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Resumen 

 

 

Las especies patógenas de Leptospira spp., evaden el sistema del complemento 

por medio de la captura de reguladores solubles de las vías alternativa, clásica y 

lectinas como el factor H, C4BP y vitronectina, utilizando proteínas de unión a estos 

reguladores, que expresan en su superficie: LenA, LenB y EF-Tu, se unen al factor 

H; Lsa30 se une a C4BP; LigA, LigB, Lsa23, LcpA y enolasa se unen tanto al factor 

H como a C4BP y LcpA además se une a la vitronectina. La captura de estos 

reguladores conduce a la interrupción de la activación del complemento, en 

consecuencia, Leptospira evita la opsonización y la formación del complejo de 

ataque de membrana (MAC). Se evalúo la capacidad de captura de C4BP entre las 

cepas patógenas de Leptospira: LOCaS46 (L. interrogans sv Canicola), LOVe30 (L. 

interrogans sv Icterohaemorrhagiae) y MOCA45 (L. santarosai sv Tarassovi), de 

bajo pasaje y su correspondiente cepa atenuada en cultivo (alto pasaje), así como 

de la cepa saprofita de referencia Patoc I de Leptospira biflexa sv Patoc como 

control. La unión al regulador fue evaluada por ELISA y confirmada por Western 

blot. Adicionalmente, se evalúo la sobrevivencia de estas cepas de Leptospira spp., 

en suero humano normal (SHN). Las cepas de bajo pasaje tuvieron una mayor 

capacidad de unión al regulador C4BP, frente a las atenuadas, indicando que se 

pierde la capacidad de evadir la vía clásica y de las lectinas del sistema de 

complemento por atenuación en cultivo. La sobrevivencia correlacionó 

positivamente con la capacidad de captura. 

 

Palabras clave: Leptospirosis; Leptospira; Sistema de complemento; C4BP; 

Proteínas de unión a C4BP 

 

 

https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/immunology-and-microbiology/leptospira-interrogans


IV 
 

Abstract 

 

The pathogenic species of Leptospira spp. evade the complement system by 

capturing soluble regulators of the alternative, classical pathways and lectins such 

as factor H, C4BP and vitronectin, using surface expresed proteins that bind to these 

regulators: LenA, LenB and EF-Tu, bind to factor H; Lsa30 binds to C4BP; LigA, 

LigB, Lsa23, LcpA and enolase bind both factor H and C4BP, additionally LcpA binds 

vitronectin. Capture of these regulators leads to disruption of complement activation, 

consequently, Leptospira prevents opsonization and formation of the membrane 

attack complex (MAC). The C4BP capture capacity was evaluated among the 

pathogenic low passage Leptospira strains: LOCaS46 (L. interrogans sv Canicola), 

LOVe30 (L. interrogans sv Icterohaemorrhagiae) and MOCA45 (L. santarosai sv 

Tarassovi), and its corresponding attenuated strain in culture (high passage), and 

also the saprophytic reference strain Patoc I of Leptospira biflexa sv Patoc as a 

control. Binding to the regulator was evaluated by ELISA and confirmed by Western 

blot. Additionally, the survival to normal human serum (NHS) of the strains of 

Leptospira spp. was evaluated. The low passage strains had a greater binding 

capacity to the C4BP regulator, compared to the attenuated ones, indicating that the 

ability to evade the classical pathway and the lectins of the complement system is 

lost due to attenuation in culture. Survival correlated positively with capture capacity. 

 

Keywords: Leptospirosis; Leptospira; Complement system; C4BP; C4BP binding 

proteins 
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Evaluación de la captura del regulador C4BP por cepas de bajo 

y alto pasaje de Leptospira spp. y el efecto en su sobrevivencia 

al sistema de complemento 

 
I. INTRODUCCIÓN 

 
 

Leptospirosis 

 
La leptospirosis es una enfermedad infectocontagiosa en mamíferos y es 

una zoonosis emergente de distribución global (1), con una alta incidencia, 

anualmente a nivel mundial se reporta una morbilidad de 1.03 millones y 

una mortalidad de 58,900 casos (2). Se considera un problema de salud 

pública, principalmente en poblaciones en estado de pobreza en países 

en desarrollo y ha producido grandes brotes en el sudeste asiático, 

América Central y del Sur (3). La enfermedad es causada por 

serovariedades patógenas del género Leptospira; existen serovariedades 

adaptadas a hospedadores considerados de mantenimiento, quienes 

pueden presentar una infección asintomática o crónica y las 

serovariedades no adaptadas a hospedadores incidentales, quienes 

pueden manifestar signos de enfermedad aguda (1). Debido a que 

Leptospira es una bacteria acuática, esta enfermedad se presenta 

mayormente después de grandes inundaciones, también se le ha asociado 

a riesgo ocupacional en individuos que desarrollan actividades como la 

ganadería, inspección de carne en rastros, control de roedores, medicina 

veterinaria, desazolve del drenaje, cultivo de arroz y minería, ya que la 

fuente de infección en humanos es por el contacto indirecto con agua o 

lodo contaminado con orina de animales infectados con Leptospira, o bien 

por contacto directo con la orina, algunas secreciones o tejidos de 

animales infectados   (4). 
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Esta enfermedad tiene varias presentaciones clínicas en humanos que 

pueden ir desde una enfermedad febril leve hasta una enfermedad más 

grave como el síndrome de Weil caracterizado por: ictericia, insuficiencia 

hepatorrenal y hemorragia; o en otros casos puede causar el síndrome 

hemorrágico pulmonar grave (5). La presentación clínica en animales suele 

ser parecida a la observada en humanos, sin embargo, hay diferencias 

importantes, en perros se presentan manifestaciones                     clínicas adicionales 

como vómito, diarrea, síndrome urémico y reproductivo, en caballos se 

puede observar uveítis recurrente y trastornos reproductivos, mientras que 

en bovinos y porcinos sobresale la afectación reproductiva (6). 

 

Leptospira 

 
Leptospira es una espiroqueta, que mide aproximadamente 0.1 µm de 

diámetro por 6 a 20 µm de longitud, aerobia obligada y móvil. Esta bacteria 

pertenece a la familia Leptospiraceae, orden Spirochaetales, las 

leptospiras tienen doble membrana, una membrana citoplasmática, 

estrechamente asociada con peptidoglicano de la pared celular, y la 

membrana externa, con LPS similar al de las bacterias Gram negativas 

(6). La espiroqueta tiene un crecimiento óptimo entre 28 a 30°C y produce 

enzimas como catalasa y oxidasa (4). El genoma de Leptospira consta de 

dos cromosomas y se han hecho estudios genómicos en China donde se 

confirma la heterogeneidad que posee el género Leptospira, ya que dentro 

de las especies patógenas e incluso serovariedades, se observan 

diferencias tanto en cantidad de plásmidos como en tamaño de los mismos 

(7). 

Las especies patógenas incluyen L. interrogans, L. borgpetersenii, L. 

kirschneri, L. noguchii y L. weillii, de éstas, L. interrogans y L. 

borgpetersenii tienen mayor prevalencia en el mundo (7). En L. interrogans 
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se han realizado más estudios genómicos, en donde en la serovariedad 

Lai, se encontró una isla genómica de 54 kb, y en otras serovariedades de 

L. interrogans se han encontrado entre dos y tres plásmidos; mientras que 

en L. borgpetersenii serovar Ballum, hallaron dos plásmidos circulares (8). 

Se sabe que la integración de genomas de fagos y las islas genómicas le 

permiten a la bacteria adaptarse a nuevas condiciones ya sean 

ambientales o dentro del hospedero (8). 

Un estudio de filogenia molecular basada en 1,371 secuencias de genes 

ortólogos encontró que el género Leptospira, está formado por 64 

especies, agrupadas en dos clados S y P (S = saprofitas y P = patógenas) 

(9). Se han identificado más de 300 serovariedades patógenas de 

Leptospira, distribuidas entre 25 serogrupos diferentes de serovariedades 

antigénicamente similares que están caracterizadas con base en la 

diversidad antigénica de su polisacárido de la cadena O del LPS (10). 

 

Clasificación 

 
El clado P incluye especies de Leptospira que causan infecciones tanto en 

humanos como en animales, mientras que el clado S incluye especies de 

Leptospira exclusivamente no patógenas de vida libre, y nuevas especies 

aisladas del medio ambiente en las cuales su virulencia aún no ha sido 

estudiada. Cada clado se subdivide en dos subclados (P1, P2, S1 y S2), 

el subclado P1 anteriormente descrito como el grupo patógeno, subclado 

P2 previamente descrito como el grupo intermedio, subclado S1 descrito 

antes como el grupo de saprofitas y S2 es el nuevo subclado, incluye 

especies que tienen características fenotípicas de saprofitos S1. Una 

característica que comparten los subclados S1 y S2 es la temperatura 

óptima de crecimiento, ya que estos crecen bien a 14°C, pero no a 37°C, 

esta es una diferencia importante con el clado P, ya que si pueden crecer 
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a temperatura de 37°C. Los subclados S, también crecen en el medio 

EMJH suplementado con el análogo 8-azoguanina, que se ha usado para 

separar especies patógenas de saprofitas (9). 

Los genomas de las especies pertenecientes al subclado P1, tienden a ser 

más divergentes, más grandes y con un contenido de GC mayor y disperso, 

albergan más genes que codifican ARNt y poseen una proporción de 

codificación menor, y tienen mayor cantidad de pseudogenes; mientras 

que las especies del subclado P2, comparten dos características de P1 en 

cuanto al contenido de GC y contener más genes que codifican ARNt. Los 

subclados P1 y P2 podrían tener una mayor cantidad de genes, que 

codifican factores de virulencia, en contraste con los subclados S1 y S2 

que tienen una mayor cantidad de genes asociados a su sobrevivencia en 

el medio ambiente (9).  
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Figura 1. Árbol filogenético del género Leptospira spp., basado en 1371 genes ortólogos. 

Clasificación molecular del género Leptospira spp., se muestran los dos clados P= Patógenas y 

S= Saprófitas, dividido en cuatro subclados mostrados por colores. P1 (rojo), P2 (fucsia), S1 

(verde), S2 (azul). Imagen modificada de: Vincent AT, Schiettekatte O, Goarant C, Neela VK, 

Bernet E, Thibeaux R, Ismail N, Mohd Khalid MKN, Amran F, Masuzawa T, Nakao R, Amara Korba 

A, Bourhy P, Veyrier FJ, Picardeau M. Revisiting the taxonomy and evolution of pathogenicity of 

the genus Leptospira through the prism of genomics. PLoS Negl Trop Dis. 2019 May 23;13(5): p. 

e0007270. doi: 10.1371/journal.pntd.0007270 (9).  

 

 

https://doi.org/10.1371%2Fjournal.pntd.0007270
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Serovariedades adaptadas 

 
Las serovariedades incidentales generalmente provocan infecciones 

agudas mientras que las serovariedades adaptadas suelen causar 

infecciones crónicas o algunas veces subclínicas. En caballos, Leptospira 

interrogans serogrupo Australis serovariedad Bratislava, es adaptada al 

hospedero, mientras que el serogrupo Pomona sv Kennewicki, es 

incidental en Estados Unidos y Canadá, sin embargo, en las regiones 

tropicales la serovariedad más prevalente es L. interrogans, serogrupo 

Icterohaemorrhagiae sv Copenhageni (11). En un estudio serológico 

realizado en Brasil, compararon diferencias en la manifestación clínica de 

yeguas infectadas con serovariedad Bratislava y Copenhageni, obtuvieron 

como resultado una fuerte asociación entre la serovariedad Bratislava con 

problemas reproductivos, como muerte embrionaria temprana, muerte 

perinatal y aborto en comparación con la serovariedad Copenhageni, que, 

aunque es más prevalente la manifestación clínica fue menor (11). 

Adicionalmente, una manifestación inmunológica crónica que se presenta 

en caballos es la uveítis recurrente, en donde los anticuerpos dirigidos 

contra proteínas leptospirales LruA y LruB, tienen una reacción cruzada 

con componentes del humor vitreo y acuoso (12).  

