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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenca causada por espiroquetas pertencentes ao
género Leptospira, no qual fazem parte 13 espécies patogénicas e 6 saprofiticas.
A infeccdo ocorre através do contato direto com a bactéria ou por meio da urina
de algum animal carreador. Os ratos sdo os principais carreadores, atingindo
niveis de 10’ bactérias por mL de urina, além de serem considerados hospedeiros
intermediarios (assintomaticos) (LEVETT, 2001; ADLER E DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010). Em humanos, os sintomas variam de acordo com a
viruléncia da bactéria, podendo ser de uma sintomatologia branda, muitas vezes
confundida com gripe, até casos de falha aguda renal e hepatica (Sindrome de
Weil) e em algumas ocasides sindrome de hemorragia pulmonar grave, levando o
paciente a morte em >50% dos casos (MCBRIDE et al., 2005). Sua ocorréncia &
maior principalmente nos paises em desenvolvimento, onde as condi¢fes de
saneamento inadequadas associadas a uma aglomeracdo populacional sao
fatores determinantes para sua propagacédo (MCBRIDE et al., 2005; REIS et al,
2008; ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

A medida profilatica mais promissora na contencdo desta doenca, € a
vacinagao, porém a vacina humana (tipo bacterina) é aprovada somente em cinco
paises. A vacina para animais domesticados & comercializada principalmente
para cées, bovinos e suinos, onde a protecdo € parcial, ou seja, protege apenas
contra os sorovares presentes em sua formulacdo. Além do mais, se faz
necessario revacinagdes anuais e a protecao induzida nao é esterilizante (ADLER
E DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). O tipo de resposta imune envolvido na
protecdo contra a leptospirose induzida por vacinas ainda ndo é completamente
esclarecido. Na maioria dos casos, a resposta imune protetora esta humoral, mas
em bovinos tém evidencias que precisa estimular uma resposta celular quando o
sorovar infectante é Hardjo.

O principal objetivo deste trabalho foi analisar da resposta imune humoral
através da isotipagem de anticorpos secretados durante a vacinacdo com
bacterina e o consequente desafio com L. interrogans sorovar Copenhageni no
modelo experimental hamster dourado sirio (Mesocricetus auratus).
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2. METODOLOGIA

Cepas, cultivo e preparacéo da bacterina

A cepa virulenta utilizada neste estudo foi a L. interrogans sorovar
Copenhageni cepa Fiocruz L1-130. Seu crescimento foi feito em meio EMJH
enriquecido com 10% de suplemento (Difco) e mantido a 29 °C. Foram realizados
repigues semanais da cultura, acompanhado de contagem celular bacteriana em
camara de Petroff-Hausser e microscopia de campo escuro. Para a preparacao
das bacterinas, aliquotas de leptospiras com 10° leptospiras/mL foram inativadas
por incubacéo a 56 °C por 30 minutos e utilizadas para ressuspensdo em 300 uL
de PBS estéril.

Animais e coletas de amostras

Quarenta hamsters fémeas (Mesocricetus auratus) de 4 a 6 semanas de
idade foram utilizados como modelo animal para os experimentos de desafio e
avaliacdo da resposta imune. As vacinas foram administradas em duas doses,
com volume total de 300 pL cada, no musculo quadriceps nos dias 0 e 14.
Amostras de sangue de cerca de 300 pL foram coletadas através de punc¢éo do
plexo venoso retro-ocular, onde o soro foi processado e congelado a -20 °C até
sua utilizacao.

Imunizagéo e desafio de hamsters

Quarenta hamsters foram distribuidos em quatro grupos de 10 animais em
cada grupo, recebendo os seguintes tratamentos: grupo 1: bacterina, seguido de
desafio letal; 2: bacterina, sem desafio; 3: PBS, seguido de desafio letal; 4: PBS,
sem desafio. Duas doses de bacterina (10° leptospiras) ou PBS foram utilizadas
para imunizar os hamsters, nos dias 0 e 14. Ap6s 14 dias da Ultima imunizagéo os
grupos 1 e 3 foram desafiados com um dose letal (5% DLso) de leptospiras de
baixa passagem em desafio homoélogo. Os animais foram acompanhados
diariamente para observacao dos sinais da leptospirose e ocorréncia de morte. Os
animais sobreviventes foram eutanasiados 28 dias apés o desafio.

