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1. INTRODUCAO

A leptospirose é um problema de saude publica de importancia mundial. Os
mamiferos podem albergar leptospiras patogénicas nos tubulos renais e elimina-
las para o ambiente através da urina, contaminando o solo ou a agua. A partir do
contato direto ou indireto as espiroquetas penetram na pele e mucosas de
humanos e animais suscetiveis, causando a enfermidade. A imunidade em
leptospirose é predominantemente mediada por resposta humoral nos humanos e
na maioria das espécies animais (ADLER; de la PENA MOCTEZUMA, 2009). A
utilizacédo de anticorpos tanto para imunizagdo quanto para o uso em diagnostico
€ amplamente difundida no estudo de doencas infecciosas e zoonoses. No estudo
da leptospirose, os anticorpos policlonais utilizados para imunizacao passiva sao
aqueles produzidos contra o lipopolissacarideo (LPS), o qual € abundante na
memrana externa da Leptospira. Por outro lado, anticorpos monoclonais contra o
LPS produzidos em camundongos foram utilizados no diagnostico e contra
infeccéo letal em cobaios, hamsters, caninos e primatas ndo humanos (JOST et
al., 1986).

A imunidade mediada por anticorpos anti-LPS é limitada a sorovares
homdlogos, diferentemente das preparacfes com proteinas de Leptospira a qual
demonstra protecdo promissora quando usada em ensaios de imunoprotecdo em
animais de laboratorio (PALANIAPPAN et al., 2007). Nos ultimos anos, a partir do
sequenciamento do genoma de leptospiras, algumas proteinas de membrana
externa foram descritas como importantes alvos no estudo da patogénesa da
enfermidade. A lipoproteina LipL32 foi descrita como a principal proteina de
membrana externa de leptospiras patogénicas. Por ser expressa em altos niveis
durante o cultivo in vitro e infeccbes naturais, ela é considerada altamente
imunogénica, com mais de 95% dos pacientes com leptospirose produzindo
anticorpos contra LipL32 (GUERREIRO, 2001).

A Imunoglobulina Y (IgY) € o principal anticorpo produzido em galinhas
(Gallus domesticus), sendo funcionalmente equivalente ao IgG em mamiferos
(WARR, 1995). Existe um grande numero de vantagens no uso de galinhas tanto
como modelo animal para imunizacdo, como na utilizacdo dos ovos como fonte
para o isolamento de anticorpos (ZHANG, 2003). As IgY sdo muito eficientes na
neutralizacdo de toxinas provenientes de animais venenosos (ALMEIDA, 2008), e
no bloqueio de alguns fatores de viruléncia expressos por bactérias (ALMEIDA,
2003). Uma das principais vantagens no uso de IgY € o aumento na
imunogenicidade contra proteinas conservadas em mamiferos devido a distancia
filogenética entre essas espécies, sendo necessarios bem menos antigenos para
desencadear uma resposta imune eficiente (GASSMANN,1990). Ensaios
utilizando IgY sao desejaveis, visto que esta molécula é segura, eficiente, estavel
e de facil purificagdo. O objetivo deste estudo foi testar a eficiéncia dos anticorpos
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lgY anti-rLipL32 em ensaios de imunizacdo passiva através de teste de desafio
com cepa homologa e heter6loga em hamsters.
2. METODOLOGIA

Recentemente nosso grupo realizou a produgdo e caracterizagdo de
anticorpos IgY contra a proteina recombinante LipL32 (rLipL32) de L. interrogans
sorogrupo Icterohaemorrhagiae cepa L1-130 (ANCIUTI et al., 2012). Neste
estudo, foram realizados dois ensaios de imunizagéo passiva, 0s quais utilizaram
hamsters (Mesocricetus auratus) como modelo animal. No primeiro teste, vinte
hamsters fémeas, divididas em quatro grupos de cinco fémeas, com oito a nove
semanas de idade foram imunizadas através da via intraperitonial (IP), com 100,
300 e 500ug de IgY anti-rLipL32, sendo que um grupo controle foi inoculado
apenas com PBS (Tabela 1). Ap6s 24 h, todos os animais foram desafiados com
a dose letal da cepa Fiocruz L1-130 através da via IP (SILVA, 2007).

Tabela 1. Delineamento experimental para a imunizagéo passiva em hamsters.