 

En Brasil la leptospirosis en cerdos es crónica frecuentemente, con un alto 

impacto económico y al igual que los caballos también tiene una asociación 

en problemas reproductivos, las serovariedades más comunes son: 

Pomona, Icterohaemorrhagiae, Copenhageni y Tarassovi. En cerdos la 

serovariedad adaptada es Pomona y provoca aborto, muerte fetal o que 

los lechones nazcan débiles o enfermos; la serovariedad Bratislava, 

también se aislado de placentas, en lechones débiles e infertilidad, 

aunque es poco frecuente; sin embargo, en Vietnam se presentan las 

serovariedades Autumnalis, Bratislava y Grippotyphosa, mientras que en 
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los Estados Unidos ha reportado a Bratislava como la serovariedad más 

importante (13). 

La serovariedad Hardjo es adaptada al ganado bovino, teniendo una 

distribución alta a nivel mundial, la cepa más común que mantiene el 

ganado bovino pertenece a Leptospira borgpetersenii serovariedad 

Hardjobovis; sin embargo, en algunas partes del mundo como Escocia e 

Irlanda del Norte se encontró a L. interrogans serovariedad Hardjoprajitno 

en infecciones mixtas con L. borgpetersenii serovariedad Hardjobovis (14). 

En bovinos lactantes la infección por Leptospira serovariedad Hardjo suele 

ser subclínica, ya sea por L. borgpetersenii (Hardjobovis) que es la más 

común a nivel global o por L. interrogans (Hardjoprajitno) que se ha 

encontrado en varias partes del mundo en el ganado (14). Sin embargo, 

la serovariedad Kennewicki también es común y persiste en esta especie, 

pero sólo se observa en América del Norte y Sur, Australia y Nueva 

Zelanda; mientras que la presentación grave de la enfermedad no es usual 

y está asociada a los serogrupos: Pomona, Icterohaemorrhagiae y 

Grippotyphosa (14). También se ha reportado que dentro de los serogrupos 

como Icterohaemorrhagiae, Canicola, Hebdomadis, Sejroe, Pyrogenes, 

Autumnalis, Australis, Javanica, Tarassovi y Grippotyphosa, varias 

serovariedades han ocasionado infecciones incidentales en esta especie 

en algunas partes del mundo (14). 

Una especie que actúa como portador de serovariedades patógenas de 

Leptospira interrogans, son los caninos; la serovariedad Canicola solo es 

mantenida por esta especie y se le ha visto asociada al portar la infección 

renal asintomática en perros (15) (16), aunque en ocasiones se asocia con 

cuadros graves de enfermedad, probablemente asociada con estados de 

inmunodepresión (17). A nivel mundial, la infección incidental por 

serogrupos y/o serovariedades de Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, 
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Pomona, Tarassovi, Sejroe y Hebdomadis,  es relevante, ya que los 

informes indican que la especie canina no es portadora exclusiva de una 

serovariedad de L. interrogans, sino también se han visto involucradas 

otras especies como: L. borgpetersenii, L. kirschneri, L. wolfii y L. 

santarosai (16) y que una infección incidental en perros por la 

serovariedad Grippotyphosa, se daría por la presencia de roedores, 

quienes mantienen a esta serovariedad, la cual es común en Europa y 

América del Norte (18). 

Se conoce que los roedores son reservorios de diferentes serovariedades 

de Leptospira; sin embargo, las ratas, como Rattus norvegicus 

(reservorios urbanos) son hospedadores de mantenimiento de las 

serovariedades que pertenecen a los serogrupos Icterohaemorrhagiae y 

Ballum en todo el mundo, mientras que los ratones Mus musculus y 

otras especies de Mus sólo mantienen el serogrupo Ballum (4) (19) (20). 

Se conoce que no sólo las especies de producción y domésticas, son 

afectadas por la leptospirosis, también los anfibios, serpientes y peces de 

agua dulce podrían ser hospedadores potenciales de serovariedades 

patógenas de Leptospira y los animales usados como modelos de estudio 

(hámsteres y conejillos de Indias), quienes son susceptibles a la infección 

(1). 

Muchas especies actúan como hospedadores de mantenimiento y/o 

reservorio de Leptospira; sin embargo, en la especie humana la infección 

siempre es incidental y está dada por diferentes factores, ya sean sociales, 

económicos, ambientales concurrentes con la exposición directa o 

indirecta a orina de animales infectados por Leptospira (4) (20). 
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Transmisión 

 
La transmisión de esta enfermedad se debe al contacto con bacterias 

excretadas en orina de ratas, ratones, animales domésticos y de vida 

silvestre infectados con Leptospira, debido a que se mantiene de manera 

crónica en los túbulos renales (21), la orina contamina el agua y suelo 

promoviendo la propagación de la enfermedad, infectando a diversas 

especies de animales y humanos, incluso se ha informado la  transmisión 

de Leptospira, en los suministros de agua (4) (6). En animales, aparte de 

un contacto directo con Leptospira, también puede darse la transmisión 

por contacto sexual, congénita y lactancia (1). 

 

Patogenia 

 
La adhesión de Leptospira en los tejidos es el primer paso para 

desencadenar una infección exitosa (3), las cuales se adhieren a una 

variedad de componentes del hospedador a través de proteínas de la 

superficie. Las serovariedades patógenas de Leptospira tienen gran 

importancia clínica ya que son altamente invasivas y tienen la capacidad 

de adherirse e invadir las células del hospedero más eficientemente en 

comparación con las serovariedades no patógenas (22). 

 

La entrada de esta bacteria se da a través de las membranas mucosas o 

piel lesionada o reblandecida por inmersión en agua (23), al adherirse a 

tejidos para luego diseminarse rápidamente por vía hematógena, 

propagarse a órganos blanco y establecer una infección exitosa (3). 
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Factores de virulencia 

 
Lipopolisacárido (LPS) 

 
El LPS leptospiral, es el componente principal de la membrana externa, 

se asemeja al LPS de otras bacterias Gram negativas (24), está 

compuesto por: lípido A, un oligosacárido central conservado y un 

oligosacárido O (antígeno O) (25), aunque el Lípido A también conocido 

como la endotoxina, en Leptospira presenta menor actividad biológica, 

siendo menos tóxico y pirogénico, mientras que la cadena lateral O 

desencadena una fuerte respuesta inmunitaria en el hospedador (6), varía 

en tamaño entre las especies patógenas de las saprófitas, siendo mayor 

en las especies patógenas y se ha reconocido como un factor de virulencia 

importante (26). 

 

Loa22 

 
Es una lipoproteína que contiene un dominio OmpA C-terminal de 22 kDa 

(27) que media el enlace entre la membrana externa y la capa de 

peptidoglicano (3), puede formar un puente que enlaza el cilindro 

protoplásmico y se encuentra en la superficie de Leptospira, es esencial 

para su virulencia, ya que esta proteína promueve la adhesión a las células 

del huésped, para establecer una infección y diseminarse; adicionalmente 

se conserva entre serovariedades patógenas de Leptospira (28). 

Se han identificado otras proteínas de Leptospira como: la porina OmpL1, 

las lipoproteínas LipL41 y LipL32 y una proteína de membrana periférica 

LipL45, algunas de estas han demostrado que están expuestas en la 

superficie y se expresan durante la infección, y pueden estar involucradas 

en la adherencia de la Leptospira a las células del hospedero (29) (30). 
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Adicionalmente, se han descubierto otras proteínas como la catalasa 

KatE, la chaperona molecular ClpB, que participa en la resistencia al estrés 

oxidativo, la Hem oxigenasa (HemO) responsable de la adquisición de 

hierro y una proteína de invasión intracelular homóloga que está presente 

en micobacterianas Mce, la cual podría explicar su capacidad para residir 

temporalmente en el interior de las células fagocíticas y no fagocíticas (3). 

Leptospira spp., tiene un sistema de secreción tipo II (T2SS), en el cual el 

poro de secreción está constituido por la secretina GspD, en un arreglo 

pentadecamérico (6). 

 

Flagelo 

 
Leptospira tiene dos flagelos periplásmicos que le permiten diseminarse a 

sus órganos blanco, se encuentran entre la membrana externa y el cilindro 

protoplásmico (31). El flagelo leptospiral consta de: el filamento, el gancho 

flexible y el complejo basal. El filamento es un cilindro hueco compuesto 

por cuatro subunidades: FlaB1, FlaB2, FlaB3 y FlaB4 que están 

encerrados por una cubierta exterior que se compone por las subunidades 

FcpA, FlaA1 y FlaA2 (32), adicionalmente, tiene el interruptor del motor 

flagelar FliY (3).  
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Figura 2. Morfología celular de Leptospira spp. La pared celular de Leptospira spp. está 

conformada por la membrana externa, la cual contiene el LPS compuesto por el Lípido A, el núcleo 

(polisacárido medular) y el antígeno O, entre la membrana externa y la membrana interna se 

encuentra el espacio periplásmico que contiene el peptidoglicano. La bacteria es móvil debido a 

dos flagelos periplásmicos, el flagelo leptospiral consta de: el filamento, el gancho y el cuerpo 

basal. Adicionalmente, se muestran algunas proteínas de membrana externa como Loa22, Lipl32, 

la porina OmpL1 y adhesinas como LigA. Imagen modificada de: Villarreal Julio RG, Murillo Ramo 

E, Ramírez García R, Peláez Sánchez RG, Agudelo Florez PM. A Narrative review generalities of 

the genus Leptospira and its virulence factors. Rev Med Hondur. 2022 Nov; 90(2). doi: 

https://doi.org/10.5377/rmh.v90i2.15201 (33).  

 

 

 

 

https://doi.org/10.5377/rmh.v90i2.15201
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Adhesinas 
 

Leptospira posee un conjunto de proteínas de superficie, que median la 

unión a las células del hospedero como: las proteínas similares a la 

endostatina, proteínas de tipo inmunoglobulina y otras proteínas que 

además de funcionar como adhesinas, se unen a reguladores del 

complemento (34). 

Las proteínas similares a la endostatina, Len A, B, C, D, E y F, codificadas 

por 6 genes len, que están presentes en las serovariedades de Leptospira 

patógenas y se unen a la laminina del hospedador, colágenos tipo I y IV, 

fibronectina celular y plasmática, fibrinógeno, elastina (34). 

Proteínas de tipo inmunoglobulina (Lig A, B, C) contienen una organización 

estructural con dominios repetidos y similares a los de las 

inmunoglobulinas, con función de adhesinas bacterianas, (35); y la 

proteína A adquisidora el regulador del complemento (LcpA), interactúan 

con componentes de la matriz extracelular (ECM), y sirven como adhesinas 

durante la colonización (34). 

Inicialmente, la proteína similar a la endostatina LenA, la nombraron 

proteína A de unión al Factor H de Leptospira (LfhA) por Verma y 

colaboradores en 2006 (36) y alternamente Barbosa A. y colaboradores 

en el mismo año de manera independiente, la nombraron adhesina de 

superficie leptospiral 24 (Lsa24) e informaron que se unía a la laminina 

(37). Finalmente, Stevenson B. y colaboradores en el año 2007 

demostraron que LfhA y Lsa24 son la misma proteína y que es capaz de 

interactuar con el Factor H, proteína 1 relacionada con el Factor H (FHR-1) 

y la laminina del hospedero; además de esto, ellos demostraron que 

Leptospira interrogans contiene cinco genes homólogos adicionales a 

lenA y designaron lenB, C, D, E y F. LenA se une al Factor H y a FHR-1, 

LenB se une al Factor H y tiene mucha más afinidad por unirse a la 
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fibronectina, mientras que LenC, D, E y F exhiben más afinidad por la 

interacción con la laminina y fibronectina (38). 

La proteína LcpA, antes LipL22, fue caracterizada y renombrada como 

proteína A de Leptospira adquisidora del regulador del complemento 

(LcpA) por Barbosa y col.  2010, debido a esta función en leptospiras 

patógenas. Esta proteína de membrana externa es codificada por 

LIC11947 e interactúa con C4BP humano, se sabe que esta proteína es 

conservada por especies patógenas de Leptospira (39). 

Las serovariedades patógenas de Leptospira spp., son altamente invasivas 

tienen la capacidad de multiplicarse en tejido adiposo de la dermis, invadir 

la sangre (en ausencia de anticuerpos), adherirse y penetrar las células 

del hospedero y finalmente colonizar tejidos más eficientemente en 

comparación con las serovariedades no patógenas (3) (39). 

