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1. INTRODUÇÃO 

A leptospirose é uma antropozoonose frequente em regiões tropicais e 
subtropicais (LEVETT 2001). É uma infecção causada por espiroquetas 
patogênicas do gênero Leptospira spp., que acomete humanos e animais em todo 
o mundo. A incidência e a mortalidade da doença em países subdesenvolvidos, 
onde fatores como a manifestação de sintomas variáveis e inespecíficos, a falta de 
vigilância e de testes de diagnóstico rápidos e eficazes, ainda são consideradas 
decisivas para o sub-diagnóstico quando analisando o panorama global (REIS et 
al. 2008). 

O Teste de Aglutinação Microscópica (MAT) é a técnica padrão ouro para o 
diagnóstico de leptospirose e consiste em confrontar diferentes sorovares de cepas 
patogênicas vivas com o soro de pacientes suspeitos da infecção (Levett 2001). 
Apesar de ser uma técnica muito utilizada, é um método laborioso, que apresenta 
riscos aos técnicos, bem como, há um alto índice de resultados errôneos devido a 
diferentes interpretações e uma baixa sensibilidade na fase aguda da doença 
(YAAKOB, RODRIGUES, JOHN 2015).  

A lipoproteína Erpy-like é descrita como um antígeno de Leptospira 
interrogans, sendo eficaz na proteção de hamster contra infecção letal (OLIVEIRA 
et al. 2018) e quando empregada em teste sorológico do tipo (Enzyme linked 
Immunosorbent Assay) no diagnóstico da infecção em suínos (PADILHA et al. 
2019). Além disso, a hipotética lipoproteína LemA, quando utilizada no 
desenvolvimento de vacinas, demonstrou ser um excelente antígeno (HARTWIG et 
al. 2011; OLIVEIRA et al. 2018; 2020; HARTWIG et al. 2013). 

Assim, neste estudo produzimos uma quimera recombinante multi-epítopos 
baseada nas proteínas rErpY e LemA e avaliamos sua capacidade imunogênica in 
vivo como possível alvo no desenvolvimento de vacinas para controle da 
leptospirose. 

 

2. METODOLOGIA 
2.1 Inoculação de camundongos BALB/C: foram utilizados seis camundongos 
BALB/C machos com 6–8 semanas de idade, separados em dois grupos distintos. 
Os grupos foram (1) animais imunizados com rErpY/LemA mais adjuvante; (2) 
animais inoculados com o diluente de proteínas tampão fosfato salino (PBS 1X) e 
adjuvante. O protocolo de imunização dos grupos se manteve similar: inoculação 
intraperitoneal de 50 mg da quimera recombinante para o grupo 1 e 50 mL de PBS 
para o grupo 2, realizadas nos dias 0, 14, 21, 28, 35, 42 e 49. A primeira dose foi 
realizada com adição de adjuvante completo de Freund (Sigma Aldrich, EUA) na 
proporção de 1:1, enquanto nas doses seguintes foi utilizado adjuvante incompleto 



 

 

