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Resumo  
 

COLONETTI, Karina. LigA como vacina contra leptospirose: Avaliação de 
diferentes estratégias vacinais. 2012. 48f. Trabalho de Conclusão de Curso – 
Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas. 
 

 
A leptospirose é uma das zoonoses mais disseminadas no mundo, possuindo um 
importante impacto socioeconômico. A vacinação é uma medida profilática 
empregada para diminuir o número de casos da doença em humanos e, mais 
comumente, em animais. No entanto, as vacinas disponíveis possuem limitações, 
pois induzem uma proteção sorovar-específica de curta duração, além de 
apresentarem reações adversas após a administração. Tendo em vista estas 
limitações, novas estratégias para o desenvolvimento de uma vacina contra a 
leptospirose têm sido empregadas, como o uso de antígenos recombinantes e de 
vacinas de DNA. Neste contexto, a proteína de membrana externa LigA foi utilizada 
como vacina de DNA empregando a estratégia de prime-boost homólogo e 
heterólogo para a análise do seu potencial protetor em hamsters (Mesocricetus auratus). 
Assim, o gene ligA foi clonado no vetor de expressão em eucariotos pVAX, 
propagado em E.coli DH5-α,  purificado em larga escala para a obtenção das vacinas 
de DNA e transfectados em células HEK293 para análise funcional. Após a 
produção das vacinas, hamsters foram imunizados e a resposta imune avaliada 
através de ELISA e desafio com cepa virulenta homóloga. Após o desafio, os 
animais foram acompanhados diariamente quanto aos sinais clínicos e óbitos. 
Durante a necropsia, os órgãos foram analisados macroscopicamente e coletados 
para análises imunohistopatológicas e reisolamento do agente. Ao final dos 
experimentos, apenas machos vacinados com prime-boost heterólogo (40%) e 
homólogo (20%) sobreviveram ao desafio. Para fêmeas, somente um (16,7%) animal 
do grupo prime-boost homólogo sobreviveu. A técnica de imprint revelou que 
nenhum dos animais sobreviventes apresentou leptospiras nos órgãos analisados. 
As análises do ELISA revelaram níveis variáveis de anticorpos contra rLigA, não 
correlacionando com proteção. Dessa forma, conclui-se que embora a construção 
tenha sido funcional in vitro, a imunoproteção dos animais não foi significativa.  
 
Palavras-chave: Leptospirose, vacinas recombinantes, hamster, prime-boost. 



 

 

 
 
 
 

Abstract 
 
COLONETTI, Karina. LigA como vacina contra leptospirose: Avaliação de 
diferentes estratégias vacinais. 2012. 48f. Trabalho de Conclusão de Curso – 
Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas. 
 
Leptospirosis is a worldwide spread zoonosis with important socio-economic 
implications. Vaccination is used as a prophylactic measure to decrease the 
number of cases in humans and, more frequently, animals. However, available 
vaccines have substantial limitations due to serovar-specific, short term 
protection, besides presenting adverse reactions following administration. Owing 
to these limitations, new strategies to develop alternative vaccines against 
leptospirosis must be employed, such as the characterization of recombinant 
proteins and DNA vaccines. In this context, a DNA vaccine constructed with the 
outer membrane protein LigA was assessed using homologous and 
heterologous prime-boost strategies, seeking protective potential in the hamster 
model. Thus, the LigA gene was cloned into a eukaryotic expression vector 
pVax, propagated in DH5-α E. coli strain and purified in large scale to obtain the 
vaccinal doses. After vaccine production, hamsters were inoculated and the 
immune response assessed through ELISA and lethal challenge. After 
challenge, the animals were observed daily for clinical signs or death. During 
necropsy, macroscopic tissue alterations were noted and organs were harvested 
for histopathological assessment and leptospiral culture. At 21 days post-
challenge, only males vaccinated with heterologous (40%) and homologous 
(20%) prime-boost strategies survived. One female (16.7%) of the homologous 
strategy also survived. None of the survivors had visible leptospires in the 
harvested organs in the imprint assay. The ELISA showed variable antibody 
levels against rLigA, end these did not correlate with protection. In this light, we 
have shown that, although the constructions were functional in-vitro, they were 
not capable of generating significant survival rates in the challenge assay. 
 
Key words: Leptospirosis, recombinant vaccines, hamster, prime-boost.
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1 Introdução  

 

A leptospirose é uma das zoonoses mais disseminadas e de maior 

impacto econômico e social no mundo, ocorrendo principalmente em países 

subdesenvolvidos e em desenvolvimento, com clima tropical e subtropical (KO; 

GOARANT; PICARDEAU, 2009), podendo ser causada por qualquer um dos mais 

de 260 sorovares patogênicos das espiroquetas do gênero Leptospira descritos até o 

momento (CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009). A transmissão ocorre através do 

contado direto ou indireto com a urina dos animais infectados (ADLER; 

MOCTEZUMA, 2009).  

A vacinação é uma medida empregada para diminuir o número de casos 

da doença em animais. No entanto, a vacina disponível é uma bacterina, ou seja, 

uma preparação de leptospiras inativadas e adjuvante (FAINE et al., 1999). Suas 

principais limitações residem no fato de induzirem proteção de curta duração apenas 

contra os sorovares presentes na formulação e apresentarem reações adversas 

após a administração (LEVETT, 2001). Tendo em vista estas limitações, novas 

estratégias vêm sendo desenvolvidas para a prevenção da leptospirose e outras 

enfermidades, como o estudo de vacinas com subunidades proteicas (ADLER; 

MOCTEZUMA, 2009) e vacinas de DNA (CUI, 2005). O princípio “prime-boost” é 

baseado em imunizações múltiplas, sejam elas homólogas, onde o ‘prime’ é 

semelhante ao ‘boost’ ou heterólogas, onde o ‘boost’ difere do ‘prime’ (LU, 2009). 

Aplicado à leptospirose, ainda existem poucos estudos nesta área.  

O gene ligA é altamente conservado entre os sorovares patogênicos de 

Leptospira e codifica para uma proteína de fácil acesso ao sistema imune. Desta 

forma, o presente trabalho objetiva avaliar o potencial protetor deste segmento 

gênico quando administrado isoladamente (prime-boost homólogo) ou 

coadministrado com seu produto proteico (prime-boost  heterólogo). 
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2 Revisão de literatura 

 
A leptospirose é uma doença que acomete humanos e animais, 

principalmente caninos, bovinos e suínos, sendo causada por bactérias patogênicas 

do gênero Leptospira. Leptospiras são espiroquetas, com cerca de 0,1µm de diâmetro 

e 6-20µm de comprimento. O gênero Leptospira inclui espécies saprofíticas e 

patogênicas, o qual pertence à família Leptospiraceae, ordem Spirochaetales (FAINE et 

al., 1999).  

Morfologicamente todas as leptospiras são indistinguíveis, mas a morfologia 

de isolados individuais varia com a subcultura in vitro, e pode ser restaurada por 

meio de passagem em modelos animais suscetíveis à doença, como o hamster 

(HAAKE, 2006). As leptospiras têm extremidades distintas, em forma de ganchos. 

Possuem estrutura de dupla membrana, na qual a membrana citoplasmática e a 

parede celular de peptideoglicano são intimamente associadas e estão revestidas 

pela membrana externa, rica em lipopolissacarídeos (LPS) (HAAKE, 2000). Dois 

flagelos periplasmáticos com inserções polares são responsáveis pela motilidade e 

as proteínas FlaA e FlaB constituem a bainha e o núcleo do flagelo, respectivamente 

(PICARDEAU, 2001). O genoma possui dois cromossomos circulares, um com 

4279kb e o outro com 350kb. Não existem registros de plasmídeos para a espécie 

(ADLER; MOCTEZUMA, 2009). 