Las serovariedades patógenas resisten a la actividad lítica del suero 

mediante la evasión de la respuesta inmune mediada por el sistema de 

complemento por medio de: la adquisición de plasminógeno del hospedero 

que activado a plasmina digieren proteínas del complemento en la 

superficie bacteriana, por la secreción de proteasas que degradan 

componentes del sistema de complemento y por el reclutamiento de 

reguladores solubles del complemento del hospedero que interfieren con 

estabilidad de la convertasa de C3 o con el complejo de ataque de 

membrana (MAC) (34) (40). 
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Sistema de Complemento 

 
El sistema de complemento está conformado por más de 50 proteínas del 

suero y receptores de membrana, que interaccionan entre sí de manera 

regulada para dar inicio a una cascada de activación enzimática (41). Este 

sistema es uno de los mecanismos más antiguos en la evolución del 

sistema inmune; además de ser la primera línea de defensa contra 

patógenos de la inmunidad innata, también actúa como modulador de la 

respuesta inmune adquirida, donde guía y amplifica la activación celular, 

así como otros procesos fisiológicos y patológicos, dentro de los cuales 

se encuentran: la coagulación, la remoción de complejos antígeno-

anticuerpo de la circulación sanguínea, la regeneración de tejidos y la 

inflamación (42) (43). 

Para que el sistema del complemento ejerza sus funciones biológicas debe 

activar alguna de sus tres vías: la vía clásica, la alternativa o la vía de las 

lectinas. La vía alternativa y la de las lectinas participan en la inmunidad 

innata, mientras que la vía clásica participa en la inmunidad adquirida (32). 

La vía alternativa es iniciada por la hidrólisis espontánea del enlace tioester 

de la molécula C3. La vía de las lectinas se activa cuando MBL o ficolinas 

se unen a carbohidratos que se encuentran en la superficie de los 

microorganismos. Mientras que la vía clásica se activa por la unión de C1q 

a inmunoglobulinas (IgM o IgG) unidas específicamente a antígenos, las 

cuales además de fijar complemento, actúan como opsoninas para la 

posterior eliminación de patógenos, sobre todo los isotipos IgG1 e IgG3 

(IgG2a e IgG2b en ratón) para aumentar la fagocitosis de esta bacteria al 

interactuar con γFcR del fagocito (34) (44). 

Al iniciar el reconocimiento de antígenos específicos o de PAMP’s 

(Patrones Moleculares Asociados a Patógenos) ya sea por la vía clásica 

y/o la de las lectinas, se activan los componentes C2 y C4, por las 
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proteasas de serina (C1r y C1s clásica o MASP2 lectinas) para la 

formación de la convertasa de C3 (C4b2a). Mientras que, en la vía 

alternativa, por la hidrólisis espontánea de C3, resulta en un cambio 

conformacional, donde el Factor B se une a C3b y enseguida, el Factor D 

escinde al Factor B, dando como resultado la convertasa C3 (C3bBb). Las 

tres vías convergen en la escisión de C3, por una convertasa de C3 para 

generar C3a y C3b, donde el fragmento C3b se unirá covalentemente a 

una convertasa C3, formando la convertasa C5 (C4b2a3b o C3bBb3b) y 

de manera similar produce los fragmentos C5a y C5b, dando lugar al inicio 

de la fase terminal donde C5b actúa como núcleo para el ensamble del 

complejo de ataque de membrana (MAC) por la deposición de C6, C7, C8 

y C9n; formando poros en la membrana, provocando el colapso de los 

gradientes iónicos (45), y la lisis de los patógenos (46). 

 

Durante la activación de esta cascada enzimática ocurren los pasos 

críticos para que este sistema realice sus actividades opsónicas, 

proinflamatorias y líticas (34). 

Opsonización: los fragmentos C3b, iC3b y C4b, generados por la 

activación enzimática, actúan como opsoninas, por su deposición en la 

superficie de los patógenos e interacción con receptores de complemento 

como CR1 (CD35), CR3 (CD11b/CD18) y CR4 (CD11c/CD18) en 

macrófagos y neutrófilos, facilitando la fagocitosis  (42) (46) (47). 

Actividad proinflamatoria: las anafilotoxinas C3a y C5a tienen como 

función la activación de leucocitos: macrófagos, neutrófilos, mastocitos, 

basófilos y eosinófilos, provocando la desgranulación y producción de 

citocinas que además de amplificar la inflamación al unirse a sus receptores 

acoplados a proteína G en mastocitos y basófilos (C3aR, C5aR o CD88), 

liberan aminas vasoactivas como la histamina, aumentan la permeabilidad 

vascular y mejorar la extravasación y quimiotaxis de neutrófilos (42) (43) 
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(47). 

Además de la activación, C5a contribuye al reclutamiento de células NK y 

NKT, al sitio de infección, con el fin de interactuar con las células 

dendríticas que son activadas de manera sinérgica por TLR, induciendo la 

producción de citocinas IFN- γ y TNF-α, en casos de sepsis (48). 

Lisis: el MAC es el efector lítico inmunológico de los patógenos como 

bacterias Gram negativas, virus envueltos y parásitos, a partir del 

ensamblaje secuencial de las proteínas del complemento (C5b, C6, C7, 

C8, C9n) el cual forma poros al insertarse en la membrana celular, que 

comienza a partir del ensamble de la convertasa de C5, la cual se 

encuentra unida covalentemente en la membrana externa del patógeno 

(42) (44) (45) (49). 

La activación de este sistema está estrictamente controlada por varios 

reguladores solubles y de membrana protegiendo al huésped contra el 

daño celular y el consumo excesivo de sus componentes (44). Los 

principales reguladores solubles son el inhibidor de C1, el Factor I, el 

Factor H, la proteína de unión a C4b (C4BP) y la vitronectina; mientras que 

los reguladores de membrana son el Receptor de Complemento tipo 1 

(CR1), CD59, Factor Acelerador de Decaimiento (DAF o CD55), Proteína 

Cofactor de Membrana (MCP o CD46) (41) (43).  

 

 

Adquisición de plasminógeno del hospedero 

 
 

Un mecanismo para evadir el sistema de complemento por las especies 

Leptospira spp. patógenas se da por la escisión e inactivación de 

moléculas claves en las tres vías del complemento, mediante la 

adquisición del plasminógeno del hospedero o por la actividad de 
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proteasas, producidas por esta bacteria (34) (40) (50). 

El plasminógeno es una glicoproteína importante en el sistema fibrinolítico 

del hospedador que se encuentra en el plasma y los líquidos 

extracelulares. Una vez esta proteína es adquirida por Leptospira en 

presencia del activador tisular del plasminógeno o de uroquinasa, el 

plasminógeno se convierte en plasmina (activa), la cual va a escindir 

moléculas del complemento como C3b y C5, que dan como resultado una 

disminución de la opsonización, evitan la amplificación de la respuesta 

inflamatoria, la fagocitosis y la lisis bacteriana por el complejo de ataque 

de membrana (23) (34) (40). 

 
Secreción de proteasas 

 
 

Las serovariedades patógenas de Leptospira tienen la capacidad de 

producir metaloproteasas de la familia de las termolisinas, que participan 

en la degradación de las proteínas del complemento, como la molécula 

C3, la cual es el componente central de la cascada del complemento (34) 

(40). Además, las metaloproteasas de Leptospira, han sido involucradas 

en la degradación de péptidos antimicrobianos, como la catelicidina 

humana LL-37, que juegan un papel importante en la respuesta innata en 

humanos y animales, al inhibir el crecimiento de microorganismos en piel 

y mucosas evitando su diseminación (51).  

Recientemente, se caracterizó la proteasa leptolisina de la familia de las 

pappalisinas que degrada componentes de la matriz extracelular como 

proteoglicanos y fibronectina. Además, in vitro la leptolisina produce un 

efecto citopático en células epiteliales HK-2 de túbulos proximales del 

riñón. Por otro lado, in vivo en la piel del ratón se observó que genera daño 

endotelial y focos hemorrágicos. Estos resultados sugieren que la 
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secreción de estas proteasas juega un papel importante en el desarrollo 

de la infección y las manifestaciones clínicas (52). 

 

Reclutamiento de reguladores del Sistema de Complemento 

 
 

Las serovariedades de Leptospira patógenas son capaces de unirse a 

reguladores negativos como el factor H y C4BP. El factor H, inhibe la vía 

alterna del sistema de complemento al evitar la unión del factor B a la 

molécula C3b, impidiendo la formación de la convertasa de C3 (C3bBb), 

así como acelerando su descomposición y actúa como cofactor del Factor 

I, para la escisión de C3b (34). La C4BP, inhibe la activación de la vía 

clásica y de las Lectinas interfiriendo con el ensamblaje de la convertasa 

C3, así como acelerando su desintegración y actúa como cofactor del 

Factor I en la inactivación proteolítica de C4b (23) (34). 

Leptospira, también pueden inhibir la vía terminal del complemento al 

bloquear la polimerización de las moléculas de C9, al capturar la 

vitronectina (VN) la cual es una glicoproteína que circula en el torrente 

sanguíneo, y evitan la formación del MAC (23) (34) (40). 

Las cepas de Leptospira patógenas capturan estos reguladores por medio 

de proteínas de la membrana externa. LenA, LenB y EF-Tu se unen al 

factor H; Lsa30 se une a C4BP; LigA, LigB, Lsa23, LcpA y enolasa se unen 

tanto al factor H como a C4BP y LcpA también se une a la vitronectina (34) 

(53) (54). 

 

Proteína de unión a C4b 

 
La proteína de unión a C4b (C4BP), es una glicoproteína plasmática de 

570 kDa con una concentración sérica de 335 ± 83 µg/mL en adultos (55) 
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y se encuentra en tres isoformas con diferente composición de 

subunidades. La isoforma principal α7 / β1, es un complejo de siete 

cadenas α y una cadena β, mientras que las otras isoformas son α7 / β0 y 

α6 / β1, que están unidas entre sí por puentes disulfuro (34) (56). La cadena 

α, pesa 70 kDa y la cadena β 45 kDa aproximadamente; cada cadena α 

contiene ocho dominios de proteínas de control del complemento (CCP), y 

la cadena β se compone de tres CCP (57). Los CCP son ricos en cisteína, 

con una longitud de 60 residuos de aminoácidos, se ha demostrado que 

los dominios CCP1, CCP2 y CCP3, son cruciales para su unión a C4b, 

como para la capacidad de regular la convertasa de C3 (56), ya que esta 

proteína (C4BP), inhibe la activación de la vía clásica y la de las lectinas 

interfiriendo con el ensamblaje y desintegración de la convertasa C3 

(C4bC2a) y actúa como cofactor del Factor I en la inactivación proteolítica 

de C4b. Las cepas patógenas de Leptospira expresan proteínas de unión 

a C4BP como Lsa23, LigA, LigB y LcpA, que interactúan con los dominios 

CCP de la proteína C4BP, para evadir el sistema de complemento (23) 

(34) (57).  
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Figura 3. Estructura de C4BP. La isoforma más común de la proteína de unión a C4, tiene 7 

cadenas alfa (α) y 1 cadena beta (β), α7 / β1. Imagen modificada de: Breda LC, Hsieh CL, 

Castiblanco Valencia MM, da Silva LB, Barbosa AS, Blom AM, Chang YF, Isaac L. Fine Mapping 

of the Interaction between C4b-Binding Protein and Outer Membrane Proteins LigA and LigB of 

Pathogenic Leptospira interrogans. PLoS Negl Trop Dis. 2015 Oct 30;9(10): e0004192 doi: 

10.1371/journal.pntd.0004192 (58). 

 

 

 

 

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0004192
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Se ha determinado que las especies patógenas de Leptospira, evaden al 

sistema del complemento por medio de la captura de reguladores del 

complemento solubles, utilizando proteínas de unión a estos reguladores, 

que expresan en su superficie (44). La captura de estos reguladores logra 

interrumpir la cascada de activación del complemento, de modo que se 

reduce la deposición de C3b en la bacteria, su opsonización y en 

consecuencia la fagocitosis por parte de los macrófagos (34). Además, la 

interrupción de la activación del complemento evita la lisis de las bacterias 

por el complejo de ataque de membrana (C5b6789n) y la inflamación 

tampoco será promovida por las anafilatoxinas (C3a y C5a) las cuales, al 

unirse mediante los receptores de complemento en las membranas de los 

mastocitos y basófilos, desencadenarían la liberación de mediadores 

proinflamatorios y además de que por sí mismas son quimioatrayentes para 

leucocitos, lo que contribuiría a aumentar la fagocitosis por neutrófilos y 

macrófagos (44) (53). 