Grupo Vacina Dose imunizacdo  Dose desafio

1 IgY anti-rLipL32 500 ug IgY 500 leptospiras
2 IgY anti-rLipL32 300 ug IgY 500 leptospiras
3 IgY anti-rLipL32 100 pg IgY 500 leptospiras
4 PBS 0 ug IgY 500 leptospiras

No segundo experimento 60 hamsters (Mesocricetus auratus), 30 fémeas e
30 machos, com oito a nove semanas de idade foram imunizados através da via
intraperitonial com 1mg de IgY contra rLipL32, sendo que um grupo controle para
cada sexo foi inoculado apenas com PBS. Os animais foram divididos em cinco
grupos de seis animais de acordo com o sexo. As fémeas foram imunizadas e 24
horas depois desafiadas com 500 leptospiras da cepa homodloga L. interrogans
cepa Fiocruz L1-130, e das cepas heterodlogas: L. interrogans sorogrupo Canicola
cepa Kito, L. noguchii Autumnalis cepa Bonito e L. borgpetersenii Ballum cepa 4E,
as quais sao cepas isoladas em Pelotas, importantes causadoras de leptospirose
humana e animal. Ja os machos, foram primeiramente desafiados com as
mesmas cepas e apos 24 horas foram imunizados com IgY anti-rLipL32 (Tabela

2).

Tabela 2. Delineamento experimental para o segundo experimento de imunizacédo
Grupo Sexo Imunégeno Dose imunizacdo Cepa desafio
1 Fémea IgY anti-rLipL32 1 mglgY L1-130
2 Fémea IgY anti-rLipL32 1 mglgY KITO

3 Fémea IgY anti-rLipL32 1 mglgY BONITO
4 Fémea IgY anti-rLipL32 1 mglgY 4E

5 Fémea PBS 0 mg IgY L1-130
1 Macho IgY anti-rLipL32 1 mglgY L1-130
2 Macho IgY anti-rLipL32 1 mglgY KITO

3 Macho IgY anti-rLipL32 1 mglgY BONITO
4 Macho IgY anti-rLipL32 1 mglgY 4E

5 Macho PBS 0 mg IgY L1-130

Todos os animais foram mantidos em condicdes ideais de bem estar, com
agua e comida ad libitum. Esse estudo foi aprovado pelo comité de ética em
experimentacdo animal (CEEA) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel)
(processo n° 23110.004657/2010-84).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A imunizacao dos hamsters com a preparacao contendo IgY anti-rLipL32 em
diferentes concentragcbes nado conferiu protecdo no modelo animal contra o
desafio homdélogo com dose letal. No experimento dois, no qual foram testadas
duas formas diferentes de imunizacdo e realizado o desafio com cepas
heterdlogas e a homdloga, a IgY produzida demonstraram nédo conferir protecao.
Ao final do experimento dois, foi realizada a necropsia de um animal de cada
grupo, podendo-se perceber a presenca de lesbes hemorragicas em pulmdes,
congestdo de 6rgaos e ictericia nas mucosas além de sangramento nasal, tipicas
da leptospirose.

A imunidade passiva adquirida envolve a obtencédo de anticorpos antigeno-
especificos de outra fonte administrado para proteger individuos susceptiveis. Os
anticorpos IgYs tém sido amplamente utilizados para imunizagdo passiva em
animais e humanos (KOVACS-NOLAN, 2012) além de substituir os antibidticos,
gue muitas vezes causam resisténcia bacteriana, no uso como aditivos
alimentares para atingir alvos especificos e aumentar o crescimento dos
rebanhos. Além disso, a metodologia proposta em nosso estudo, em comparagao
com as demais técnicas utilizadas para a obtencdo de anticorpos, promove a
reducdo de animais em ensaios biologicos, condicdo fundamental para os
principios humanitarios para a pesquisa com animais.

No presente trabalho, testou-se pela primeira vez a imunoglobulina Y anti-
rLipL32 para imunizacdo de hamsters. No delineamento experimental proposto,
as preparacfes nao conferem protecao frente ao desafio homdélogo e heterélogo.
Dessa forma, novos estudos serdo realizados visando obter uma preparacao
capaz de proteger hamsters da leptospirose letal, seja na modificagdo da dose,
seja na via de administracao.

4. CONCLUSOES

A lgY anti-rLipL32 produzida ndo confere protecdo nos hamsters atravées de
imunizacao passiva nos formatos utilizados.
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