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1. INTRODUÇÃO 
 

A leptospirose é uma doença de distribuição mundial causada por 
espiroquetas do gênero Leptospira. Estima-se que anualmente ocorram mais de 
873 mil casos de leptospirose no mundo. Apenas no Brasil, são notificados 
durante as epidemias aproximadamente 10.000 casos de leptospirose nesse 
mesmo período (REIS et al., 2008). Humanos podem infectar-se através do 
contato direto ou indireto com a urina de animais portadores de leptospiras 
patogênicas (BHARTI et al., 2003; KOIZUMI e WATANABE, 2005). Os sintomas 
vão desde um estado febril moderado, vômitos, dores de cabeça, musculares e 
abdominais podendo evoluir para uma forma mais grave da doença com uma taxa 
de mortalidade em torno de 10-15% (MCBRIDE et al., 2005) sendo, atualmente a 
síndrome hemorrágica pulmonar severa (SHPS) a principal causa de morte 
durante epidemias no Brasil (GOUVEIA et al., 2008).  

A falta de controle eficaz somado ao fato de que as ferramentas 
laboratoriais disponíveis para o diagnóstico da leptospirose são inadequadas, têm 
dificultado respostas efetivas à nível de saúde pública (MCBRIDE et al., 2007; 
REIS et al., 2008) sendo dessa forma o uso de vacinas imprescindíveis para a 
prevenção e controle da doença. As vacinas disponíveis baseiam-se na célula 
inteira inativada (bacterina) que exigem imunizações anuais de reforço e não 
conferem proteção cruzada (DELLAGOSTIN et al., 2011). Além disso, essas 
vacinas estão relacionadas a diversos efeitos colaterais (FAINE, 1999) Uma 
alternativa para o desenvolvimento de novas vacinas são as vacinas de 
subunidade que não apresentam as limitações encontradas nas imunizações com 
bacterinas (BACELO et al., 2014). Entretanto, vacinas de subunidade não têm 
padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) e a capacidade para 
ativar o sistema imune de uma maneira adequada é prejudicada, sendo 
necessário o uso de adjuvantes (BACELO et al., 2014).  
          As proteínas da família Lig (Leptospiral immunoglobulin-like), dentre elas a 
LigB, são proteínas expostas na superfície de  Leptospira  spp. patogênicas, são 
altamente conservadas,  tem  sua expressão aumentadas durante o processo de 
invasão e estão envolvidas no mecanismo de patogenicidade desta bactéria. Um 



 

fragmento da LigB, (LigBrep) está envolvida na indução de proteção Neida 
Conrad (Comunicação pessoal) e tem conferido imunidade esterilizante na 
maioria dos hamsters  sendo, portanto,  um promissor alvo vacinal (CERQUEIRA 
et al., 2009; DELLAGOSTIN et al., 2011; YE et al., 2014). Assim, o objetivo do 
presente trabalho foi avaliar o potencial adjuvante do AddaVax em uma vacina 
para leptospirose utilizando como antígeno a LigBrep.   
 
 

2. METODOLOGIA 
 

  Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as 
regulamentações, políticas e princípios do Comitê de Ética em Experimentação 
Animal da UFPel. Hamsters sírio dourado com 4-5 semanas de idade saudáveis 
(Biotério Central, Universidade Federal de Pelotas, RS, Brasil) foram utilizados 
neste trabalho. Os animais foram divididos em 2 grupos: O grupo 1 (G1) foi 
composto por 7 animais que foram vacinados com 50 µg da proteína 
recombinante LigBrep (rLigBrep) administrada com 50 µl de AddaVax e o grupo 2 
(G2) foi composto por 8 animais vacinados com salina tamponada fosfatada 
(PBS) estéril administrado com AddaVax. Os Hamsters receberam duas 
imunizações nos dias 0 e 14 via intramuscular. Três dias antes da primeira 
imunização e 14 dias depois da segunda imunização foram coletadas amostras 
de sangue do plexo venoso retro-orbital. Os hamsters foram desafiados 
intraperitonealmente duas semanas após a última imunização com uma dose 
equivalente de 5×DL50 (100 leptospiras) de L. interrogans Icterohaemorrhagiae 
sorovar Copenhageni, Fiocruz L1-130). 