Determinacéo da resposta humoral

Placas de poliestireno foram sensibilizadas com 100 ng/poco de rLipL32 +
rLigBrep em tampé&o carbonato-bicarbonato pH 9,6 para 16 h a 4 °C, lavadas com
PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T) e blogueadas com 5% de leite em pd desnatado.
Os soros foram diluidos 1:100 em PBS-T e incubados por 1 h a 37 °C. Apés, foi
adicionado anticorpo secundario anti-IgG (diluicdo 1:6000 em PBS-T), anti-lgG1
(diluicdo 1:6000 em PBS-T), anti-IgG2/3 (diluicdo 1:6000 em PBS-T), anti-IgG3
(diluicdo 1:3000 em PBS-T), anti-IgM (diluicdo 1:3000 em PBS-T), todos
conjugado a peroxidase e seguido de incubacéo a 37 °C por mais 1 h. As reacdes
foram reveladas com o substrato o-phenylenediamine dihydrochloride (OPD)
acrescido de peroxido de hidrogénio, por 15 min. no escuro. A leitura da
densidade optica foi feita em espectrofotdbmetro com filtro ajustado para 450 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Apenas os ELISA contendo anticorpos anti-IgG e anti-lgG2/3 apresentaram
resposta positiva (Figura 1). Como nao houve detecc¢&o do anticorpo isotipo 1gG3,
toda absorbancia gerada pelo anticorpo anti-lgG2/3 foi interpretada como
reconhecida pelo isotipo IgG2. E importante salientar que todos os animais
apresentaram baixa resposta frente aos anticorpos anti-IgG e anti-lgG2/3 no
instante pré-vacina, com niveis de absorbéancia inferior a 0,05.
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Figura 1. Isotipagem da resposta imune humoral induzida pela bacterina de L.
interrogans sorovar Copenhageni.

O tipo de resposta imune tanto humoral quanto celular contra leptospirose
ainda ndo é completamente esclarecido. Estudos anteriores ja demonstraram a
resposta imune gerada por influéncia de vacinas desafios, porém para 0s
antigenos em questao (FAISAL et al., 2009a, FAISAL et al., 2009b, FAISAL et al.,
2009c) os resultados encontrados ndo foram completamente elucidativos. Quando
relacionado a bacterinas, que correspondem as Unicas vacinas atuais no
mercado, a resposta imune induzida também é pouco conhecida (ZUERNER et
al., 2011).

Apesar da falta de conhecimento acerca dos mecanismos especificos de
resposta imune, diversos grupos de pesquisa corroboram que a resposta imune
predominante € humoral (KO et al., 2009). Os anticorpos produzidos durante a
infeccdo foram demonstrados como do tipo aglutinante, onde IgM e IgG foram
predominantemente encontrados em pacientes recuperados de leptospirose em
até seis anos apds o primeiro contato com a bactéria (LEVETT et al., 2001). O
resultado do presente trabalho n&o obteve sucesso em identificar anticorpos IgM
e isso pode ter ocorrido devido aos diferentes tempos de permanéncia deste
anticorpo na corrente sanguinea entre humanos e hamsters.

4. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo indicam que a predominancia do isotipo
I[gG2 na resposta imune humoral esta relacionada com a protecdo contra
leptospirose através de aglutinacdo. Porém, €& necessério estudos mais
aprofundados para a confirmacédo desse resultado e que possa de certa forma,
contribuir para a compreensao da resposta imune humoral gerada pela vacinacao
com bacterinas em modelo experimental.
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