 

Las serovariedades patógenas de Leptospira, han encontrado 

mecanismos para evadir la respuesta inmune de los hospederos, con el 

fin de evitar su eliminación y destrucción; uno de estos es la evasión del 

sistema de complemento, a través de la adquisición de reguladores 

solubles de las vías alternativa, clásica y de las lectinas, en especial el 

Factor H y C4BP (23). 

Meri et. al., en 2005 (59) demostraron a través de inmunofluorescencia 

indirecta, la deposición de los componentes del sistema de complemento 

en la superficie de Leptospira y realizaron una comparación cuantitativa 

por ELISA, observando que la molécula C3 se unía a las cepas de 

Leptospira spp., en los tres grupos que habían definido como resistentes, 

intermedios o susceptibles al suero humano normal. Sin embargo, 

observaron diferencias en la unión de C5, C6 y C8 en la superficie de 
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Leptospira spp., ya que en cepas patógenas (resistentes al suero) había 

menor deposición de estos componentes. Adicionalmente, a través de la 

técnica Western blot, evaluaron la capacidad de unión del regulador 

soluble de la vía alterna del complemento factor H, por las cepas de 

Leptospira spp. Sus resultados correlacionan la capacidad de captura del 

regulador soluble del complemento factor H, evidente en cepas patógenas 

vivas y ausente en la cepa saprofita, con la capacidad de sobrevivencia al 

suero humano normal (59). 

Barbosa et. al. 2009 (23), evaluaron la sobrevivencia al suero humano 

normal de seis cepas, que pertenecían a cinco especies diferentes de 

Leptospira spp., clasificándolas en tres grupos distintos como Meri et. al. 

2005 (sensibles, intermedias y resistentes), evaluaron las tres vías de 

activación del sistema de complemento por medio de sueros carentes de 

C1s y MBL, SHN y SHN inactivo donde concluyen que la vía alterna se 

destaca en la lisis de Leptospira spp. y la vía clásica contribuye 

parcialmente a la susceptibilidad del suero. Sin embargo, el hallazgo más 

importante de su estudio mostró que todas las cepas patógenas 

capturaron C4BP del suero humano, mientras que la cepa saprófita L. 

biflexa unió cantidades insignificantes del regulador. Ellos sugieren que las 

cepas patógenas atenuadas por cultivo, continúan expresando ligandos 

para C4BP (23). 

Adicionalmente, Moreno et. al. 2019 (53), evaluaron la capacidad de 

captura del factor H, por diferentes serovariedades patógenas de 

Leptospira spp., así como entre cepas de bajo pasaje y sus 

correspondientes cepas atenuadas en cultivo, donde observaron que las 

cepas de bajo pasaje tenían mayor capacidad de captura y una tasa más 

alta de sobrevivencia al suero humano normal en comparación con las 

cepas atenuadas en cultivo ya que estas capturaban menos factor H y 

sobrevivían menos en presencia de suero humano normal (53). 
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La captura del Factor H (FH) permite a Leptospira interferir con la 

convertasa de C3 (C3bBb) de la vía alterna del complemento, debido a que 

este regulador tiene afinidad por C3b, bloquea la unión del Factor B al C3b 

evitando la formación de la convertasa, si la convertasa ya está formada, la 

disocia desplazando al componente Bb (34). Adicionalmente, actúa como 

cofactor del Factor I para la inactivación de la molécula C3b en iC3b; de 

manera similar ocurre con las vías clásica y de las lectinas del complemento, 

al capturar la proteína C4BP, Leptospira interfiere con el ensamblaje y la 

disociación de la convertasa de la vía clásica y de las lectinas (C4b2a) y 

actúa como cofactor del factor I para la degradación de C4b; la captura de 

ambos reguladores permite la interrupción de las 3 vías de activación del 

complemento. Como consecuencia, Leptospira logra eludir la fagocitosis 

por opsonización vía C3b/C4b, así como la lisis por la formación del 

complejo de ataque de membrana (MAC) además de respuesta 

inflamatoria promovida por las anafilotoxinas C3a y C5a (23) (53). 

 

Vacunas 

 

Actualmente no existe una vacuna eficaz contra Leptospira, debido a que 

la protección que confieren es limitada a serovariedades que contenga la 

bacterina, ya que están basadas en el LPS (60). 

Estudios recientes han sugerido que las proteínas de la membrana externa 

de Leptospira spp., podrían ser alternativas interesantes para una vacuna 

eficaz independiente de la serovariedad, debido a su conservación entre 

especies y serotipos; sin embargo, se ha investigado la capacidad 

protectora que inducen algunas proteínas como LipL32, que es la proteína 

más abundante de la membrana externa, fue clonada en un vector de 

Adenovirus y probada como vacuna de ADN, pero mostró una protección 

parcial en la sobrevivencia en jerbos frente a la infección por Leptospira 
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spp. (61) (62), mientras que un estudio de proteína recombinante de LigA 

(rLigA) produjo protección contra la muerte y lesiones en los riñones de los 

hámsteres desafiados, donde sugieren que rLigA podría ser candidata 

para vacuna (63). 

Recientemente, Ghazali et. al., 2019 mostraron que las proteínas 

recombinantes de rLenA y rLcpA combinadas con una proteína 

recombinante de la subunidad B de la enterotoxina termolábil de E. coli 

(LTB), estimularon la respuesta inmune mediada por células Th1, ya que 

la medición de INF-γ  de los hámsteres fue mayor en comparación con la 

medida de la producción de IL-4 e IL-17, sin embargo, mostraron una 

menor protección al compararlas con los estudios realizados con las 

proteínas Lig, pero sugieren que rLenA y rLcpA podrían ser usadas como 

candidatas para vacuna (64). 
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Justificación 

 
 

Previamente se investigó la capacidad de captura del regulador Factor H, 

por diferentes serovariedades patógenas de Leptospira spp, así como 

entre cepas de Leptospira spp. de bajo pasaje y atenuadas por pases en 

cultivo (alto pasaje), y se observaron diferencias en la capacidad de 

captura del regulador, así como una correlación positiva con la 

sobrevivencia al suero normal (53). Sin embargo, se sabe que Leptospira 

captura otros reguladores del complemento además del Factor H, por lo 

que también podrían contribuir a su sobrevivencia. La proteína de unión a 

C4b (C4BP) es un regulador soluble que actúa a nivel de la convertasa de 

C3 de las vías clásica y de las lectinas (34). Es relevante caracterizar la 

contribución de esta proteína al proceso de evasión inmune por 

Leptospira, ya que estos resultados adicionales a los obtenidos 

previamente de captura del Factor H, darían oportunidad de entender 

mejor el proceso de evasión del sistema del complemento que determina 

la sobrevivencia de las cepas de Leptospira spp. al suero. Adicionalmente, 

las proteínas que contribuyen al mecanismo de evasión podrían ser 

candidatos interesantes para el desarrollo de una vacuna capaz de inducir 

inmunoprotección de manera independiente de la serovariedad. 
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Hipótesis  

 
Las cepas de bajo pasaje de Leptospira spp., mostrarán una mayor 

capacidad para capturar el regulador soluble del complemento C4BP, en 

comparación con las cepas atenuadas por pasaje en cultivo (alto pasaje). 

Los datos de captura correlacionarán positivamente con los datos de 

sobrevivencia de las cepas en presencia de suero. 

 

 

Objetivos 
 
 
Objetivo general 

 
Determinar si existen diferencias en la capacidad de captura del 

regulador del complemento C4BP entre cepas patógenas de bajo pasaje y 

atenuadas por pases en cultivo (alto pasaje) de diferentes especies de 

Leptospira, así como su relación con la sobrevivencia en presencia de 

suero normal. 

 

 
 

Objetivos específicos 

 

• Establecer si existen diferencias en la capacidad de captura del 

regulador C4BP entre cepas de bajo pasaje y atenuadas por 

pases en cultivo (alto pasaje) de Leptospira spp. 

• Evaluar si las diferencias en la capacidad de captura de C4BP, 

determinan diferencias en la sobrevivencia de Leptospira spp. 
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II. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 
Cuadro 1. Flujograma de trabajo 
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Suero Humano Normal (SHN) 
 

Se obtuvieron muestras de sangre en tubos sin anticoagulante de 

donantes voluntarios sanos, con previo consentimiento informado. Las 

muestras de sangre se dejaron coagular a 4°C. Se centrifugó a 2,332 xg, 

durante 8 minutos. Se realizó un pool con los sueros y se realizaron 

alícuotas de 600 µL y se congelaron a -80°C hasta su uso.  

 
 

 
Cultivo de Leptospira spp. 

Se utilizaron las cepas patógenas de Leptospira de bajo pasaje: 

LOCaS46 (Leptospira interrogans sv Canicola) (DL50h = 4), LOVe30 (L. 

interrogans sv Icterohaemorrhagiae) (DL50h = 40) y MOCA45 (L. 

santarosai sv Tarassovi) (DL50h > 40,000) y sus correspondientes y 

atenuadas por alto pasaje en cultivo (Cuadro 2). Todas las cepas se 

cultivaron en medio Ellinghausen y McCullough, modificado por Johnson 

y Harris (EMJH) durante siete días a 30° C antes de su uso (53). 

 
 

Cuadro 2. Cepas utilizadas 
 
 
 

Especie Serovariedad Cepas BP Cepas AP 

L. interrogans Canicola LOCaS46  LOCaS46  

L. interrogans Icterohaemorrhagiae LOVe30  LOVe30  

L. santarosai Tarassovi MOCA45  MOCA45  

Leptospira biflexa Patoc  Patoc I 

    BP= bajo pasaje AP= atenuadas (alto pasaje) 
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Ensayo de captura de C4BP por Leptospira (ELISA) 

 
Con el fin de evaluar la capacidad de captura de C4BP por Leptospira spp., 

se usaron placas de microtitulación de alta unión. Primero se realizó el 

conteo de Leptospira spp. en cámara de Petroff-Hausser (Hausser 

Scientific, Horsham, PA, EE. UU.) y se ajustó el número de bacterias a 2 x 

108 células. Los cultivos fueron lavados con PBS pH 7.4 a 1 M de (NaCl, 

KCl, Na2HPO4 y KH2HPO4) centrifugando a 11,600 xg por 25 min a 21°C. 

Las cepas LOCaS46 (L. interrogans sv Canicola), LOVe30 (L. interrogans 

sv Icterohaemorrhagiae) y MOCA45 (L. santarosai sv Tarassovi) de bajo y 

alto pasaje y la cepa saprofita Patoc I Leptospira biflexa sv Patoc, fueron 

incubadas con 40% de suero humano normal (SHN) como fuente de C4BP 

en PBS con un volumen final de 200 µL, durante 15 min a 37°C; la actividad 

del complemento fue detenida en hielo por 1 min. Posteriormente las 

suspensiones bacterianas fueron lavadas 3 veces con 500 µL de PBS pH 

7.4, centrifugando a 11,600 xg por 10 min a 10°C, decantando el 

sobrenadante y homogenizando en un agitador de vórtice. El sedimento 

fue suspendido en solución de carbonato de sodio (Na2CO3) 100mM pH 

9.6 en un volumen final de 200 µL, fijando las células por duplicado en la 

placa de ELISA donde cada pozo se recubrió con 1 x 108 células a 4°C, 

16 h. Las placas se bloquearon con 200 µL/pozo con BSA 3% en PBS -T  

pH 7,4 (PBS pH 7,4 + Tween 20 al 0,05 %) por 1 h a 37°C. Las placas se 

lavaron 3 veces con PBS-T entre cada paso. El C4BP unido a Leptospira 

spp., se detectó con anticuerpos monoclonales de ratón anti-C4BP 

humano [1:8000, 100 µL/pozo, 1 h a 37°C; (Invitrogen, Thermo Fisher 

Scientific Inc. Waltham, Massachusetts (EE. UU.)]; seguido de anticuerpos 

policlonales de cabra conjugados con peroxidasa anti- ratón IgG2b 

[1:10000, 100 µL/pozo, 1 h a 37°C; (ABcam, Cambridge, Reino Unido)]. La 

reacción del sustrato se realizó con un comprimido de 5 mg de OPD 

(diclorhidrato de 1,2-orto-fenilendiamina, Thermo Fischer Scientific Inc. 

https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/medicine-and-dentistry/polysorbate-20


39 
 

Waltham, Massachusetts (EE. UU.) y 5 µL de H2O2 al 30 % en 5 mL de 

tampón citrato-fosfato pH 5.0. La reacción se detuvo con H2SO4 4 N (50 

μl/pocillo). Luego la placa fue leída por el lector de ELISA a 492 nM 

(Multiskan GO, Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Los datos se 

graficaron en Graph Pad Prism 8 (23) (53). 