Descrições de síndromes similares à causada pela leptospirose são 

descritas desde as antigas civilizações; porém, o primeiro relato clínico descrevendo 

a leptospirose nos tempos modernos foi realizado somente em 1886, quando o 

médico alemão Adolf Weil descreveu a forma grave da doença em humanos (KO et 

al., 2009), que ficou conhecida como síndrome ou doença de Weil.  

A identificação do agente etiológico, no entanto, ocorreu somente em 1914, 

quando Inada e colaboradores obtiveram isolados de Leptospira por meio de um 

 



14 

 

estudo e infecção experimental, no qual inocularam em cobaias (Cavia sp.) o sangue 

de pacientes ictéricos e febris (INADA, 1916; NOGUCHI, 1917). Ao analisarem o 

tecido hepático dos animais infectados, perceberam a presença de espiroquetas, a 

qual foi denominada Spirochaeta icterohaemorrhagiae (INADA, 1916). Foi, ainda, pelo 

trabalho de 1916 do pesquisador japonês Noguchi, que o papel do rato na 

transmissão da doença para humanos foi elucidado (LEVETT, 2001). Após a 

publicação do trabalho de Inada, houve a confirmação da ocorrência da leptospirose 

por toda a Europa (LEVETT, 2001). 

Em 1918, Noguchi e colaboradores conseguiram classificar o agente em um 

novo gênero, o qual foi denominado de Leptospira. Este gênero incluía leptospiras 

patogênicas, todas denominadas Leptospira (Spirochaeta) icterohaemorrhagiae, e também 

leptospiras saprófitas (isoladas em 1914, por Wolbach e Binger), devido a 

similaridades morfológicas. As leptospiras saprófitas foram todas agrupadas sob a 

denominação de Spirochaeta biflexa (NOGUCHI, 1918).   

A divisão do gênero Leptospira foi feita em duas espécies e contava com uma 

subdivisão sorológica. As características antigênicas oriundas principalmente de 

antígenos de natureza lipopolissacarídica (LPS) da parede celular das leptospiras 

permitiu essa classificação, onde a unidade taxonômica do gênero é o sorovar. Os 

sorovares antigenicamente relacionados estão reunidos em sorogrupos (DIKKEN; 

KMETY, 1993). Tanto as espécies patogênicas quanto as saprófitas foram divididas 

em inúmeros sorogrupos e sorovares, avaliados e diferenciados através de reação 

de aglutinação cruzada com antígenos homólogos. Assim, duas cepas pertencerão a 

diferentes sorovares se, após a produção de antissoros e a adsorção cruzada destes 

com quantidades adequadas do antígeno heterólogo, mais de 10% do título 

homólogo permanecer regular em pelo menos um dos dois antissoros em testes 

repetidos (INTERNATIONAL COMMITTEE..., 1986).  

Além dos critérios patológicos, a divisão das espécies do gênero também 

contava com critérios fenotípicos. A Leptospira interrogans possuía forma esférica 

quando as células eram colocadas por 2 h em uma solução de NaCl (1M) a 20-30°C; 

não cresciam a 13°C e ou na presença de 8-azaguanina (225mg.mL-1). Já a L. biflexa 

não possuía forma esférica quando as células eram colocadas por 2h em uma 

solução de NaCl (1M) a 20-30°C, e poderiam ser  cultivadas a 13°C na presença de 

8-azaguanina (LEVETT, 2001; GOMES, 2012). 
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Em 1987, os estudos de hibridação de DNA impuseram o surgimento de 

outro sistema de classificação, pela comprovação de alta heterogeneidade entre os 

sorovares das espécies. A adoção da classificação baseada em componentes 

moleculares transformou as duas espécies anteriores em sete, cinco pertencentes à 

antiga L. interrogans e duas pertencentes à prévia L. biflexa (YASUDA et al., 1987), 

sendo elas: L. borgpetersenii, L. inadai, L. meyeri, L. noguchii, L. santarosai, L. weilii e L. wolbachii. 

Atualmente, 20 espécies estão descritas: as patogênicas L. alexanderi, L. alstonii, L. 

borgpetersenii, L. inadai, L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasie, L. weilli, L. noguchi, L. 

santarosai, L. wolffii, L. broomii, com cerca de 260 sorovares, e as saprófitas L. kmetyi, L. 

wolbachii, L. meyeri, L. biflexa, L. vanthielii, L. terpstrae e L. yanagawae com cerca de 60 

sorovares (CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009).  

Apesar da adoção da classificação genética para fins taxonômicos, ela ainda 

coexiste com a classificação sorológica, principalmente para finalidades 

epidemiológicas, a qual facilita a correlação com a fonte de infecção, já que os 

sorovares, na maioria das vezes, estão relacionados com hospedeiros específicos. 

Desta forma, o sorovar Canicola é comumente encontrado em cães, Bratislava em 

cavalos e suínos, Hardjo em bovinos e Australis e Pomona em suínos, 

Icterohaemorrhagiae em ratos (BERNARD, 1993; ELLIS et al., 1986; FONTAINE, 

2006; ADLER; MOCTEZUMA, 2009; BHARTI et al., 2003).  Porém, dependendo da 

região geográfica, um animal pode estar relacionado com um ou mais sorovares. 

A leptospirose pode ser classificada como uma zoonose, visto que a 

transmissão entre humanos é praticamente inexistente, apesar de o doente eliminar 

a bactéria por semanas ou até por um ano. Os principais transmissores da 

leptospirose são os animais infectados, os quais podem manifestar a doença de 

forma aguda ou crônica, podendo carrear as leptospiras durante longos períodos e 

de forma assintomática (BHARTI et al., 2003), eliminando-as contínua ou 

intermitentemente (LEVETT; HAAKE, 2009). Geralmente, a transmissão ocorre por 

contato direto ou indireto com a urina dos animais carreadores, através de água, 

solo ou alimentos contaminados (BHARTI et al., 2003, LEVETT, 2001).  Quando 

expostos a estas condições, as leptospiras penetram na corrente sanguínea pelas 

membranas mucosas ou conjuntivas, mesmo que intactas, ou pela pele com 

abrasões e cortes (LEVETT; HAAKE, 2009). Após esta etapa, o patógeno é capaz 

de se alojar em qualquer órgão, e sua apresentação clínica dependerá do sistema 

ou sistemas envolvidos (RATHINAM, 2002).  
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Assim, após as leptospiras entrarem no corpo e passarem por uma fase de 

multiplicação na corrente sanguínea (leptospiremia), ocorre a invasão das barreiras 

teciduais, podendo invadir o sistema nervoso central e do humor aquoso. A migração 

transendotelial do patógeno é facilitada por uma vasculite sistêmica, o que ocasiona 

o amplo espectro clínico da doença, podendo ocorrer lesões vasculares graves, 

levando à hemorragia pulmonar, isquemia do córtex renal e tubular-epitelial, necrose 

celular, destruição da arquitetura hepática, levando à icterícia e lesão em nível 

celular do tecido, com ou sem necrose (AREAN, 1962). Pode haver, também, 

provavelmente pela ação de endotoxinas, miosites e placentites (ADLER, 

MOCTEZUMA, 2009). A patogênese da leptospirose ainda não é claramente 

compreendida.  

