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Introducéo:

A leptospirose € uma zoonose de ampla distribuicdo mundial. Em animais,
sua importancia econémica esta relacionada aos prejuizos nos sistemas
de producdo da pecuaria leiteira e de carne, principalmente em bovinos,
decorrentes dos problemas reprodutivos. Abortos e mortalidade
embrionéria, nascimento de bezerros fracos ou prematuros, assim @mo
natimortalidade e mastites, sdo os quadros mais frequentes. Entre as
medidas de controle esta imunizar os animais utilizando bacterinas
polivalentes contendo as sorovariedades existentes nas propriedades ou
regido, uma vez gue ndo existe uma imunidade cruzada satisfatéria entre
as diferentes sorovariedades de leptospira. Estudos mostram que as
leptospiras possuem Proteinas de Membranas Externa (PME) envolvidas
nos processos infecciosos causados por estas bactérias e que tém
capacidade imunodominante. Este trabalho teve como objetivo verificar o
perfil protéico da membrana externa da de diferentes sorovariedades de
Leptospira interrogans por meio da técnica de eletroforese unidimensional,
a fim de identificar as proteinas expressadas em maior quantidade en
condic¢des in vitro.

Metodologia

Foi comparado o perfil eletroforético das Proteinas de Membrana Externa
de Leptospira interrogans, sorovariedades icterohaemorrhagiae, pomona,
wolffi e hardjobovis, através da eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) e
teste de Western blot. Foram utilizadas técnicas de extragdo de membrana
externa utilizando detergente Triton X114 (CUNNINGHAM et al., 1988) e
precipitacdo de proteinas a partir de acetona (HAAKE et al. 1991). A
guantificacdo da mesma se deu por leitura da densidade Otica em
espectrofotbmetro. As imagens conseguidas através de SDS-PAGE e
Western blot foram fotografadas por camera digital e analisadas
visualmente. Os valores foram inferidos através de comparacdo com
Padrdes de Peso Molecular conhecidos e previamente estabelecidos.

Resultados e Discusséao

Ao analisar os resultados obtidos por SDS PAGE foram observadas 16
bandas de proteinas reagentes, sendo que as bandas de 68 kDa, LipL48,
LipL41, LipL36, LipL32, LipL29 e LipL22, foram as mais evidentes em
todas as sorovariedades estudadas (Fig. 1). Nos testes de Western blot
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em soros de bovinos naturalmente infectados, as PME LipL41, LipL32 e
LipL22 também se mostraram evidentes (Fig. 2). Apesar dos perfis
protéicos das membranas externas referentes as quatro amostras
apresentaram-se muito préximos, eles ndo sao idénticos entre si. Nem
todas as proteinas que se mostraram presentes em grande quantidade na
membrana externa dessas leptospiras podem ser consideradas como bons
candidatos a imunogenos por ndo serem detectadas por Western blot,
como a LipL36 e a PME de 68 kDa.
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Fig. 1 Gel unidimensional de proteinas de membrana externa de L.
interrogans, sorovariedades hardjobovis, wolffi, icterohaemorrhagiae e
pomona. Colunas: 1 - Padrdo de peso molecular de proteina (em KDa),
2- L. hardjobovis, 3- L. wolffi, 4- L. icterohaemorrhagiae, 5- L., pomona.
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Figura 2. Testes de Western blot realizados com soros de animais
naturalmente infectados para deteccdo de proteinas de membrana externa
de Leptospira interrogans sorovariedades icterohaemorrhagiae, pomona,
wolffi e hardjobovis. Colunas 1 — Peso Molecular em kDa, 2 — L.
hardjobovis, 3 e 4 — L. wolffi, 5 L. icterohaemorrhagiae, 6 — pomona.
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