 

 

Ensayo de sobrevivencia 
 

Se utilizó el protocolo descrito por Meri et al., 2005 y modificado por 

Barbosa et al., 2009. Todas las cepas (bajo pasaje y su respectiva 

atenuada en cultivo) fueron cuantificadas en cámara de Petroff-Hausser 

(Hausser Scientific, Horsham, PA, EE. UU.), en un microscopio de campo 

oscuro y ajustadas a una concentración de 5 x 106 leptospiras/mL. Se 

centrifugaron a 11,600 xg, 20 min, 20°C para retirar el medio EMJH, luego 

se resuspendió la pastilla en 200 μL, con 40% de SHN en PBS (80 μL SHN 

+ 120 μL PBS), se incubó a 120 rpm, a 37°C durante 1 hora. Con el fin de 

detener la actividad del complemento se incubaron en hielo durante 1 min; 

se realizó una dilución 1:10 donde se colocó 180 μL de EMJH modificado 

en una placa de cultivo de 96 pozos estéril con tapa y se colocó 20 μL, de 

cada suspensión bacteriana. Se incubó durante 4 días a 30°C. Finalmente 

se cuantificó el desarrollo bacteriano por medio de una cámara de Petroff-

Hausser en campo oscuro. Como control se realizó el mismo 

procedimiento con cada una de las cepas de Leptospira spp. (bajo y alto 

pasaje) en 40% de Suero Humano Normal Inactivado (SHN-I) por calor 

(56°C, 30 min) en PBS. Se realizaron tres ensayos independientes, cada 

uno de los ensayos de sobrevivencia se realizaron por triplicado (23) (59). 
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Captura de C4BP por Leptospira spp vivas de bajo pasaje y atenuadas  
 
 

Los cultivos de Leptospira spp. (1 x 109) se lavaron tres veces con PBS y 

se incubaron con 40% de NHS con 10 mM EDTA, 15 min a 37°C. 

Después de cinco lavados con PBS, se tomó 20 µl de la última fracción 

de lavado. Seguido, las proteínas unidas a las leptospiras fueron 

disociadas con 100 µl de 0.1 M glicina-HCl (pH 2.0), durante 5 minutos 

después de centrifugar se agregó 10 µl de 1 M Tris-HCl (pH 8.0) al 

sobrenadante para neutralizarlo. Enseguida, 20 µl de sobrenadante se 

separó por electroforesis en gel al 10% de poliacrilamida con 

dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) en condiciones no reductoras, y se 

transfirió a membranas de nitrocelulosa. Los sitios de unión inespecíficos 

en la membrana se bloquearon (10% leche baja en grasa/PBS-T, 16 h a 

4°C). Posteriormente, las membranas se lavaron tres veces (PBS-T 5 

min, TA), y se incubaron (1 h, TA) con un anticuerpo monoclonal de ratón 

anti-C4BP humano [dilución 1: 4000 en PBS-T-1% leche descremada, 60 

rpm, 37°C a TA, 1 h [(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, 

Massachusetts, EE. UU.)]. Después de tres lavados con PBS-T, las 

membranas se incubaron con Anti-IgG2b de ratón policlonal de cabra 

conjugado con peroxidasa [dilución 1: 10,000 en PBS-T-1% leche, a TA, 

1 h (ABcam, Cambridge, Reino Unido)]. Después de cinco lavados con 

PBS-T, la señal se detectó con CheLuminate-HRP PicoDetect (23) (53). 
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Correlación entre la capacidad de captura de C4BP y sobrevivencia frente 
al 40% SHN 

 

Los datos obtenidos de captura de C4BP (D.O. 492 nm), fueron 

convertidos en porcentaje, tomando el 100% la cantidad de C4BP, 

presente en 40% de SHN y junto con los porcentajes de sobrevivencia 

fueron transformados a su respectivo arcoseno para ser analizados 

mediante regresión lineal y determinar si existe correlación entre la 

capacidad de captura del regulador y la capacidad de sobrevivencia al 

SHN.  

 
 
 
Análisis estadístico 
 
 

Los resultados de captura de C4BP obtenidos por ELISA y del ensayo de 

sobrevivencia de Leptospira spp., fueron evaluados con análisis de 

varianza (ANOVA) y prueba de Tukey para determinar diferencias 

significativas entre las serovariedades patógenas de Leptospira spp., de 

bajo pasaje y atenuada en cultivo. Se determinó la existencia de una 

relación lineal (regresión) entre la capacidad de captura y la capacidad de 

sobrevivencia al suero humano normal. Se utilizó el software Graphpad 

Prism 8® para todos los análisis (Graphpad Software, Inc, CA, EE. UU.). 
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Cuadro 3. Pasos de la metodología 
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III. RESULTADOS   
 

 
 
Captura de C4BP por sv de Leptospira spp. de bajo pasaje y atenuadas 

mediante ELISA 

 
 
Los resultados muestran que todas las serovariedades de Leptospira spp. 

capturan al regulador C4BP con respecto a su control (sin suero), el control 

positivo fue SHN 40% (C4BP, presente en 40% de suero) en el ELISA. 

 

Leptospira interrogans sv. Canicola cepa LOCaS46 de bajo pasaje, captura 

más C4BP frente a su homóloga atenuada en cultivo; de manera similar, L. 

interrogans sv. Icterohaemorrhagiae cepa LOVe30 de bajo pasaje capturó 

más C4BP en comparación con su homóloga atenuada y finalmente, L. 

santarosai sv. Tarassovi cepa MOCA45 de bajo pasaje capturó más C4BP 

frente a su homóloga atenuada. La diferencia en la capacidad de captura de 

C4BP entre cada cepa patógena de bajo pasaje y su homóloga atenuada 

mostraron una P <0.0001 (Fig. 4). 

 

Adicionalmente, entre las serovariedades patógenas de Leptospira 

interrogans svs. Canicola e Icterohaemorragiae de bajo pasaje no mostraron 

diferencia estadísticamente significativa en captura de C4BP, de la misma 

manera, entre sus respectivas atenuadas en cultivo no se observó diferencia. 

Sin embargo, entre especies si existe diferencia en la capacidad de captura 

del regulador C4BP, en las cepas de bajo pasaje: Leptospira interrogans sv. 

Canicola cepa LOCaS46 captura más C4BP que Leptospira santarosai sv. 

Tarassovi cepa MOCA45 (P <0.005), de la misma manera Leptospira 

interrogans sv. Icterohaemorrhagiae cepa LOVe30 captura más C4BP que 

Leptospira santarosai sv. Tarassovi cepa MOCA45 (P <0.005).  

Finalmente, entre especies atenuadas en cultivo Leptospira interrogans sv. 
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Canicola cepa LOCaS46 captura más que Leptospira santarosai sv. 

Tarassovi cepa MOCA45 (P = 0.01) y Leptospira interrogans sv. 

Icterohaemorrhagiae cepa LOVe30 captura más C4BP frente a Leptospira 

santarosai sv. Tarassovi cepa MOCA45 (P <0.0001). 

 

Como se esperaba, la cepa saprofita Patoc I de Leptospira biflexa sv Patoc, 

captura menos C4BP, en comparación a las serovariedades patógenas de 

bajo pasaje, Leptospira interrogans sv. Canicola cepa LOCaS46, Leptospira 

interrogans sv. Icterohaemorrhagiae cepa LOVe30 y Leptospira santarosai 

sv. Tarassovi cepa MOCA45 (todas con una P < 0.0001, datos no mostrados); 

sin embargo, al comparar la capacidad de captura con las serovariedades 

atenuadas en cultivo, se obtuvieron diferentes resultados: Leptospira 

interrogans sv. Canicola cepa LOCaS46 y Leptospira interrogans sv. 

Icterohaemorrhagiae cepa LOVe30 capturan más que Leptospira biflexa sv 

Patoc cepa Patoc I (P = 0.01) (P < 0.0001), pero al compararla con Leptospira 

santarosai sv. Tarassovi cepa MOCA45, no hay diferencia significativa (Datos 

no mostrados). 
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Figura 4. Captura de C4BP por Leptospira spp., de bajo pasaje y sus respectivas cepas 

atenuadas por cultivo. Aproximadamente 2 x 108 células de Leptospira interrogans sv. 

Canicola cepa LOCaS46, Leptospira interrogans sv. Icterohaemorrhagiae cepa LOVe30 y 

Leptospira santarosai sv. Tarassovi cepa MOCA45 de bajo pasaje (BP), además de sus 

respectivas homologas atenuadas (AP) y Leptospira biflexa sv. Patoc cepa Patoc I, fueron 

expuestas al 40% de suero humano normal (SHN), lavadas exhaustivamente y fijadas en 

una placa de ELISA por duplicado (1 x 108 /pozo). En los controles negativos (barras 

blancas), las bacterias fueron expuestas a PBS en lugar de SHN y el control positivo fue 40% 

SHN (C4BP). Después del bloqueo, la placa fue incubada con anticuerpo monoclonal IgG2b 

de ratón anti-C4BP humano 1:8.000 (Invitrogen, ThermoFisher Scientific Inc. Waltham, 

Massachusetts (EE. UU.)), seguido de un anticuerpo policlonal conjugado con peroxidasa de 

rábano picante de cabra anti-IgG2b de ratón 1:10.000 (ABcam, Cambridge, Reino Unido). P 

< 0.05, * P < 0.005, ** P < 0.0001 ****. La figura muestra las medias de cuatro repeticiones 

independientes y cada experimento se realizó por duplicado. 
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Sobrevivencia de serovariedades de Leptospira spp. de bajo pasaje y 

atenuadas en 40% de SHN 

 
 

Todas las cepas patógenas tuvieron la capacidad de sobrevivir a la 

exposición del suero humano normal al 40% (SHN 40%), se consideró como 

el 100% de sobrevivencia al número leptospiras vivas de cada una de las 

cepas expuestas al 40% de suero humano normal inactivado por calor (Fig. 

5).  

 

Leptospira interrogans sv. Canicola cepa LOCaS46 de bajo pasaje (BP), 

sobrevivió 52%, mientras que su atenuada (AP) sobrevivió 34%; Leptospira 

interrogans sv. Icterohaemorrhagiae cepa LOVe30 BP sobrevivió 48% y su 

atenuada tuvo una sobrevivencia de 3% y finalmente Leptospira santarosai 

sv. Tarassovi cepa MOCA45 de bajo pasaje sobrevivió 31% y su homóloga 

atenuada 12%, la diferencia en la capacidad de sobrevivencia de cada cepa 

patógena de bajo pasaje y su homóloga atenuada mostraron una P < 0.0001. 

 

Entre serovariedades de Leptospira interrogans, no hay diferencia 

estadísticamente significativa en la capacidad de sobrevivencia al SHN entre 

las cepas de bajo pasaje, mientras que entre las cepas atenuadas si la hubo, 

la cepa LOCaS46 sobrevive más frente a LOVe30 P < 0.0001.  

 

Sin embargo, entre especies, L. interrogans sv. Canicola cepa LOCas46 y sv. 

Icterohaemorrhagiae cepa LOVe30, mostraron mayor capacidad de 

sobrevivencia que Leptospira santarosai sv. Tarassovi cepa MOCA45 de bajo 

pasaje (P <0.0001) y entre las cepas atenuadas en cultivo L. interrogans sv. 

Canicola cepa LOCas46 y L. santarosai sv. Tarassovi cepa MOCA45 

sobreviven más que Leptospira interrogans sv. Icterohaemorrhagiae cepa 

LOVe30 (P <0.0001 y P <0.05 respectivamente). 
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Figura 5. Porcentaje de sobrevivencia en serovariedades de Leptospira spp. de bajo y alto 

pasaje. Se usaron 5 x 106 de Leptospira interrogans sv. Canicola cepa LOCaS46, Leptospira 

interrogans sv. Icterohaemorrhagiae cepa LOVe30 y Leptospira santarosai sv. Tarassovi cepa 

MOCA45 de bajo pasaje (BP) y sus respectivas cepas homólogas atenuadas por cultivo o alto pasaje 

(AP), fueron expuestas durante 1 hora a 37°C a SHN 40% y a suero humano normal previamente 

inactivado por calor [SHN-I 40% (56°C durante 30 min)], enseguida se realizó una dilución 1:10, 

colocando 180 μL de EMHJ modificado, en una placa estéril de 96 pozos y 20 μL de cada suspensión 

bacteriana expuesta a SHN 40% y SHN-I 40%, se incubó durante 4 días a 30°C y finalmente se 

cuantificó por cámara de Petroff-Hausser, en microscopía de campo oscuro. P <0.05* P <0.0001 ****. 