No mundo, são estimados cerca de 500.000 casos anuais (HARTSKEERL et 

al 2011), embora a doença seja subdiagnosticada, em grande parte, por seus 

sintomas iniciais serem inespecíficos e por causa da limitada capacidade diagnóstica 

em locais onde a taxa de leptospirose é elevada (LEVETT; HAAKE, 1999; WHO, 

1999). Em sua fase inicial, a leptospirose apresenta sintomas como febre, náuseas, 

dores de cabeça e indisposição, facilmente confundidos com outras doenças 

tropicais ou gripe (VINETZ, 2001), apresentando taxa de mortalidade em torno de 

10%, e em seus estágios mais graves, quando as complicações são sistêmicas, com 

icterícia e falência renal, a taxa de mortalidade sobe para mais de 50% (McBRIDE et 

al 2005).  

Inicialmente, a leptospirose foi relacionada com atividades ocupacionais 

como a medicina veterinária, trabalhadores de abatedouros, agricultores em 

plantações de arroz ou atividades em saneamento básico. Com a evolução dos 

equipamentos de segurança de uso individual, ou até mesmo com a evolução do 

maquinário agrícola, o risco ocupacional (nos países desenvolvidos) foi reduzindo 

com o passar dos anos. Entretanto, o processo de ocupação descontrolada dos 

centros urbanos, aliado a más condições de saneamento básico, sobretudo em 

países em desenvolvimento, fez com que a leptospirose humana fosse considerada 

na última década como uma zoonose emergente. Além disso, a doença tornou-se 

um grande problema em áreas rurais e em países tropicais, os quais contam com 

altos índices de pluviosidade aliados a uma grande diversidade de sorovares 

presentes (ADLER; MOCTEZUMA, 2009; BHARTI et al., 2003; KO; GOARANT,; 

PICARDEAU, 1999). No ambiente urbano, as medidas profiláticas são de difícil 
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implementação e passam, basicamente, por melhoras nas condições de 

saneamento básico e desratização (MONAHAN; CALLANAN; NALLY, 2009). 

No mundo, apenas alguns países fazem uso da vacinação em humanos, tais 

como China, Cuba, França e Japão, ainda assim, em épocas endêmicas. Estas 

preparações, na maior parte dos casos, é composta por bacterinas, bactérias 

inativadas térmica ou quimicamente (SANCHES et al., 2002, MARTINEZ et al., 2004; 

KOIZUMI;  WATANABE, 2005; YANAGIHA et al., 2007). No Brasil, não existe vacina 

contra a leptospirose disponível para humanos. Para animais, as vacinas contra a 

leptospirose são comercializadas, e, em sua composição, constam os sorovares que 

mais atingem a espécie à qual se destinam. Assim, vacinas para cães, por exemplo, 

contém, geralmente, mas não exclusivamente, os sorovares Canícola e 

Icterohaemorrhagiae (ADLER; MOCTEZUMA, 2009). Estas vacinas, em sua maior 

parte, previnem a disseminação renal do patógeno, mas existem relatos de cães 

imunizados transmitindo a doença para humanos. Ainda, o animal pode ser 

infectado por um dos sorovares que não está presente na composição da vacina 

(PRESCOTT, 2008).  

Apesar de estar associada com a redução dos casos e uma eficácia maior 

que 70%, as vacinas compostas por bacterinas estão associadas a efeitos 

colaterais, sistêmicos e locais, como dor, febre, e, ainda, pode estar relacionada com 

doenças autoimunes, como a uveíte (FAINE et al., 1999, KOIZUMI; WATANABE, 

2005, SANCHES et al., 2000). Estes foram os motivos que levaram a China a testar 

uma nova formulação para a vacina, passando a utilizar o envelope externo, a qual 

demonstrou menos efeitos colaterais e boa proteção quando comparado a bacterina 

(KOIZUMI; WATANABE, 2005). O Japão também utiliza tal formulação (YAN et al., 

2003).  Entretanto, independente da formulação, o meio de imunização atual ainda é 

sorovar-específico, oferece uma proteção de curta duração e frequentemente 

necessita de várias doses (boosts). Assim sendo, a procura por uma vacina que 

ofereça proteção com ausência de efeitos colaterais, efetiva contra a leptospirose 

aguda e crônica é altamente desejável (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009). 

Atualmente, o foco está nas vacinas recombinantes, sejam elas de subunidade ou 

DNA, vetorizadas ou não. 

As vacinas de subunidade possuem vantagens como a produção de poucos 

efeitos colaterais, porém, também estão tradicionalmente ligadas a uma baixa 

resposta imune. A fim de contornar este problema, adjuvantes moduladores de 
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resposta imune são comumente empregados nas formulações vacinais de vacinas 

de subunidade (McKEE et al., 2010). O adjuvante mais utilizado atualmente e o 

único permitido para a vacinação humana são os sais minerais de alumínio, tais 

como o hidróxido. Apesar de ser considerado um adjuvante pouco potente, o 

alumínio induz majoritariamente uma resposta Th2 (anticorpos IgG1) (LIU, 2010) e 

não está relacionada a série de problemas encontrados nos adjuvantes oleosos. 

Vários trabalhos demonstram a potencialidade das vacinais de DNA para o 

desenvolvimento de uma formulação efetiva contra a leptospirose (BAOMIN, 2000; 

BRANGER, 2005; FAISAL et al., 2008; MANEWATCH, 2007; HE, 2008). As vacinas 

de DNA têm sido utilizadas para diversas doenças (CUI, 2005), com diversas 

vantagens associadas a sua produção (ULMER; WAHREN; LIU, 2006), estabilidade 

à temperatura ambiente (DEVON; WEINER, 2000), facilidade de administração (LIU; 

ULMER, 2005) aliados a um baixo custo de produção (BABIUK, 2000). Em poucos 

anos, a tecnologia de vacinas de DNA evoluiu de uma observação interessante a 

aplicação prática (LOWE; SHEARER; KENNEDDY, 2006). Vacinas gênicas já são 

utilizadas em cães para tratamento de melanoma com segurança e eficácia (DINIZ, 

2010; GROSENBOUGH et al., 2011). A administração de uma única dose de 

plasmídio pode proporcionar um amplo espectro de resposta imune, incluindo a 

ativação dos linfócitos T CD8+ e linfócitos T CD4+, os quais secretam citocinas e 

têm função reguladora na produção de anticorpos (KOWALCZYK; ERTL, 1999).  

Para a leptospirose, na maioria dos animais, a resposta imune é 

predominantemente humoral (CHALLA, 2011; JOST, 1986). Entretanto, em bovinos, 

a estimulação via Th1 mostrou-se importante, indicando que a estimulação da 

resposta imune celular pode desempenhar um importante papel na imunidade contra 

o patógeno (BALDWIN et al, 2002). Essa hipótese vem sendo cada vez mais aceita 

diante da descrição do papel da resposta mediada por células contra Leptospira, 

baseada em Th1 CD4+ com produção de interferon gama (INF-y) pelas células 

gama-delta (γδT) (KLIMPEL; MATTHIAS; VINETZ, 2003; NAIMAN et al., 2001 ). 