de Freund (Sigma-Aldrich, EUA). Previamente, a cada inoculação e no último dia 
de experimentação foram coletadas amostras sanguíneas dos animais e 
submetidas à centrifugação (3.000 × g, 5 min) para obtenção do soro. Todas as 
amostras de soro foram mantidas a -20 °C.  
2.2 Soroconversão: para avaliar a resposta imune humoral dos camundongos foi 
utilizado o Ensaio Imunoenzimático Indireto (ELISA), conforme o protocolo padrão 
estabelecido por LOGOZZI et al (2020). Placas de fundo chato de 96 poços foram 
sensibilizadas com 50 ng da proteína recombinante diluída em tampão carbonato-
bicarbonato. Soro fetal bovino foi utilizado para o bloqueio e entre todas as etapas, 
foi realizado a lavagem das placas (PBS acrescido de Tween 20%). Os soros 
obtidos dos animais foram testados em duplicatas, na concentração 1:100. IgG anti-
mouse conjugado com peroxidase foi aplicado.  
2.3 Titulação: foram utilizadas 50 ng da quimera recombinante para sensibilização 
da placa e soros referentes ao 49º dia foram aplicados em duplicata, através de 
diluição seriada (1:100 a 1:102.400). Anticorpo monoclonal antiIgG de camundongo 
conjugado com peroxidase foi adicionado. 
2.4 Isotipagem: para avaliar os diferentes isotipos produzidos de anticorpos foi 
utilizado o kit Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Reagents (Invitrogen, USA). 
Foram avaliados os seguintes isotipos: IgM, IgA, IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3. Para 
isso, foram utilizados 50 ng de proteínas para sensibilização da placa de 96 
cavidades, 60 μl do pool de soros (1:1 diluído em PBS 1X) dos animais imunizados, 
100 μl de cada um dos reagentes isotípicos específicos e anticorpo anti-IgG de 
camundongo conjugado com peroxidase.  
Para observar os resultados das reações de soroconversão, titulação e isotipagem, 
foi utilizado um tampão de revelação e a reação interrompida com a adição de 
H2SO4 2M. A leitura de todos os ensaios foram realizadas através de um leitor de 
placas Multiskan MCC/340 ELISA, com comprimento de onda de 492 nm.  

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Os animais imunizados com a quimera ErpY-LemA apresentaram resposta 

imune significativa a partir do 7° dia pós-imunização em comparação com o soro 
pré-imune (dia 0; P<0,001) (Figura 1A). Uma resposta significativa de anticorpos 
IgG permaneceu crescente nos animais imunizados até o 49° dia de 
experimentação. Os animais imunizados com PBS + adjuvante não apresentaram 
resposta imune significativa. É possível notar melhora expressiva na resposta 
quando comparado com resultados das análises da utilização dos epítopos de 
maneira individual avaliados por OLIVEIRA et al (2018), visto que ambas ErpY-like 
e LemA apresentaram respostas a partir do 28° dia de experimentação e a quimera 
apresentou resultados significativos a partir do 7° dia experimental. 

Quanto à isotipagem dos anticorpos, foi possível identificar os isotipos IgM, 
IgA e das subclasses IgG, registrando diferenças estatisticamente significativas em 
comparação ao grupo controle negativo (PBS + adjuvante) (Figura 1B). A presença 
significativa de todos os isotipos de anticorpos avaliados foi detectada em animais 
imunizados com proteína ErpY-LemA (P<0,001), em comparação com o soro pré-
imune. 

 
 
 
 
 
 



 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1: (A) Resposta de anticorpo IgG em camundongos imunizados com ErpY-LemA. Os valores 
são apresentados como média ± DP, e a significância foi determinada pela análise de variância 
(comparações múltiplas de Tukey). (B) Isotipagem das subclasses IgA, IgM e IgG anti-Erpy-LemA 
quimera. Os dados representam as absorvências médias dos soros agrupados de camundongos 
coletados no dia 0 (soro pré-imune) e no dia 49. As diferenças significativas, em comparação com 
o soro pré-imune, são indicadas por asteriscos (*** P<0,001). 

Os animais imunizados com duas e três doses (dias 14 e 28) de ErpY/LemA 
tiveram um título de 1:3.200 (P<0,05) e 1:6.400 (P<0,05), respectivamente, 
enquanto, os animais imunizados com quatro, cinco e seis doses (dia 35, 42 e 49) 
de Erpy-LemA obtiveram um título de 1:12.800 (P<0,05) em comparação com o 
soro pré-imune (dia 0) (Figura 2). 

 

 
Fig. 2: Curva de titulação de anti-soro de camundongo criado contra a quimera recombinante. 

Como controle negativo, foi utilizado soro pré-imune de camundongos (P<0,05). 

 
 

4. CONCLUSÕES 
Através dos resultados obtidos no presente estudo foi possível verificar que 

a proteína quimérica utilizada se apresentou imunogênica, sendo capaz de 
estimular uma produção significativa de anticorpos IgG a partir do sétimo dia após 
a imunização, bem como diferentes isotipos de anticorpos. Esses achados validam 
o uso da quimera rErpY/LemA como potencial imunobiológico. 
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