Se consideró como 100% de sobrevivencia al número de leptospiras vivas de cada una de las cepas 

después de exponerlas al SHN-I. La figura muestra las medias de los porcentajes de sobrevivencia 

de tres repeticiones independientes y cada experimento se realizó por triplicado. 
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Correlación entre la capacidad de captura de C4BP y la capacidad de 

sobrevivencia en 40% de SHN 

 
 
 

Los datos obtenidos de la capacidad de captura de C4BP en D.O. 492 nm, 

mediante el ensayo de ELISA, fueron convertidos en porcentaje tomando 

como 100% las absorbancias obtenidas de C4BP, presente en 40% de SHN 

(Control positivo). 

 

Los porcentajes de la capacidad de sobrevivencia fueron obtenidos en el 

ensayo de sobrevivencia al 40% de SHN, tomando como 100% el desarrollo 

bacteriano de las serovariedades de Leptospira spp., en 40% de SHN-I.  

 

Los datos obtenidos en porcentajes, fueron convertidos a su respectivo 

arcoseno para realizar una correlación entre la capacidad de captura de 

C4BP y la capacidad de sobrevivencia frente al 40% SHN, fueron graficados 

utilizando una regresión lineal, obteniendo un valor de R2 = 0.7119, que es el 

coeficiente de determinación, indicando que existe una correlación positiva, 

entre la capacidad de captura de C4BP y la capacidad de sobrevivencia al 

suero, al ser cercano a 1. 
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Figura 6. Correlación entre la capacidad de captura de C4BP y la capacidad de sobrevivencia 

frente al suero humano normal de cepas de bajo pasaje de Leptospira spp y sus homólogas 

atenuadas. Los resultados obtenidos de captura de C4BP fueron convertidos en porcentaje, 

considerando el 100% el valor de C4BP, presente en el suero (D.O. 492 nm) y el porcentaje obtenido 

de la sobrevivencia, el cual se consideró el 100% al desarrollo en SHN inactivado, de Leptospira 

interrogans sv. Canicola cepa LOCaS46, Leptospira interrogans sv. Icterohaemorrhagiae cepa 

LOVe30 y Leptospira santarosai sv. Tarassovi cepa MOCA45 de bajo pasaje (BP) y sus respectivas 

homologas de alto pasaje (AP), y Leptospira biflexa sv. Patoc cepa Patoc I. Cada porcentaje obtenido 

fue convertido a su respectivo arcoseno; todos los datos fueron correlacionados por regresión lineal. 

El valor de R2 indica que existe correlación entre la capacidad de captura de C4BP y la capacidad 

de sobrevivencia si es próximo a 1, así como la proximidad de los puntos a la recta de ajuste.  

 

 

 

 

 



51 
 

Captura de C4BP por serovariedades de Leptospira spp. vivas de bajo 

y alto pasaje mediante la técnica de Western blot 

 

 

Con el fin de corroborar cualitativamente la capacidad de captura de la 

proteína de unión a C4, por serovariedades patógenas de Leptospira spp. 

vivas, se incubaron con SHN como fuente de C4BP, el cual fue eluido con 

glicina ácida y analizado en condiciones no reductoras en SDS-PAGE 10% y 

Western blot, en el gel se colocó el eluido de cada serovariedad patógena de 

Leptospira spp. de bajo pasaje y su respectiva homologa atenuada en cultivo 

(AP) y la última fracción de lavado, un gel fue teñido con azul de Coomassie 

y el segundo fue transferido a una membrana de nitrocelulosa, para la 

detección del C4BP capturado. 

 

Los resultados obtenidos, permite la observación de la diferencia de la 

capacidad de captura de C4BP en 40% de SHN, entre cepas de bajo pasaje 

y atenuadas en cultivo (Fig.7). 
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Figura 7. Captura de C4BP por Leptospira spp. vivas, de bajo pasaje y sus respectivas 

cepas atenuadas por cultivo por Western blot. Se colocaron 1 x 109 de Leptospira 

interrogans sv. Canicola cepa LOCaS46, Leptospira interrogans sv. Icterohaemorrhagiae 

cepa LOVe30 y Leptospira santarosai sv. Tarassovi cepa MOCA45 de bajo pasaje (BP) y 

sus respectivas homologas de alto pasaje (AP), las cuales fueron expuestas al 40% de suero 

humano normal (SHN) y lavadas exhaustivamente, luego las proteínas adsorbidas fueron 

eluidas con glicina-HCl pH 2.0 y neutralizadas con Tris-HCl pH 8.0, después se separaron 

por SDS-PAGE 10%, luego estas proteínas fueron transferidas a una membrana de 

nitrocelulosa. Después del bloqueo, se adicionó el anticuerpo monoclonal IgG2b de ratón 

anti-C4BP humano (1:4000) (Invitrogen, ThermoFisher Scientific Inc. Waltham, 

Massachusetts, EE. UU.) y anticuerpo policlonal conjugado con peroxidasa de rábano 

picante de cabra anti-IgG2b de ratón 1:10.000 (ABcam, Cambridge, Reino Unido); E: 

fracciones eluidas W: última fracción de lavado antes de la elución. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 
 

IV. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES  
 

 

Se ha demostrado que varias bacterias como: Salmonella spp., Yersinia spp., 

E. coli, Streptococcus spp., Neisseria spp., algunas espiroquetas de los 

géneros Borrelia spp., Treponema spp. y Leptospira spp., han desarrollado 

diferentes mecanismos para evadir la respuesta inmune, dentro de los cuales 

pueden capturar reguladores del sistema de complemento, a través de 

proteínas de superficie y lograr su diseminación en órganos blanco (65) (66) 

(67) (68) (69). 

 

Las serovariedades patógenas de Leptospira spp., capturan reguladores 

solubles de las diferentes vías del sistema de complemento como el FH, 

C4BP y vitronectina. La proteína de unión a C4 (C4BP), es un regulador 

soluble de la vía clásica y de las lectinas a nivel de la convertasa de C3 

(C4bC2a), al impedir su formación o disociarla una vez formada, además 

actúa de cofactor del FI para la escisión de C4b (56).  

 

En esta investigación corroboramos de manera cuantitativa y cualitativa, que 

las serovariedades patógenas de Leptospira spp., se unen el regulador 

soluble C4BP, por lo que es posible que interfiera a nivel de la convertasa C3 

en la vía clásica y de las lectinas. Los resultados obtenidos demuestran 

diferencias en la capacidad de captura entre las cepas de Leptospira spp., 

(LOCaS46, LOVe30 y MOCA45) de bajo pasaje (LP) o virulentas y de alto 

pasaje o atenuadas por cultivo. 

 

Las tres cepas (LOCaS46, LOVe30 y MOCA45) de bajo pasaje mostraron 

una mayor unión a C4BP en comparación con sus respectivas cepas 

atenuadas (alto pasaje) tanto en ELISA como en Western blot; y la cepa de 

referencia de alto pasaje saprófita Leptospira biflexa sv Patoc cepa Patoc I 
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que capturó menor cantidad de C4BP, resultados que se esperaban ya que 

se ha demostrado que las serovariedades patógenas de Leptospira spp., son 

capaces de unirse a reguladores del sistema de complemento para evadir la 

respuesta inmune del hospedador, mientras que las serovariedades 

saprófitas son sensibles al efecto del complemento (23) (44), estos datos de 

captura son consistentes con los que obtuvo Barbosa et. al., 2009, mediante 

la técnica de Western blot, observando de manera cualitativa que todas las 

cepas capturan C4BP y además que existen diferencias en la capacidad de 

captura entre especies patógenas de Leptospira spp., mientras que la cepa 

saprófita Patoc I, captura menor cantidad del regulador soluble de la vía 

clásica y de las lectinas (23). 

 

En este estudio se encontró que, entre las serovariedades Canicola e 

Icterohaemorragiae de Leptospira interrogans de bajo pasaje no hay 

diferencias en la capacidad de captura del regulador soluble C4BP, de 

manera similar, en la investigación de Moreno et. al. 2019, estas 

serovariedades tampoco presentaron diferencia en capacidad de captura con 

el regulador soluble de la vía alterna FH; entre las cepas atenuadas en cultivo, 

tampoco existe diferencia en capacidad de captura de C4BP, sin embargo, 

Moreno et. al. 2019, encontró que las cepas atenuadas LOCaS46 captura 

más FH, que LOVe30 (53). En contraste, entre especies de bajo pasaje, si 

existe diferencia, ya que Leptospira interrogans sv. Canicola cepa LOCaS46 

captura más que Leptospira santarosai sv. Tarassovi cepa MOCA45, de la 

misma manera Leptospira interrogans sv. Icterohaemorrhagiae cepa LOVe30 

captura más C4BP frente a L. santarosai sv. Tarassovi cepa MOCA45 y entre 

especies atenuadas en cultivo o alto pasaje, L. interrogans sv. Canicola cepa 

LOCaS46 y L. interrogans sv. Icterohaemorrhagiae cepa LOVe30 capturan 

más que a L. santarosai sv. Tarassovi cepa MOCA45, estos resultados 

difieren con lo encontrado por Moreno et. al., 2019, ya que ellos encontraron 

que la cepa MOCA45 de bajo y alto pasaje, capturan más FH tanto en ELISA 
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como en Western blot, que LOCaS46 y LOVe30 tanto de bajo pasaje como 

atenuada en cultivo (53).  

 

De manera similar ocurrió en los ensayos de sobrevivencia, todas las cepas 

fueron capaces de sobrevivir al efecto del suero, pero la capacidad de 

sobrevivencia entre cepas de bajo pasaje y sus respectivas atenuadas en 

cultivo tuvieron diferencias estadísticamente significativas; entre 

serovariedades patógenas de las cepas de bajo pasaje de Leptospira 

interrogans, no se encontró una diferencia estadísticamente significativa, 

pero entre las atenuadas en cultivo si existe diferencia en la capacidad de 

sobrevivencia, la cepa LOCaS46 sobrevivió más frente a LOVe30 , estos 

resultados son consistentes con los de Moreno et. al., 2019 (53). 

 

En contraste, entre especies de L. interrogans sv. Canicola cepa LOCas46 y 

sv. Icterohaemorrhagiae cepa LOVe30, significativamente tienen mayor 

capacidad de sobrevivir que Leptospira santarosai sv. Tarassovi cepa 

MOCA45 de bajo pasaje; mientras que entre las cepas atenuadas en cultivo 

L. interrogans sv. Canicola cepa LOCas46 y L. santarosai sv. Tarassovi cepa 

MOCA45 sobreviven más que Leptospira interrogans sv. 

Icterohaemorrhagiae cepa LOVe30 y finalmente L. biflexa serovariedad 

Patoc, cepa Patoc I, no sobrevivió al efecto del suero, en diversos estudios, 

ya se ha demostrado que las cepas saprófitas son sensibles al efecto del 

suero (23) (53) (59). 

 

Un hallazgo interesante dentro de nuestro estudio fue que MOCA45, mostró 

diferencias estadísticamente significativas tanto en la unión con C4BP (ELISA 

y Western blot), como en la capacidad de sobrevivir frente al SHN, en 

contraste con los hallazgos de Moreno et. al. 2019 donde no encontró 

diferencia significativa en la captura del regulador Factor H y en el porcentaje 

de sobrevivencia entre las cepas MOCA45 de BP y AP (53), esto podría 



56 
 

deberse a que la cepa atenuada por cultivo se encuentra en un pase mayor 

a 113 y cuando se realizaron los experimentos con factor H en 2019, la cepa 

se encontraba en un pase alto N° 20 (53), estos datos encontrados refuerzan 

la información encontrada por Meri et. al. 2005 (59) ya que ellos usaron una 

cepa con 10 pases (el cual no es un número de pase alto) después de aislarla 

en un paciente, observaron que esta cepa parecía tener resistencia frente a 

la actividad del suero, sugiriendo que los factores o propiedades que le 

confieren a las cepas la resistencia sérica, se mantienen en condiciones de 

cultivo después de varios pases (23) (59). 