Diferentes técnicas vacinais vêm sendo desenvolvida ao longo dos anos, e 

entre elas está o esquema de prime-boost, baseada em múltiplas doses do mesmo 

antígeno. Esta técnica foi utilizada pela primeira vez em 1992, em testes de vacinas 

em primatas não humanos contra o HIV, em sua versão homóloga, ou seja, duas 

doses apresentadas na mesma forma vacinal. O método do prime-boost heterólogo 

consiste na ativação de diversas vias imunológicas através de diferentes métodos 
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vacinais, com o mesmo antígeno. O princípio da utilização do prime-boost heterólogo 

é o estímulo das respostas imune humoral e celular simultaneamente, contornando 

problemas pertinentes ao uso de vacinas inativadas e de subunidade, as quais não 

são eficientes em elicitar uma resposta de células T. A vacinação através do prime-

boost heterólogo fornece oportunidades tanto às abordagens tradicionais quanto às 

novas formas de imunização, ao provocar respostas imunes únicas, permitindo uma 

melhor imunogenicidade e/ou proteção (LU, 2009).  

A publicação das sequências genômicas inteiras de sorovares patogênicos 

tem favorecido esclarecimentos acerca de fatores de virulência e possibilitado o 

desenvolvimento de estratégias baseadas no genoma, tornando possível a 

prospecção in silico de alvos potenciais (BULACH et al., 2006, CHOU et al., 2012; 

NASCIMENTO et al., 2004; REM, 2003). A partir dos trabalhos de sequenciamento 

vários fatores de virulência foram identificados, incluindo as proteínas de membrana 

externa conhecidas como Lig (Leptospiral imunoglobulin-like proteins). As proteínas 

Lig possuem domínios da superfamília Big (bacterial imunoglobulin-like) repetidos 

em tandem, e são assim denominadas por pertencerem à família Lig, presente 

apenas em leptospiras patogênicas. Este grupo proteico conta com dois genes e um 

pseudogene em várias cepas, ligA, ligB e ligC, respectivamente, e sua expressão 

está diretamente relacionada com a virulência (MATSUNAGA et al., 2003). A 

expressão destes genes em culturas, particularmente no que se refere ao ligA, é 

relacionada com o número  de passagens in vitro. Cultivos de alta passagem deixam 

de expressar a proteína; porém, in vivo, a expressão é aumentada. As condições de 

osmolaridade fisiológicas aumentam as taxa de expressão dos genes lig 

(MATSUNAGA et al., 2005). Imunologicamente, as proteínas Lig são 

majoritariamente reconhecidas pelo hospedeiro durante a infecção aguda 

(MATSUNAGA et al., 2003).  

Choy et al. (2007) demonstraram que tanto LigA quanto LigB são capazes 

de ligarem-se a componentes da matriz extra celular e fibrinogênio, sendo 

considerados componentes da superfície microbiana que reconhecem moléculas 

adesivas da matriz celular (MSCRAMMs), envolvidos na interação com o 

hospedeiro. A diversidade de ligantes relatados a família Lig, poderiam, então, estar 

relacionados à diversos estágios da patogênese, os quais incluem processos críticos 

de adesão. A invasão dos túbulos distais, por exemplo, seria dada a partir da 

interação das proteínas Lig com colágeno tipo I no tecido conjuntivo e colágeno tipo 
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IV e laminina nas membranas basais. Assim, as leptospiras circulantes na corrente 

sanguínea poderiam ter acesso ao túbulo proximal no rim via glomérulos, onde a 

lâmina basal fica exposta ao sangue, podendo explicar porque há uma alta 

densidade de leptospiras naquele local. Ainda, tornariam as leptospiras mais 

vulneráveis a uma vacina que prevenisse a adesão celular, viso que isto 

comprometeria os estágios posteriores da infecção. 

A LigA é uma proteína de membrana externa (OMP) de 130kDa,  a primeira 

de leptospira a ser descrita como contendo 12 ou mais repetições em tandem e 

também é a primeira a ser expressa durante a infecção (PALANIAPPAN et al., 

2002). Possui 1224 aminoácidos e pode ser dividida em dois segmentos, levando 

em conta sua similaridade com LigB. A parte inicial, de seis domínios N- terminais, é 

muito similares a presente na proteína LigB. A segunda parte, composta de seis 

domínios carboxi-terminais é única (KOIZUMI; WATANABE, 2004), dando origem ao 

termo LigANI, correspondendo aos nucleotídeos 1873-3675, referente aos 

aminoácidos 625-1224 (SILVA et al., 2007). Está presente de forma conservada em 

leptospiras patogênicas, embora não seja encontrada em todas as espécies. Até 

agora, identificou-se LigA apenas em L. interrogans e L. kirschneri (MCBRIDE et al, 

2009). L. interrogans sorovar Lai é o único isolado desta espécie no qual LigA não foi 

encontrado (REM et al, 2003). Ainda, a diversidade genética dos genes lig tem 

importantes implicações na seleção de peptídeos utilizados para fins vacinais e 

diagnósticos (MCBRIDE et al., 2009). 

O segmento gênico codificador para LigA tem sido extensivamente estudado 

para fins vacinais, tanto por sua localização na membrana externa, o que o torna 

acessível para o sistema imune, quanto por sua similaridade entre as espécies 

patogênicas, o que potencializa a obtenção de uma proteção cruzada. Os resultados 

de testes de imunoproteção relatados para LigA apresentadas de diversas formas 

são variáveis, com sobrevivência de 50 a 100% (FAISAL et al., 2008, KOIZUMI; 

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

Um dos mais recentes trabalhos na área utilizou vários segmentos da 

proteína com o intuito de identificar quais os domínios mais fortemente ligados à 

imunoproteção. Como resultado, encontrou-se que são necessários para a 

imunoproteção os domínios 11 e 12 acompanhados de um terceiro domínio, 

podendo ser os domínios 10 ou 13 (COUTINHO et al., 2011).  
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Até o momento, apenas cinco trabalhos foram publicados utilizando vacinas 

de DNA contra a leptospirose, listados na tabela 1. 

 

Tabela 1. Trabalhos publicados com vacina de DNA contra a leptospirose.  

Segmento 

gênico 

Modelo animal Imunoproteção Referência 

LipL32 Gerbil Proteção parcial Branger et al., 

2005 

FlaB2 Cavia Proteção parcial Baomin et al., 

2000 

LigA truncada Hamster Sobrevivência 

alta dos controles 

Faisal et al., 2008 

OmpL1 Hamster Sobrevivência 

30% 

Manewatch et al, 

2007 

LipL21 Cavia Todos os animais 

sobreviveram 

He et al, 2008 

  

 As vacinas de DNA apresentam algumas desvantagens como limitação a 

imunógenos proteicos, possibilidade de produção de anticorpos contra o DNA e 

possibilidade de tolerância ao antígeno, mas estes trabalhos demonstram a 

potencialidade das vacinas para o desenvolvimento de uma vacina efetiva contra a 

leptospirose. Mais estudos necessitam ser feitos a fim de se conhecer a melhor 

formulação assim como as características imunes geradas por este tipo de vacina.

 Atualmente, muitos dos trabalhos sobre vacinas para leptospirose são feitos 

em Mesocricetus auratus, tradicionalmente conhecido como hamster sírio capa dourada. 