 
A resposta imune humoral induzida pela vacinação utilizando AddaVax como 

adjuvante e a rLigBrep como antígeno foi avaliada através de ELISA indireto. 
Microplacas de poliestireno de 96 cavidades (CralPlast) foram sensibilizadas com 
rLigBrep (100 ng por cavidade) diluída em tampão carbonato-bicarbonato (0,05 M, 
pH 9,6). Em seguida foram adicionados os soros de cada animal diluídos 1:100 
em PBS-T (tampão fosfato salino, 0,05% de Tween 20).  Anticorpo anti-hamster 
conjugado a peroxidase diluído em PBS-T (1:4000) foi adicionado às placas. 
Todas as reações ocorreram por 1h a 37 ºC, os reagentes foram utilizados a um 
volume de 50 µL/cavidade e após todas as etapas de incubação (exceto após a 
adição do conjugado), as placas foram lavadas três vezes com 200 µL/cavidade 
de PBS-T. Após a remoção de excesso de conjugado através de 5 lavagens com 
PBS-T, as reações foram reveladas através da adição do cromógeno 
ortofenilenodiamina (OPD) diluído em tampão fosfato-citrato pH 4,0 (0,2 M com 
0,01% de H2O2). As placas foram mantidas no escuro por 15 min a temperatura 
ambiente e a leitura da DO450 nm foi realizada em espectrofotômetro para 
microplacas Thermo Plate. A avaliação dos soros de cada animal foi realizada em 
duplicata. Como controles negativo e positivo das reações, foram utilizados soros 
do dia 0 e um pool de soros de animais imunizados com a rLigBrep associada 
com Hidróxido de alumínio como adjuvante, respectivamente.    
 
 
O teste t de Student foi utilizado para determinar diferenças significativas (p <  
0,05).  
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 



 

O uso de vacinas recombinantes de subunidade tem se mostrado como 
uma alternativa para o controle de diversas doenças. Entretanto, uma limitação 
encontrada nesse tipo de vacina é sua baixa imunogenicidade. Neste estudo, foi 
demonstrado que o AddaVax foi capaz de potencializar a resposta imune humoral 
de uma vacina que utilizou a LigBrep como antígeno.  

Os níveis de anticorpos gerados pela vacina foram significativamente 
maiores em relação ao grupo controle (PBS), Figura 1. Essa proteína foi escolhida 
como imunógeno por ter demonstrado capacidade de aumentar a resposta imune 
e proteção em diferentes estudos, tanto em vacinas de DNA, como nas de 
subunidade (DELLAGOSTIN et al., 2011; FORSTER et al., 2013). Além disso, os 
níveis de anticorpos gerados pela vacina que utilizou o AddaVax como adjuvante 
foram significativamente maiores do que os encontrados em uma vacina que 
conferiu 90% de proteção em hamsters utilizando o mesmo antígeno e hidróxido 
de alumínio como adjuvante, Neida Conrad (Comunicação pessoal). .  

 
 

 
Figura 1.  Avaliação da resposta imune humoral induzida pela vacina utilizando 
como adjuvante AddaVax e como antígeno a proteína LigBrep. A avaliação dos 
soros de cada animal foi realizada em duplicata. (*) representa diferença 
estatística significativa (p < 0,05). As barras de erro representam desvios padrão. 
 

 
4. CONCLUSÕES 

 
Os resultados obtidos representam uma contribuição importante no campo 

de desenvolvimento de vacinas. Este foi o primeiro trabalho a demonstrar que o 
uso do AddaVax como adjuvante é capaz de induzir resposta imune humoral.  
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