 

Los ensayos de sobrevivencia realizados por Barbosa et. al., 2009, sugieren 

que la vía clásica contribuye a la muerte de cepas con patogenicidad 

intermedia, al incubar a Leptospira interrogans serovariedad Pomona con 

suero deficiente en C1s, observó una diferencia significativa en la 

sobrevivencia al incubar con SHN, pero no con el SHN-I, datos que confirman 

el efecto observado en la cepa Leptospira santarosai serovariedad Tarassovi, 

cepa MOCA45 (23), mientras que varios autores han sugerido que la vía 

alterna tiene un papel importante en la lisis de leptospiras saprófitas (23) (70) 

(71).  

 

Adicionalmente, los ensayos de sobrevivencia realizados por Meri et. al., 

2005, Barbosa et. al., 2009 con cepas consideradas como sensibles, 

intermedias y resistentes a la actividad lítica del suero; y las cepas usadas 

por Moreno et. al., 2019, las cuales son las mismas cepas empleadas en este 

estudio son consistentes, ya que las cepas de bajo pasaje virulentas por 

pasaje en hámsteres, tuvieron mayor tasa de sobrevivencia en comparación 

con sus correspondientes cepas atenuadas en cultivo y con la cepa saprófita 

Patoc I (23) (53) (59). 
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Algunos autores han demostrado que, con la captura de los reguladores, se 

logra interrumpir la cascada del complemento; Meri et. al., 2005 (59), Barbosa 

et al., 2009 (23) y Alves da Silva et. al., 2020 (70) observaron que había la 

deposición de la molécula C3 tanto en cepas patógenas como en saprófitas 

de Leptospira spp., pero la deposición de moléculas de la vía terminal como 

C6 o C7, para que se lleve a cabo la formación del MAC y finalmente la lisis 

de Leptospira spp., es mayor en las cepas saprófitas que en las patógenas, 

adicionalmente en los ensayos de sobrevivencia muestran que las 

serovariedades patógenas resisten al SHN, nuestros datos y los de Moreno 

et. al., 2019 (53) refuerzan esta información ya que las serovariedades 

atenuadas en cultivo tienen menor capacidad de sobrevivir al suero. 

 

Se ha observado que otras bacterias pueden sobrevivir al efecto del sistema 

de complemento, gracias a la captura de los reguladores solubles, Abreu y 

Barbosa, 2017 informan que E. coli al enfrentarla con suero carente de C4BP, 

disminuye su sobrevivencia, indicando que requiere el C4BP para la 

interrupción en la cascada del sistema de complemento (69). Similarmente, 

Rodentibacter pneumotropicus (antes Pasteurella pneumotropica) captura 

FH y C4BP, esta bacteria no sobrevive en suero carente de factor H y la 

reconstitución paulatina incrementa su sobrevivencia en dosis dependiente 

(72). 

 

Finalmente, concluimos que la captura del regulador del sistema de 

complemento C4BP es mayor en cepas de bajo pasaje en comparación con 

las del alto pasaje, el pasaje en cultivo causa la perdida de virulencia al 

aumentar su susceptibilidad al SHN, ya que hay una correlación positiva entre 

la capacidad de captura de reguladores y la de sobrevivir frente al SHN (59), 

nuestros datos de correlación entre la capacidad de captura de C4BP y la 

capacidad de resistir al suero lo corroboran,  indicando que la captura de los 

reguladores logra la interrupción de la cascada del complemento en la vía 
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clásica y de lectinas, las cuales demuestran ser importantes y eficaces en la 

opsonización de los patógenos promoviendo la fagocitosis, inflamación y 

eliminación lítica de patógenos. Anteriormente Moreno et. al. 2019, demostró 

la relevancia de la captura del factor H, regulador de la vía alterna, por estas 

cepas de Leptospira spp. (53). Adicionalmente, los resultados obtenidos son 

consistentes con una disminución en la expresión de las proteínas que 

capturan reguladores solubles del complemento en las cepas atenuadas por 

cultivo. Moreno et. al. 2019 (53), observaron que las proteínas que capturan 

al regulador FH, LigA, LigB y Lsa23, disminuyen su expresión en las cepas 

patógenas atenuadas por pasaje en cultivo, estas proteínas también capturan 

al regulador C4BP (23) (34) (44). 

 
 

Previamente Barbosa et al. 2009 (23), demostró que cepas patógenas de 

Leptospira spp. capturan C4BP y son capaces de evadir la vía clásica y de 

las lectinas del complemento. En este estudio comprobamos que cepas 

patógenas de Leptospira spp., disminuyen la capacidad de capturar C4BP y 

de sobrevivir a la lisis mediada el sistema de complemento, después de la 

atenuación por pasaje en cultivo. 

 

En la actualidad, no existe una vacuna que genere inmunidad contra 

Leptospira spp. independiente de la serovariedad, por lo que, es importante 

comprender la interacción de las proteínas de superficie de esta bacteria con 

los reguladores del complemento en la evasión del sistema inmune, ya que, 

la captura de estos reguladores, evita la eliminación de serovariedades 

patógenas de Leptospira spp. Se ha demostrado que la proteína LigA, 

recombinante (rLigA) confiere protección inmune contra la infección de 

Leptospira spp. en hámsteres (63) (73). Adicionalmente, Ghazali et. al., 2019 

mostraron que las proteínas LenA y LcpA recombinantes (rLenA y rLcpA) 

generan respuesta inmune de tipo Th1 (64), lo que sugiere que las proteínas 

de superficie que interactúan con componentes de la matriz extracelular del 
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hospedero y capturan reguladores del complemento podrían ser candidatas 

para una vacuna independiente de serovariedad. 
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Abreviaturas 
 

 
 
  

% Porcentaje 

µL Microlitros 

µm Micra o Micrométro 

Â Amstrong 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

ANOVA Análisis de varianza 

AP Alto pasaje 

ARN Ácido ribonucleico 

ARNm Ácido ribonucleico mensajero 

ARNt Ácido ribonucleico de transferencia 

BP Bajo pasaje 

C4BP Proteína de Unión a C4 

Binding Protein C4 

CA Atenuación en cultivo 

D.O. Densidad Óptica 

DL50h Dosis Letal 50 

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 

EF-Tu Elongation Factor Thermo unstable 

Factor de elongación termoinestable 

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay ensayo por 

inmunoadsorción ligado a enzimas 

EMJH Ellinghausen y McCullough, modificado por Johnson 

y Harris 

FH Factor H 

g Gramos 

H Hora 
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kDa Kilodaltones 

L Litro 

LcpA  Proteína A leptospiral 

Len (A, B, C, D, E y F) Proteínas similares a la endostatina 

Lig (A, B, C) Proteínas de tipo inmunoglobulina 

LPS Lipopolisacárido 

LSA Leptospiral Surface Adhesin 

Adhesina de Superficie de Leptospira 

MAC Membrane Attack Complex 

Complejo de ataque de membrana 

MBL Mannose binding lectin  

Lectina de unión a manosa 

Min Minutos 

mL Mililitros 

mM Milimolar 

nm Nanómetros 

ºC Grados Celsius 

OPD O-Phenilenediamine 

PAMP’s Patrones Moleculares Asociados a Patógenos 

PBS Phosphate buffered saline 

Rpm Revoluciones por minuto 

SHN Suero humano normal 

SHN-I Suero Humano Normal Inactivado 

Sv Serovariedad 

xg Gravedades 
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Anexos  
 
 
Anexo 1. Preparación de medio EMJH modificado 500 mL 

 

Medio base  

Peptona (BD Bioxon) 0.15 g 

Extracto de carne 0.1 g 

Fosfato disódico 0.5 g 

Fosfato monopotásico 0.15 g 

Cloruro de sodio 0.5 g 

Cloruro de amonio 0.125 g 

Tiamina 
(500 μL sol. 0.05g/10 mL agua destilada estéril) 

0.0002 g 

 

Soluciones 

L-asparagina 
(0.18 g cbp 6 mL de H2O destilada) 

2.5 mL 

Sol. Cloruro de calcio y magnesio 
A 2 mL de H2O destilada agregar: 
0.026 gr CaCl2 * 2H2O 
0.0426 gr MgCl2 * 6H2O 

0.5 mL 

Piruvato de sodio 
A 2 mL de H2O destilada agregar: 
0.02 g CH3COCOONa 

0.5 mL 

Suero de conejo inactivado 10% (56°C/30 min) 50 mL 

Glicerol 2.5 mL 

 
 
Nota: el suero de conejo se coloca en baño maría a 56°C/30 min, una vez esté a 

temperatura ambiente se filtra con membranas de filtración de Millipore® de 0.60, 

0.45 y 0.22 μm y prefiltro de 0.22 μm, en cabina de bioseguridad clase II. Servir en 

un frasco de vidrio estéril; se coloca el medio en prueba de esterilidad (37°C/24 h) 

y almacenar a 4°C. Cada vez que se use el medio atemperar previamente y servir 

en cabina de bioseguridad clase II. 
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Anexo 2. Preparación de soluciones para ELISA 
 
 

PBS Solución stock 10X, 1L 

 

Cloruro de sodio (NaCl2) 80 g 

Cloruro de potasio (KCl2) 2 g 

Fosfato de sodio dibásico (Na2HPO4) 14.4 g 

Fosfato de potasio monobásico (KH2PO4) 2.4 g 

 

Homogenizar totalmente y ajustar el pH a 7.4, aforar a 1L y esterilizar en autoclave 

Nota: la solución de trabajo se usa en una concentración de 1X. 

 

 

Solución amortiguadora de carbonato a 100 mM 

 

 

Carbonato de sodio anhidro      10.599 g 

Homogenizar bien y ajustar pH a 9.6, aforar a 500 mL y almacenar en refrigeración 

 

Solución amortiguadora Citrato fosfato 

 

Ácido cítrico monohidratado en polvo 2.6 g 

Fosfato de sodio dibásico anhidro (Na2HPO4) 6.9 g 

 

Homogenizar totalmente y ajustar el pH a 5.0, aforar a 500 mL. 
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Anexo 3. Protocolo para el ensayo de ELISA para determinar la capacidad 
de captura de C4BP por cepas de Leptospira spp. (Moreno et al., 2019, 
modificado) 

 

 

Preparación de la placa 

 

1. Realizar una dilución 1:20 (50 µL de cultivo de Leptospira + 950 µL de medio 

EMJH) y depositar 10 µL en la cámara de Petroff-Hausser. 

2. Ajustar el número de bacterias a 2 x 108 leptospiras/mL y medir el volumen 

necesario, se mide la cantidad doble para el control negativo de las 

respectivas cepas. 

3. Retirar el medio EMJH de las leptospiras, centrifugando a 11.600 xg a 

20°C/25 min, decantar el sobrenadante, cuidando de no remover el 

sedimento. 

4. Lavar 1 vez, adicionando 500 µL de PBS pH 7.4 y centrifugar a 11.600 xg a 

20°C/10 min, retirar el sobrenadante con pipeta. 

5. Incubar 1 juego de cepas de leptospiras con SHN al 40%, con un volumen 

final de 200 µL, durante 15 min a 37°C y posteriormente detener la reacción 

del complemento en hielo durante 1 min. 

6. Centrifugar y lavar el sedimento 3 veces con PBS pH 7.4 a 11.600 xg a 

10°C/10 min. 

7.  Resuspender el botón de células en 200 µL en solución amortiguadora de 

carbonato pH 9.6 y recubrir 100 µL en los pozos de la placa de ELISA (1 x 

108 Leptospiras/mL en cada pozo). 

8. Incubar la placa a 4°C toda la noche 

9. Lavar la placa 3 veces (200 µL/pozo) con PBS-T [ PBS + 0.05% Tween 20 

(0.1 mL en 200 mL de PBS 1X pH 7.4)]. 

10. Bloquear la placa de ELISA con 200 µL/pozo de BSA al 3% en PBS-T e 

incubar por 1 h a 37°C. 
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Detección de la capacidad de captura 

 

1. Lavar la placa 1 vez (200 µL/pozo) con PBS-T. 

2. Adicionar 100 µL/pozo del anticuerpo monoclonal de ratón IgG2b anti-C4BP 

humano en una dilución de 1:8000 (0.5 µL en 3.999,5 µL de PBS-T) + 1% de 

BSA (0.04 g) e Incubar 1 hora a 37°C. 