Embora as cepas patogênicas de leptospira tenham a capacidade de infectar uma 

grande variedade de animais, o hamster sírio é o preferido por ser suscetível à 

infecção e também por apresentar resultados com melhor reprodutibilidade (HAAKE, 

2006).  O curso da infecção é muito parecido com o verificado em humanos, o 

modelo sofre de infecção aguda, apresentando síndrome pulmonar hemorrágica 

associada à leptospirose, além de ser bem caracterizado para a doença e aceito por 

órgãos regulatórios para testes de vacinas comerciais (DELLAGOSTIN et al., 2011).  
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3 Metodologia 
 
3.1 Cepas, cultivo e bacterinas 
 

A cepa L. interrogans Icterohaemorragiae sorovar Copenhageni FIOCRUZ L1-130 

(NASCIMENTO et al., 2004) foi utilizada em todas as etapas. As bactérias foram 

cultivadas a 30ºC em meio Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) (Difco 

Laboratories®) enriquecido com 10% de suplemento comercial (Difco®) em estufa 

bacteriológica (B.O.D) sob condições aeróbicas. A contagem de células foi realizada 

em câmara de Petroff-Hausser (Thomas Scientific®). 

A fim de obter bacterinas para a vacinação dos animais, 1x108 células de L. 

interrogans cepa L1-130 foram inativadas por calor, a 56°C por 30min, centrifugadas a 

10.000xg por 10min e lavadas duas vezes com PBS estéril e ressuspendidos em 

200µL de PBS estéril. 

 

3.2 Obtenção dos plasmídios e proteína recombinante 

O plasmídio pVax/LigA para as vacinas de DNA foram obtidos em parceria 

com a FIOCRUZ, Laboratório de Tecnologia Recombinante- LATER, 

Biomanguinhos. Após a caracterização das vacinas de DNA mediante sistema 

eucarioto, os plasmídios foram novamente propagados em cepa E. coli DH5-α, em 

meio LB com canamicina em sistema de larga escala (500ml) e purificados com o kit 

NucleoBond® Xtra Maxi Plus (Macherey - Nagel), armazenados a -20ºC. 

Para o sistema de expressão heterólogo visando a obtenção da proteína 

rLigANI, utilizou-se a cepa de E. coli  TOP10F (Invitrogen®) transformada com o 

plasmídeo pET100 (Invitrogen®) com o inserto genômico codante para LigA 

(domínios 7 a 13), conforme descrito por Silva et al., (2007) crescida em meio LB 

suplementado com 100μg.mL-1  de ampicilina e induzidos com IPTG, quando 
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necessário. O cultivo foi centrifugado, o pellet ressuspendido em solução de lise com 

ureia e a purificação da proteína foi realizada por cromatografia de afinidade em 

coluna de Ni-Sepharose, utilizando o sistema AKTAPrime (GE Healthcare®). Após o 

processo, procedeu-se a diálise com PBS durante 48h. Para todas as cepas de E. coli 

utilizadas, as condições de cultivo foram 37°C, 200 rpm.  

 

3.3 Transfecção de pVaxLigA em células HEK293 

A caracterização foi realizada pela transfecção de células HEK293 com o 

plasmídio para sistema de expressão eucarioto pVax (Invitrogen®), sem o inserto 

codante e com o inserto codante para LigA (pVAX/LigA)  em uma placa de seis 

cavidades utilizando LipofectamineTM 2000 (Invitrogen®) de acordo com o protocolo 

do fabricante. Inicialmente, 1,5µL de Lipofectamine® 2000 e 36µL de meio livre de 

soro foram misturados e incubados por 5 min a temperatura ambiente e 500ng de 

DNA foi adicionado e incubado a 20 min. Após, outros 500µL de meio livre de soro 

foi adicionado e a mistura final foi incubada em placa de seis cavidades a 37°C. 

Quarenta e oito horas depois da transfecção, as células foram lavadas duas vezes 

com PBS gelado e lisadas com tampão de lise contendo SDS (Tris 50mM, pH 6,8, 

DTT 50mM, SDS 2%, glicerol 10%, PMSF 100µg.µL-1, leupepetina 10µg.µL-1 e 

bromofenol blue 0,1%) por 10min no gelo. Os lisados celulares foram fervidos e 

centrifugados a 12.000 x g a 4°C por 10min. As soluções do sobrenadante foram 

coletadas e analisadas por Western Blotting (WB) (SAMBROOK; RUSSELL, 2001), 

utilizando anticorpo anti-LigA conjugado com peroxidase e revelação com DAB/H2O2. 

 

3.4 Imunizações 

 

As doses vacinais foram compostas de 100µg de DNA plasmidial com ou 

sem o inserto gênico LigA (131-1224aa) ou 40µg de rLigANI (625-1224 aa). Os 

imunógenos foram injetados pela via intramuscular, duas vezes, com um intervalo de 

14 dias entre as doses. Todas as doses foram ajustadas para um volume final de 

200µL. A tabela 2 apresenta os dados referentes às doses recebidas pelos animais 

conforme o grupo a que pertenciam. 
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Tabela 2. Imunizações. Doses utilizadas por animal, conforme grupo. 

Grupo 1ª dose 2ª dose 

1 Bacterina 108 células em PBS 108 células em PBS 

2 PBS 200µL PBS 200µL PBS 

3 pVax 100µg  pVax 100µg pVax 

4 pVax / Al(OH)3 100µg pVax 15% Al(OH)3 

5 pLigA  100µg pLigA 100µg pLigA 

6 pLigA  / rLigA+ Al(OH)3 100µg pLigA 40µg rLigA + 15% Al(OH)3 

 

3.5 Aspectos éticos 

 

Este trabalho faz parte de um projeto cadastrado no COCEPE/UFPel sob o 

número 5.00.00.019 e analisado pela Comissão de Ética em Experimentação Animal 

(CEEA) da UFPel, processo nº 23110.004657/2010-84. Os animais utilizados neste 

trabalho foram tratados de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação 

Animal, recomendados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 

Além disso, o laboratório de Biologia Molecular (CDTec) possui Certificado de 

Qualidade em Biossegurança nº0081/98. 

 

3.6 Modelo animal  

 

Para os ensaios de imunoproteção utilizaram-se hamsters sírios (Mesocricetus 

auratus) com quatro semanas de idade, de ambos os sexos, mantidos em regime de 

nutrição ad libitum.  Os animais foram alocados em seis grupos distintos, conforme a 

vacina recebida. Assim, foram formados cinco grupos de seis animais e um grupo de 

quatro animais (PBS) para fêmeas e (n=34) e cinco grupos de cinco animais e um 

grupo de quatro animais (PBS) para machos (n=29).  Todos os animais foram 

mantidos no Biotério Central da UFPel em estantes ventiladas, acondicionados em 

mini-isoladores. Após o desafio, os animais foram monitorados diariamente em 

relação ao seu comportamento, ao aparecimento de sinais clínicos e ao peso.  
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3.7 Coleta de amostras biológicas e desafio 

 

Os animais foram submetidos ao desafio 14 dias após a segunda dose 

vacinal (dia 28). A dose-desafio foi composta de 5x10² leptospiras vivas, de baixa 

passagem, administrada intraperitonealmente. 

Amostras de sangue total foram coletadas em três ocasiões: no dia 0, pré-

imunização, no dia 14, antes da segunda dose e no dia 28, precedendo o desafio. 

As coletas de sangue foram realizadas por flebotomia do plexo retro-orbital. O 

material foi depositado em microtubos com 15µL de EDTA 10%. O sangue foi 

centrifugado durante 5min a 3000xg para a separação do plasma, o qual foi 

armazenado sob a -20ºC, até a utilização para os ensaios de ELISA. 

Rim, fígado e pulmão foram coletados de todos os animais para a análise 

histopalógica e armazenados em nitrogênio para posterior análise de danos 

teciduais e celulares. Os animais sobreviventes, 24 dias pós desafio, tiveram os 

mesmos órgãos coletados, mas um segmento dos órgãos foi armazenado também 

em formol 10% para impregnação com nitrato de prata. 

