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1. INTRODUCAO

A leptospirose é causada por espiroquetas patogénicas do género Leptospira
(ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). E uma das zoonoses de maior
distribuicdo global, com incidéncia média de 873.000 casos graves e 49.000 mortes
por ano (PICARDEAU et al., 2014). A infeccdo ocorre através do contato direto com
a bactéria ou por meio da urina de algum animal portador do micro-organismo. Os
ratos sdo os principais carreadores, atingindo niveis de 10’ bactérias por mL de
urina, além de serem considerados hospedeiros assintomaticos (ADLER e DE LA
PENA MOCTEZUMA, 2010). Os sintomas da leptospirose em humanos, podem
variar de acordo com o sorovar infectante, a idade, salde e o estado imunolégico do
paciente. A infec¢do varia de uma doenca semelhante a gripe a casos mais severos
como falha renal e hepética, insuficiéncia pulmonar e morte (MCBRIDE et al., 2005).

Estudos tem focado no desenvolvimento de candidatos a vacinas de
subunidade, mais especificamente para identificar proteinas de superficie, que séo
conservadas entre os sorovares, e consideradas bons alvos para induzir a resposta
imune bactericida (KO et al., 2009). As proteinas Lig (Leptospiral immunoglobulin-
like proteins), sédo promissoras candidatas para o desenvolvimento de vacinas, pois
se localizam na membrana externa das leptospiras e sédo fortemente reconhecidas
pelo soro de pacientes diagnosticados com a doenca (MATSUNAGA et al., 2003;
CRODA et al., 2007). Portanto, o estabelecimento do perfil da resposta imune anti-
Leptospira € de fundamental importancia para a obtencdo de uma vacina eficaz
contra a leptospirose, e também para melhorar o entendimento dos mecanismos de
patogénese gerados pela infeccdo natural ou induzida. Contudo, os mecanismos da
patogenia da bactéria e a resposta imune permanecem ainda pouco entendidos
(MCBRIDE et al., 2005) sendo, a resposta imune humoral considerada o mecanismo
primario de defesa do sistema imune contra a Leptospira spp. (KO et al., 2009).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a modulagcdo da resposta imune
humoral contra a leptospirose em animais vacinados com a proteina recombinante
LigBrep (rLigBrep) e desafiados com cepa patogénica de L. interrogans sorovar
Copenhageni, atraves de teste de ELISA.
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2. METODOLOGIA

Amostra dos soros: Foram analisadas amostras do soro de hamsters sirios dourados
(Mesocricetus auratus). No experimento, um grupo de animais foi imunizado com a
rLigBrep, e outro com bacterina, além disso, havia um grupo controle inoculado com
PBS. Amostras foram coletadas no dia zero do experimento, apos a vacinagdo com
rLigBrep, e apds o desafio com L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz
L1-130. As amostras coletadas foram processadas através de centrifugacao (5000
g, 4 minutos), e o soro obtido armazenado a -20°C.

Producdo da proteina recombinante LigBrep: A clonagem e expressao da rLigBrep
seguiu o protocolo descrito por (CONRAD et al., 2013).

Caracterizacao da resposta imune humoral: Placas de poliestireno de 96 cavidades
(PolySorb, NUNC) foram sensibilizadas a 4°C, 16 h, com 50 ng/poco da proteina
recombinante LigBrep, diluida em tampdao carbonato-bicarbonato (pH 9,6). Ensaios
prévios, tipo checkerboard, foram realizados para determinar as diferentes diluicbes
dos soros para cada anticorpo e isotipo testados. Os soros foram diluidos 1:25
(isotipos IgG1 e 1gG2/3), 1:50 (anticorpo IgM) e 1:100 (anticorpo IgG total e isotipo
IgG3), e incubados durante 1 h a 37°C. Em seguida, foram adicionados os
anticorpos conjugados com peroxidase, o anti-lgG (1:6000), os isotipos anti-lgG1,
anti-lgG2/3 e anti-lgG3 (1:500) e o anti-IgM (1:1000), seguido de incubacdo a 37°C
durante 1 h. As reagdes foram reveladas com o substrato o-fenilenodiamina (OPD),
acrescido de peroxido de hidrogénio, e a placa mantida no escuro durante 15
minutos. A absorbancia foi medida a 450 nm utilizando um leitor de placas de ELISA.
Entre cada etapa, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T (Tampéo Fosfato-
salino adicionado com 0,05% de Tween 20).