3. Lavar la placa 3 veces (200 µL/pozo) con PBS-T [ PBS + 0.05% Tween 20 

(0.1 mL en 200 mL de PBS 1X pH 7.4)]. 

4. Adicionar 100 µL/pozo anticuerpos policlonales de cabra conjugados con 

peroxidasa anti- ratón IgG2b en una dilución de 1:10.000 (0.5 µL en 4.999,5 

µL de PBS-T) + 1% de BSA (0.05 g) e Incubar 1 hora a 37°C 

5. Lavar la placa 3 veces (200 µL/pozo) con PBS-T [ PBS + 0.05% Tween 20 

(0.1 mL en 200 mL de PBS 1X pH 7.4)]. 

 

Revelado de la placa 

 

1. Adicionar 100 µL/pozo de la solución de revelado (En 5 mL de la solución 

amortiguadora citrato fosfato pH 5.0, adicionar un comprimido de OPD + 5 µL 

de H2O2). 

2. Dejar reaccionar máximo durante 15 min (estar pendiente del viraje de color, 

se debe cuidar que las diferencias se mantengan observables). 

3. Detener la reacción con H2SO4 4N, adicionando 50 µL/pozo. 

 

Lectura de la placa 

 

1. Leer a 492 nm en el lector de ELISA. 

2. Guardar los datos de D.O. 492 nm y graficarlos. 
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Anexo 4. Protocolo para el ensayo de sobrevivencia frente al 40% de SHN 
de cepas de Leptospira spp. (Barbosa et al., 2009; Moreno et al., 2019) 

 
 

1. Realizar una dilución 1:20 (50 µL de cultivo de Leptospira + 950 µL de medio 

EMJH) y depositar 10 µL en la cámara de Petroff-Hausser. 

2. Ajustar el número de bacterias a 5 x 106 Leptospiras/mL y medir el volumen 

necesario, se mide la cantidad doble para el control negativo de las 

respectivas cepas. 

3. Retirar el medio EMJH de las leptospiras, centrifugando a 11.600 xg a 

20°C/20 min, decantar el sobrenadante, cuidando de no remover el 

sedimento. 

4. Lavar 1 vez, adicionando 500 µL de PBS pH 7.4 y centrifugar a 11.600 xg a 

20°C/10 min, retirar el sobrenadante con pipeta. 

5. Tomar una alícuota de suero colocarle Parafilm en la tapa para sellarlo 

completamente y colocarlo en baño maría a 56°C/30 min, para obtener SHN-

I. 

6. Incubar 1 juego de cepas de leptospiras con SHN al 40% y el otro juego de 

cepas con SHN-I al 40%, con un volumen final de 200 µL, durante 1 h a 37°C 

y posteriormente detener la reacción del complemento en hielo durante 1 min. 

7. Hacer una dilución 1:10 con un volumen final de 200 µL, servir 180 µL de 

medio EMJH y 20 µL de la suspensión bacteriana expuesta a SHN o a 

SHN-I por triplicado. 

8. Tapar la placa, sellarla con Parafilm e incubar 4 días a 30°C. 

9. Luego de los 4 días de incubación, tomar 10 µL y contar en cámara de 

Petroff Hausser los tres pozos con SHN y los tres pozos con SHN-I. 

10. Tomar como 100% el número de leptospiras incubadas con SHN-I y 

calcular el porcentaje de sobrevivencia frente SHN. 
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Anexo 5. Preparación de soluciones para SDS-PAGE 10% y Western blot 
 
 
Preparación de Tris-HCl pH 6,8 – 8,0 y 8.8, 500 mL 
 
 
Tris-base          60.57 g 

Ajustar el pH requerido con HCl, dejar reposar 1 noche y volver ajustar el pH, aforar 

y esterilizar. 

 

Preparación de SDS (Dodecilsulfato de sodio) al 10%, 500 mL 

 

Dodecilsulfato de sodio            50 g 

 

Preparación de Persulfato de amonio 10%, 50 mL 

 

Persulfato de amonio             5 g 

 

Buffer de muestra 5X 

 

Tris-HCl 250 mM pH 6.8 

SDS 10% 

Glicerol al 50% 

Azul de bromofenol al 0.5% 

 

Buffer de corrida 10X, 1L 

 

Tris base 25 mM 30.2 g 

Glicina 192 Mm 144 g 

 SDS 0.1% 10 g 

Agua destilada 800 mL 
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Buffer de transferencia 10X 

 

Tris base 25 mM 30.2 g 

Glicina 192 Mm 144 g 

Metanol - 

Agua destilada 800 mL 

 

El metanol se agrega antes de usar el buffer de transferencia 

 

La solución de trabajo del buffer de corrida y de transferencia se prepara a una 

concentración de 1X. 

 

Azul de Coomassie 300 mL 

 

1. Metanol         120 mL 

2. Ácido acético glacial        30 mL 

3. Azul brillante G        0.15 gr 

4. Agua destilada        180 mL 

 

Solución desteñidora 300 mL 

 

1. Etanol absoluto         120 mL 

2. Ácido acético glacial        30 mL 

3. Agua destilada        150 mL 

 

 

 

 

 
 



74 
 

Anexo 6. Protocolo de SDS-PAGE 10% (Electroforesis en gel de 
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio) 

 
 

1. Realizar una dilución 1:20 (50 µL de cultivo de Leptospira + 950 µL de medio 

EMJH) y depositar 10 µL en la cámara de Petroff-Hausser. 

2. Ajustar el número de bacterias a 1 x 109 Leptospiras/mL y medir el volumen 

necesario, se mide la cantidad doble para el control negativo de las 

respectivas cepas. 

3. Retirar el medio EMJH de las leptospiras, centrifugando a 9000 xg a 20°C/25 

min, decantar el sobrenadante, cuidando de no remover el sedimento. 

4. Lavar 3 veces, adicionando 500 µL de PBS pH 7.4 y centrifugar a 9000 xg a 

20°C/10 min, decantar el sobrenadante, cuidando de no remover el 

sedimento y en el tercer lavado retirar el sobrenadante con pipeta. 

5. Incubar las leptospiras con SHN al 40%, con un volumen final de 200 µL, 

durante 15 min a 37°C y posteriormente detener la reacción del complemento 

en hielo durante 1 min. 

6. Centrifugar y lavar el sedimento 5 veces con PBS pH 7.4 a 11.600 xg a 

10°C/10 min y recoger la última fracción de lavado. 

7. Eluir las proteínas adicionando 100 µL de Glicina-HCl pH 2.0 a las bacterias 

sedimentadas e incubar por 5 min. 

8. Centrifugar a 9000 xg a 20°C/10 min, tomar 90 µL transferirlos a un eppendorf 

y neutralizar con 10 µL de Tris-HCl pH 8.0 y mezclar con pipeta. 

9. Adicionar 5 µL de Buffer de muestra a 20 µL del eluido como de la última 

fracción de lavado, hervir durante 5 min a 95°C. 

10. Cargar las muestras y correrlas, en condiciones no reductoras, a 90 volts 

durante 30 min, para que el gel concentrador y 1.50 h para el gel separador, 

con gel de corrida. 

11. Uno de los dos geles se tiñe con azul de coomassie toda la noche y luego 

desteñirlo para observar la separación de proteínas 
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Transferencia a membrana de nitrocelulosa 

 

1. Realizar el ensamble del sándwich, asegurándose de no dejar burbujas entre 

el gel de poliacrilamida y la membrana de nitrocelulosa. 

2. Llenar la cámara de buffer de transferencia y hacer la transferencia por 1 h a 

350 mÄ a 4°C. 

 

Detección  

 

1. Bloquear la membrana de nitrocelulosa con leche baja en grasa al 5% y 

dejarla toda la noche a 4°C, en agitación constante 120 rpm. 

2. Lavar la membrana 3 veces con PBS-T / 5 min, en agitación constante. 

3. Colocar el anticuerpo monoclonal de ratón IgG2b anti-C4BP humano 1:500 

en un volumen final de 15 mL + 1% de leche baja en grasa, e incubar por 1 

hora a temperatura ambiente, en agitación constante 120 rpm 

4. Lavar la membrana 3 veces con PBS-T / 5 min, en agitación constante. 

5. Agregar anticuerpos policlonales de cabra conjugados con peroxidasa anti- 

IgG2b de ratón en una dilución de 1:10.000 a un volumen final de 20 mL + 

1% de leche baja en grasa, e incubar por 1 hora a temperatura ambiente, en 

agitación constante 120 rpm. 

6. Revelar 
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Anexo 7. Tabla de datos de Captura del regulador C4BP en 40% de SHN 
por cepas de bajo y alto pasaje de Leptospira spp. 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

SHN

0,935 0,075 0,836 0,069 0,597 0,06 0,904 0,048 0,676 0,068 0,695 0,067 0,349 0,058 0,479

1,278 0,056 0,959 0,058 0,561 0,046 0,833 0,05 0,639 0,084 0,629 0,065 0,26 0,069 0,387

1,06 0,048 0,888 0,056 0,406 0,052 1,076 0,05 0,632 0,058 0,858 0,067 0,334 0,076 0,316

1,406 0,048 0,976 0,051 0,457 0,072 1,05 0,094 0,569 0,062 0,865 0,089 0,34 0,081 0,322

1,073 0,049 0,935 0,053 0,577 0,049 0,956 0,054 0,625 0,089 0,672 0,079 0,388 0,074 0,328

0,869 0,052 0,989 0,049 0,516 0,05 0,87 0,048 0,652 0,084 0,688 0,092 0,334 0,083 0,315

1,34 0,069 0,354

1,183 0,073 0,308

1,208

1,436

1,343

0,834

L. biflexa Patoc IL. interrogans LOCaS46 BP L. interrogans LOCaS46 AP L. interrogans LOVe30 BP L. interrogans LOVe30 AP L. santarosai MOCA45 BP L. santarosai MOCA45 AP
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Anexo 8. Porcentaje de sobrevivencia al 40% de SHN en cepas de bajo y 
alto pasaje de Leptospira spp. 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

L. interrogans LOCaS46 BP L. interrogans LOCaS46 AP L. interrogans LOVe30 BP L. interrogans LOVe30 AP L. santarosai MOCA45 BP L. santarosai MOCA45 AP

50 36 50 5 33 9

52 30 46 2 29 10

55 36 47 3,5 31 17
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Anexo 9. Porcentajes de captura de C4BP en D.O. 492 nm y sobrevivencia 
en 40% de SHN y sus respectivos arcosenos de cepas de bajo y alto 
pasaje de Leptospira spp. 

 
 
 
 

C4BP % D.O. 492 nm Arcoseno 
% 

Sobrevivencia Arcoseno 

LOCaS46 
BP 79% 0,910808997 52% 0,546850951 

LOCaS46 
AP 44% 0,455598673 34% 0,346916898 

LOVe30 BP 80% 0,927295218 48% 0,500654712 

LOVe30 AP 53% 0,558600565 4% 0,040010674 

MOCA45 
BP 62% 0,668742703 31% 0,315193032 

MOCA45 
AP 28% 0,283794109 12% 0,120289882 

Patoc I 27% 0,273393031 0% 0 
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Anexo 10. Formato del consentimiento informado  

 
 

 

A ___ de __________ de 2024 

 

 

 

 

 

Yo ___________________________________________, identificado (a) con 

CURP ____________________________________ manifiesto que he sido 

informado (a) del procedimiento de la obtención de suero como fuente de C4BP y 

que será utilizado únicamente con fines académicos en los ensayos de la tesis 

titulada: EVALUACIÓN DE LA CAPTURA DEL REGULADOR C4BP POR CEPAS 

DE BAJO Y ALTO PASAJE DE Leptospira spp. Y EL EFECTO EN SU 

SOBREVIVENCIA AL SISTEMA DE COMPLEMENTO, llevada a cabo en la FMVZ-

UNAM, en el departamento de Microbiología en Inmunología, laboratorio de 

Inmunología Molecular; manteniendo mi información como paciente de manera 

anónima. Adicionalmente, he leído, entendido y recibido toda la información acerca 

de los efectos secundarios que conlleva la toma de la muestra y se me ha 

respondido todas las preguntas que me han surgido con respecto a la utilización de 

mi muestra. 

 

 

Nombre: 

_________________________________________________ 

Firma: 

_________________________________________________ 
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