 

3.8 Histopatologia 

 

As amostras histológicas coletadas e armazenadas em nitrogênio foram 

seccionadas por criomicrotomia e coradas com hematoxilina-eosina (HE) para 

análise do dano tecidual. 

As amostras armazenadas em formol 10% foram submetidas a impregnação 

por prata, com a finalidade de visualizar a presença de leptospiras no órgão, 

cobrindo possíveis falhas da técnica de imprint, pelo método Levaditi (BRANDESPIM 

et al., 2003). Resumidamente: a partir da armazenagem em formol 10%, o material 

foi lavado em água e embebido em álcool etílico absoluto por um dia e então 

colocado em água até o tecido afundar. O tecido foi impregnado com nitrato de prata 

2% a 37°C por quatro dias, trocando a solução diariamente. Lavou-se o tecido em 

água destilada e em solução redutora. Após novas lavagens com água destilada, o 

órgão foi desidratado em álcool (50, 70, 80, 90 e 99°GL), diafanizado e incluído em 

parafina, cortado com lâmina 5µm, desparafinado com xilol e montado em resina 

sintética.  
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3.9 Técnica de imprint 

 

Rim, fígado e pulmão de todos os animais foram coletados e a técnica de 

imprint foi realizada conforme descrito anteriormente por Chagas Júnior et al. (2009). 

Brevemente, os órgãos foram cortados ao meio e pressionados sobre as lâminas 

preparadas com poli-L-lisina e fixadas com acetona. Foram, então, hidratadas três 

vezes e bloqueadas com solução de BSA 0,4% por 40 min. Após lavagem, as 

lâminas foram cobertas com anticorpo anti-leptospira inteira, produzido em coelhos e 

incubadas durante 1h. Lavaram-se as lâminas e adicionou-se anti-coelho conjugado 

a FIT-C. após novo período de incubação, as lâminas foram lavadas e montadas 

para a leitura em microscópio de campo escuro.  

 

3.10 Reisolamento 

 

O rim esquerdo de todos os animais destinou-se à cultura. O rim esquerdo 

foi coletado e macerado. O macerado do órgão foi incubado durante uma hora em 

meio EMJH suplementado em estufa B.O.D a 37ºC. Após este período, 500µL de 

sobrenadante foram passados para novos tubos falcon contendo meio EMJH fresco. 

As culturas são avaliadas semanalmente, a partir do 20º dia em cultura. A avaliação 

prosseguirá até a décima semana. 

 

3.11 ELISA indireto 

 

Para o ELISA indireto, 10 µL do soro de cada um dos animais que 

compunham os seis diferentes grupos originaram o pool do grupo correspondente. 

Este pool foi utilizado para todos os ensaios deste tipo. Inicialmente, microplacas de 

96 poços foram sensibilizadas com 50ng do antígeno por cavidade. A etapa de 

sensibilização ocorreu over night a 4°C. Após essa etapa, as placas foram lavadas 

com PBS-T por três vezes, e bloqueadas por 1h a 37°C com solução de lavagem 

adicionada de leite em pó desnatado 1%. Novas lavagens foram realizadas e os 

soros diluídos (1:100) foram adicionados às cavidades e mantidos à 37°C por mais 

uma hora. Após novas lavagens, adicionou-se conjugado anti-IgG total de hamster 

sírio (1:6000), seguindo-se uma nova etapa de incubação, nas condições 
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previamente citadas. Após cinco lavagens, solução de revelação foi adicionada às 

placas. Depois de um período de incubação de 15min à temperatura ambiente, a 

reação foi parada com ácido sulfúrico 2M. As densidades ópticas foram obtidas a 

492nm. 

 

3.12 Análises estatísticas 

 

Todas as análises estatísticas e os gráficos de sobrevivência foram 

realizados no programa Prisma 4 for Windows versão 4.03. O teste de Fisher foi 

utilizado para a análise de mortalidade e o LogRank Test foi utilizado para a análise 

de sobrevivência. O Teste T de Student foi utilizado para a análise do ELISA.
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4 Resultados 

 

4.1 Expressão e caracterização 

 

A técnica de WB para a caracterização das construções plasmidiais em 

células HEK 293 apresentaram as massas moleculares esperadas para rLigA (131-

1224), tanto no extrato celular quanto no sobrenadante. Nenhuma banda foi 

verificada nos controles de células transfectadas com o vetor sem o inserto ou não 

transfectadas (figura 1). Resultados condizentes com o esperado também foram 

observados na caracterização da proteína rLigA (625-1224), tanto por WB quanto 

por SDS-PAGE (figura 2). Estes resultados confirmaram a expressão celular da 

vacina de DNA, bem como o reconhecimento das proteínas recombinantes pelos 

anticorpos anti-rLigA ou anti-cauda de histidina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Transfecção de células HEK 293. WB com anticorpo monoclonal anti-LigA 
conjugado com peroxidase. Coluna 1, marcador molecular Magic Mark 
(Invitrogen®); coluna 2, sobrenadante pVAX; coluna 3, sobrenadante 
pVAX/LigA; coluna 4, sobrenadante do controle de células; coluna 5, 
extrato celular de pVAX; coluna 6, extrato celular de pVAX/LigA; coluna 7, 
extrato celular do controle das células; coluna 8, 500ng de LigANI 
(controle positivo). 

  1        2        3        4       5        6       7       8  

63 kDa 

120 kDa 

 



29 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Figura 2. Caracterização da proteína recombinante LigANI por WB e 
SDS-PAGE. (A) WB com anticorpo monoclonal anti-cauda 
poli-histidina conjugado com peroxidase (Sigma) na diluição 
1:3000. As bandas foram reveladas com DAB/H2O2, onde: 
Coluna 1 (C+), LipL32 (32 kDa), coluna 2, LigANI (63 kDa). 
(B) SDS-PAGE 12% corado com Comassie Blue, mostrando 
o resultado da purificação das proteínas recombinantes. 
Coluna 1, LigANI com 63 kDa e Coluna 2, LipL32 (32 kDa, 
C+). 

 

 

4.2 Modelo animal 

 

Todos os animais desafiados apresentaram sinais clínicos para a doença. 

Os animais que vieram a óbito entre o nono e o décimo quarto dia pós-desafio 

apresentaram perda de peso de aproximadamente 10% do seu máximo atingido. A 

tabela 3 e a figura 3 demonstram os dias para óbito e a sobrevivência, enquanto a 

figura 4 é demonstrativa para os dados das pesagens, onde pode ser verificada a 

queda de peso brusca que antecede o óbito. Todos os animais do grupo PBS vieram 

a óbito, enquanto todos os animais do grupo bacterina sobreviveram ao desafio letal. 
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Tabela 3. Sobrevivência conferida pela imunização com o método prime-boost 
contra desafio letal em hamster. 

 

Grupos 
Sobreviventes/Total 

(%) 
Dias para óbito 

 M F M F 

 pVax 0/5 (0) 0/6 (0) 9,9,10,10,11 9,9,10,10,10,14 

 pVax / Al(OH)3 0/5 (0) 0/6 (0) 9,9,9,9,13 9,10,10,10,11,13 

 pVaxLigA 1/5 (20) 0/6 (0) 9,10,10,11 10,10,10,10,11,11 

 pVaxLigA/rLigA + Al(OH)3 2/5 (40) 1/6 (16,7) 10,10,11 10,10,11,11,11 
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Figura 3. Gráficos de sobrevivência. (A) fêmeas (B) machos. O eixo vertical 
representa a sobrevivência em porcentagem. 

