedade de
Leptospira, deve ser conseqiientemente menor.
Outro aspecto a ser destacado ¢ que a expressao
da LipL32 pode ser regulada negativamente em
fung¢do da baixa concentracdo de ions presentes
no meio de cultivo EMJH.

A LipL41, considerada como uma lipoproteina
altamente conservada e imunomodulante para
espécies de L. interrogans (Haake et al., 1999),
ndo foi detectada na L. Hardjoprajitno, pela
eletroforese bidimensional. Em seu lugar, foi
encontrada uma PME de 42,75KDa (13), cuja
massa molecular aproxima-se da LipL4l,
descrita por Shang et al. (1996) e Cullen et al.
(2002). Da mesma maneira, pode-se considerar
que as duas bandas de 58,59KDa e 57,06KDa
visualizadas neste experimento sdo componentes
da LipL63, descrita por Haake e Matsunaga
(2002) e Lee et al. (2002), posto que, durante o
processo de extragdo e solubilizagdo com Triton
X114, ocorrem alteragdes estruturais nas PME
das espiroquetas e, consequentemente,
diminuicdo das massas moleculares (Cullen et
al., 2004). Essa LipL63 ¢ uma proteina de
transmembrana de espiroquetas cuja fungdo
relaciona-se com quadros hemoliticos da
leptospirose  (Lee et al, 2002), sendo
constantemente detectada em soros de animais
imunizados (Nunes-Edwards et al., 1985).

O perfil protéico total das membranas externas
das principais sorovariedades de leptospiras esta
ainda em fase de determinagdo e ¢ dependente do
processo de extragdo, encontrando-se muitas
formas isoméricas de uma mesma proteina. O
uso da técnica de eletroforese 2D possibilita
estudar melhor os perfis das PME desses
microrganismos e pode contribuir para elucidar
as suas relagdes com as respostas imunes dos
individuos afetados pela leptospirose.
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