Andlise estatistica: Para a avaliacdo dos resultados, a média das absorbancias
(OD4sp) do ELISA foi calculada com os soros analisados em duplicata. O teste
ANOVA seguido de Tukey foi utilizado para determinar diferencas significativas (P <
0,0001) entre os diferentes grupos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O tipo de resposta imune tanto humoral quanto celular contra a leptospirose,
ainda ndo é bem elucidado. Apesar da falta de conhecimento acerca dos
mecanismos especificos de resposta imune, diversos grupos de pesquisa
concordam que a resposta imune predominante € humoral (KO et al., 2009). Sendo
assim, antes de padronizar o ELISA para a avaliacdo da resposta imune, diferentes
concentracdes de antigeno, anticorpo primario e secundario foram testadas, a fim de
que se pudesse obter a maior diferenca entre a absorbancia dos soros dos animais
vacinados e desafiados. Foram obtidas as melhores absorbancias em ELISA, para
os anticorpos IgG e IgM, quando utilizada a concentracdo de 50 ng da rLigBrep
sensibilizada na placa (Figura 1). Os valores de absorbancias (DOgsp) obtidas para o
isotipo 1gG do grupo vacinado, foi 1,49 + 0,08, comparado com 0O grupo
vacinado/desafiado que foi 1,59 + 0,03. Ja para o anticorpo IgM, a DOyso do grupo
vacinado foi 1,64 + 0,04, e 0,87 + 0,01 para o grupo vacinado/desafiado.

Os niveis de IgG total dos animais de ambos os grupos (vacinado e
vacinado/desafiado) aumentaram significativamente comparado com os niveis do dia
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0 (Figura 1). Os niveis do IgG total do grupo vacinado/desafiado foram maiores que
os do grupo vacinado, mas nao significativamente. Supreendentemente, os animais
vacinados apresentaram um nivel maior significativo de IgM comparando o grupo de
animais vacinados com o grupo vacinado e desafiado. Uma possivel explicacdo é o
fato que LigB representa uma fracdo pequena das proteinas presentes no desafio e
entdo ndo estimulou uma reposta imune forte. Os niveis do IgG também n&o foram
significantemente elevados depois o desafio, possivelmente para 0s mesmos
motivos.
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Figura 1. Avaliacdo da resposta de anticorpos IgG e IgM por ELISA indireto do soro
do grupo vacinado com rLigBrep, e o grupo vacinado e desafiado com a cepa
virulenta L. interrogans L1-130.

Numa andlise das subclasses de IgG produzidos nos grupos vacinados e
vacinados/desafiados foi possivel observar, que os niveis de IgGl, tanto para os
soros de animais vacinados quanto de animais vacinados e desafiados, foram
superiores ao 1gG2/3. O IgGl esta relacionado a producdo timo dependente
dominante contra antigenos proteicos (JANEWAY et al., 2010), sendo esta, uma
possivel explicacdo da predominéncia desse isotipo na resposta imune, uma vez
que a vacina avaliada é constituida de uma proteina recombinante. Outra funcéo
desse isotipo e do 1gG2 é a ativacdo do sistema complemento pela via classica.
Como nao houve deteccdo do anticorpo isotipo IgG3, toda absorbancia gerada pelo
anticorpo anti-lgG2/3 foi interpretada como reconhecida pelo isotipo 1gG2 (Figura 2).
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Figura 2. Avaliagdo dos isotipos IgG1, 1gG2/3 e 1IgG3 por ELISA indireto do soro de
animais vacinados com rLigBrep, e desafiados com cepa virulenta da L. interrogans
L1-130.
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4. CONCLUSOES

Foi possivel verificar um aumento significativo na producdo dos anticorpos IgG
e IgM nos grupos de animais vacinados com a proteina rLigBrep, e vacinados e
desafiados com a cepa patogénica de L. interrogans sorovar Copenhageni. E que as
subclasses de 1gG foram predominantemente IgGl e IgG2. Entretanto, outros
ensaios ainda sdo necessarios, para que se possa compreender a resposta imune
gerada pela vacinacgdo, utilizando a proteina rLigBrep em modelo experimental,
frente a infeccao por Leptospira spp.
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