 

 

Figura 4. Dados relativos à pesagem do grupo pLigA/rLigA + Al (OH)3. A figura é 
demonstrativa para o comportamento do peso dos animais que vieram a 
óbito. Observa-se declínio de aproximadamente 10% do peso de todos os 
animais, exceto no animal 4, o único sobrevivente do grupo.  
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4.3 Histopatologia 

 

Macroscopicamente, todos os animais que vieram a óbito entre o nono e o 

décimo quarto dia pós-desafio apresentaram sinais típicos para a leptospirose 

aguda. Os dados referentes à histopatologia dos tecidos coletados ainda estão em 

andamento.  

 

4.4 Técnica de imprint 

 

Para os animais sobreviventes dos grupos 3 e 4 não foi detectada a 

presença de leptospiras em qualquer um dos órgãos analisados. Para o grupo 

bacterina, detectou-se presença de leptospiras nos rins para dois animais e no 

pulmão em um animal. A tabela 4 explicita os resultados da técnica enquanto a 

figura 5 é representativa para os resultados encontrados nos três órgãos. 

 

Tabela 4. Técnica de imprint. Imprints positivos por órgão e grupo vacinal, em 

números absolutos e separados por sexo. 

Grupo Rim  Fígado  Pulmão  Tot de + 

M F M F M F M F 

1 Bacterina 1/5 1/6 0/5 0/6 0/5 1/6 1/5 2/6 

2 PBS 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 3/4 4/4 4/4 

3 pVax 5/5 6/6 5/5 6/6 5/5 6/6 5/5 6/6 

4 pVax / Al(OH)3 5/5 6/6 5/5 6/6 5/5 6/6 5/5 6/6 

5 pVaxLigA 4/5 6/6 3/5 6/6 2/5 6/6 4/5 6/6 

6 pVaxLigA/rLigA + 

Al(OH)3 

3/5 5/6 2/5 5/6 3/5 4/6 3/5 5/6 
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Figura 5. Técnica de imprint. Fotos representativas de pulmão (a), fígado (b) e rim 
positivos (c), observadas em microscópio de fluorescência. 

 

4.5 Reisolamento  

 

Os dados apresentados correspondem a dados parciais, referente ao 

acompanhamento durante duas semanas após o fim do experimento. Podem-se 

verificar os dados parciais conforme grupo e sexo na tabela 5. 

 

Tabela 5. Crescimento de leptospiras em cultivo a partir do macerado renal 

(positivos/total).  

Grupo Machos Fêmeas 
Tempo em 

cultura* 

1 Bacterina 0/5 0/6 2  

2 PBS 2/4 2/4 4 

3 pVax 3/5 6/6 4 

4 pVax / Al(OH)3 1/5 5/6 4 

5 pVaxLigA 3/5 4/6 4 

6 pVaxLigA/rLigA + 

Al(OH)3 
3/5 4/6 4 

* Tempo de cultura em semanas. Todos os negativos tem tempo de cultura igual a duas semanas. 

 

4.6 ELISA 

 

Para as fêmeas, a resposta imune humoral para IgG total apresentou 

diferença estatística entre os dias 14 e 28 (p=0,01) dos grupos vacinados com 

pLigA/rLigA e pVax/Alum , havendo, também, diferença estatística entre os dias 0 e 

14 (p= 0,01) e 14 e 28 (p=0,04) do grupo vacinado com pLigA/rLigA. Não houve 

resposta humoral significativamente relevante entre os grupos que receberam 

  a   b   c 
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apenas vacinas de DNA, quando comparado ao seu controle, tanto para machos 

quanto para fêmeas. Em machos também não foi verificada diferença estatística 

entre quaisquer grupos ou dias (figura 6). 

 

 

 

 

Figura 6. Detecção de imunoglobulina G por ELISA indireto. (1) ELISA IgG total de 
fêmeas. Letras em iguais representadas em caixas diferentes 
representam diferença estatística (p=0,01). O símbolo * representa 
diferença estatística entre entre as respostas desenvolvidas pelas doses 
dentro do grupo, nos dias 0 e 14 (p= 0,01); 14 e 28 (p=0,04). (2) ELISA 
IgG total de machos. Não houve diferença estatística entre quaisquer 
grupos.  
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5 DISCUSSÃO 

 

A Leptospira tem como principais hospedeiros os roedores, os quais podem 

transmitir o patógeno para animais domésticos e também para humanos. (FAINE, 

1999; LEVETT, 2001). Em animais, a leptospirose está relacionada com quedas 

reprodutivas e de conversão alimentar. Apesar de ser uma doença com índices de 

mortalidade em torno de 10%, ela está relacionada com uma alta morbidade, 

inclusive para humanos.  

Vários trabalhos têm sido publicados indicando o potencial das proteínas 

LipL32, LigB e LigA, as quais são proteínas de membrana externa consideradas 

como candidatas ao desenvolvimento de uma vacina contra a leptospirose. As 

proteínas da família Lig, em especial LigA e LigB apresentaram os melhores 

resultados até o momento em experimentos de imunoproteção (KO; GOARANT; 

PICARDEAU, 2009). Dessa forma, nosso estudo realizou a abordagem para avaliar 

o potencial imunogênico de LigA, utilizando vacinas de DNA e prime-boost. 

A vacinação com DNA têm sido testada contra vários patógenos, 

apresentando resultados promissores (CUI, 2005). A resposta imune específica a um 

antígeno pode ser estimulada pela inoculação intramuscular de um plasmídeo 

contendo DNA exógeno expresso. Desta maneira, vacinas de DNA podem induzir 

uma resposta imune significativa tanto celular como humoral sem a adição de 

nenhum adjuvante (LIU; ZHANG; ZHAO, 2010). 

Atualmente, não existe uma vacina contra a leptospirose humana aceita 

mundialmente. Na área animal, a vacinação é empregada desde a década de 50 

(FAINE et al., 1999). Porém, novas estratégias têm sido utilizadas para a diminuição 

da disseminação das leptospiras patogênicas entre os rebanhos, devido às grandes 

perdas econômicas causadas pelas infecções. Assim, a prioridade está sendo no 
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desenvolvimento de vacinas que gerem uma resposta imune efetiva e inibam a 

eliminação de leptospiras através da urina (DELLAGOSTIN et al., 2011).  

A imunidade estéril é um marcador secundário muito importante em 

avaliações de candidatos vacinais, tendo em vista que as vacinas comerciais 

utilizadas em animais não previnem a leptospirúria (ADLER; MOCTEZUMA,2009). O 

isolamento através da cultura é considerado o padrão-ouro na detecção direta de 

leptospiras em amostras biológicas (WHO, 2003). Entretanto, uma série de fatores 

pode prejudicar a eficácia e viabilidade da detecção de leptospiras na cultura 

(FAINE, 1999; LEVETT, 2001; PALANIAPPAN et al., 2005; ADLER e MOCTEZUMA, 

2009), entre elas, a presença de contaminantes, o que ocasiona potenciais falsos 

negativos.  

A técnica de Levaditi, em conjunto com a técnica de imprint e cultura do 

macerado renal potencializa a detecção do microorganismo. O imprint, como se 

sabe, é uma técnica que só identifica leptospiras inteiras e não diferencia leptospiras 

viáveis de não viáveis (CHAGAS JÚNIOR, 2009). Além disso, a avaliação 

macroscópica durante a necropsia e a análise histopatológica realizada em órgãos 

como pulmões, fígados e rins, pode determinar padrões de manifestações 

patológicas semelhantes ao que ocorrem em humanos e animais ou, até mesmo, 

determinar novos padrões de ocorrência relacionados a novos sorovares 

(ATHANAZIO et al., 2008). 

No grupo bacterina, houve presença de leptospiras no imprint renal de dois 

animais e no imprint pulmonar de um animal. O candidato vacinal, apesar de não ter 

protegido os animais da morte de forma estatisticamente relevante, se mostrou 

eficiente, por hora, em prevenir a colonização dos órgãos dos animais sobreviventes. 

Estes resultados poderão ser confirmados por outras técnicas em andamento, como 

a análise histopatológica, Levaditi e cultura renal. Independente de presença de 

leptospiras nos animais sobreviventes dos grupos vacinais, avaliar-se-á se o dano 

ocasionado aos tecidos foi de mesma intensidade dos ocorridos nos grupos controle.   

O nosso grupo construiu um plasmídio de expressão eucariota que codifica 

para o gene LigA em um fragmento quase total (90%), os quais transfectaram com 

sucesso em células HEK293, indicando que o antígeno pode ser apresentado para o 

sistema imune. Outros grupos falharam em expressar esta proteína em sua 

totalidade, o que os levou a truncar a proteína em dois segmentos, um referente à 

parte conservada e outro referente a parte não conservada (Faisal, 2008).   
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Os dados obtidos contra IgG total para fêmeas e machos indicam uma 

soroconversão na resposta imune humoral, justificado pela vacinação com a 

proteína adicionado de hidróxido de alumínio. Uma das principais características 

adjuvantes de sais de alumínio é justamente uma resposta do tipo Th2 aumentada. 

Apesar de não ser verificado soroconversão na resposta imune humoral para 

machos, houve uma sobrevivência maior do sexo masculino. As causas para estes 

resultados poderão ser elucidadas a partir de PCR em tempo real dos órgãos 

individuais dos animais, à partir do material estocado em nitrogênio, inicialmente 

destinados apenas para a histopatologia. Para bacterinas, apesar da imunoproteção, 

em testes do tipo ELISA também não se verifica soroconversão estatisticamente 

significativa. 

A ausência de resposta imune humoral para as vacinas de DNA, contendo 

apenas o plasmídio, ocorreu em ambos os gêneros. Apesar de a caracterização ter 

sido positiva para células HEK 293, devemos considerar que a transfecção in vitro é 

realizada sob condições ótimas. Em modelo animal, essas condições não são as 

mesmas, e talvez uma sensibilização prévia do tecido seja requerida, através de 

eletroporação ou injeção de sacarose, para um processo de transfecção mais 

eficiente. Dentre os motivos que podem ter interferido numa boa transfecção, etapa 

fundamental para o sucesso de uma vacina de DNA, estão, ainda, o tamanho do 

plasmídio inserido e condições de salinidade após a etapa de purificação. 

No que concerne ao modelo animal, nossos achados corroboram com os 

resultados encontrados por outros grupos, que, inclusive utilizam a perda de peso 

como critério para a eutanásia dos animais (Coutinho et al., 2011). Houve, ainda, 

presença de pulmões com hemorragia difusa ou petequial, icterícia e baço 

aumentado, sinais macroscópicos para animais doentes por leptospirose. 

Neste trabalho, descrevemos com sucesso a construção e a caracterização 

de um plasmídeo que codifica para LigA em um fragmento que compreende 90% da 

sequencia total do gene. Além disso, testamos a imunoproteção em hamsters 

através de desafio com cepa patogênica homóloga, revelando graus variáveis de 

proteção. Outros estudos serão planejados a fim de caracterizar a resposta imune e 

otimizar a resposta in vivo para o mesmo fragmento.  
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6 Conclusões e Perspectivas 
 
6.1 Conclusões 
 

 A construção do plasmídio recombinante codando para a maior parte da 

proteína LigA (131-1224) é funcional em células HEK 293. 

 O plasmídio pVax/LigA utilizado como vacina de DNA não é capaz de conferir 

imunoproteção significativa quando apresentado nas condições descritas 

neste trabalho. 

 

6.2 Perspectivas 

 

 Testar a expressão do plasmídio recombinante em células murinas. 

 Caracterizar o plasmídio construído em camundongos para a tipificação das 

respostas imunes desenvolvidas, tanto humoral quanto celular, por citometria 

de fluxo; 

 Realizar estudos de dose-resposta. 
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Apêndice A – Participação em eventos e publicações durante o tempo de 
estágio 

 

Participação em congressos e trabalhos relacionados a este e a outros 

projetos, publicados em anais de evento pela autora durante o tempo de estágio 

curricular. 

 

Evento: XVIII International Congress for Tropical Medicine and Malaria and XLVIII 

Congress of the Brazilian Society for Tropical Medicine (ICTMM) 

Título do trabalho apresentado: Isolation and virulence characterization in 

hamster model of leptospires from cattle in Brazil. 

Autores: Colonetti, K; Seixas Neto, A. C. P; Schiavi, N. B.; Félix, S. R.; Vasconcellos, 

F. A.; Cezarini, C. C.; Medeiros, M. A., Dellagostin, O. A.; Silva, E. F. 

 

Evento: XVIII International Congress for Tropical Medicine and Malaria and XLVIII 

Congress of the Brazilian Society for Tropical Medicine (ICTMM) 

Título do trabalho: Alterative adjuvants in leptospirosis vaccines: using green 

propolis to boost protection. 

Autores: Colonetti, Karina; Fagundes, Michel Quevedo; Felix, Samuel Rodrigues; 

Fischer, Gefferson; Dellagostin, Odir; Fagonde, Éverton Silva 

 

Evento: 21º Congresso de Iniciação Científica, 4º Mostra Científica, Universidade 

Federal de Pelotas (XXI CIC) 

Título do trabalho apresentado: Avaliação do potencial protetor de LigA e LipL32 

apresentadas como vacinas de DNA em estratégia de “prime- boost” 

homólogo e heterólogo. 

Autores: Colonetti, K.; Fagundes, M. Q.; Seixas Neto, A. C. P.; Medeiros, M. A.; 

Silva, E. F. 
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Apêndice B – Atividades paralelas realizadas durante o tempo de estágio 
 

O presente trabalho apresenta dados relativos ao principal projeto 

desenvolvido durante o tempo de estágio curricular. Outros trabalhos paralelos 

desenvolvidos pela aluna neste período, não detalhados neste documento constam 

abaixo: 

 

 Padronização de cinco pares de primers para a amplificação de sequências 

gênicas relacionadas a virulência em Salmonella sp. 

Atividades relacionadas: extração de DNA, PCR, eletroforese em gel de 

agarose. 

Status: em andamento. 

 

 Preparação de proteínas recombinantes de Leptospira spp. para a produção 

de anticorpos policlonais em aves e monoclonais em camundongos. 

Atividades relacionadas: diálise, eletroforese em gel de poliacrilamida, 

Western Blotting. 

Status: em andamento. 

 

 Preparação de vacinas de DNA codando para o gene de LipL32 para 

avaliação do potencial protetor do segmento em estratégia de prime-boost 

homólogo e heterólogo. 

Atividades relacionadas: propagação, caracterização e quantificação do 

plasmídios e produção de proteínas recombinantes, inativação térmica de 

leptospiras, preparação das doses vacinais, acompanhamento do crescimento 

e qualidade da cepa para desafio, programação do experimento, 

requerimento e recebimento de animais. 

Status: experimentação animal em andamento. 
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