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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose negligenciada, possui distribuicdo mundial e é
um problema de saude publica, com impacto também na producdo animal. Esta
doenca é causada por bactérias patogénicas do género Leptospira (ADLER; DE LA
PENA MOCTEZUMA, 2010). Atualmente é estimado que ocorram cerca de 873 mil
casos graves e 49 mil mortes anuais em todo o mundo (PICARDEAU et al., 2014).

A abordagem mais eficiente para o controle e prevencao da leptospirose € o
uso de vacinas. As vacinas atualmente disponiveis sdo bacterinas, compostas por
um ou mais sorovares endémicos de determinado local e estdo disponiveis para
cédes, suinos, bovinos e para humanos em alguns poucos paises (VERMA et al.,
2013). Esta estratégia vacinal apresenta uma série de problemas, principalmente
reacoes adversas e imunidade de curta duracéo restrita aos sorovares inclusos na
vacina (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Desta forma, o
desenvolvimento de uma vacina eficiente contra leptospirose, com imunoprotecao
cruzada contra diferentes sorovares, permanece um desafio, e por isso, os esforcos
para o desenvolvimento de vacinas recombinantes.

Os modelos murinos sdo 0s principais reservatorios das leptospiras,
albergando-as nos rins e disseminando-as atraves da urina. Porém estes modelos
nao apresentam sinais clinicos da doenca, o que 0s torna incompativeis com
estudos onde é necesséria a observacdo das consequéncias da infeccdo por
leptospiras virulentas (DELLAGOSTIN et al., 2011). O hamster sirio capa-dourada
(Mesocricetus auratus) apresenta sinais de infeccéo, o que o torna o modelo animal
ideal para estudo de vacinas contra leptospirose, bem como para compreender 0s
aspectos imunologicos e patoldgicos da doenca (HAAKE, 2006).

Desde os trabalhos iniciais na investigacéo do estabelecimento da leptospirose,
seja para o desenvolvimento de vacinas ou entendimento da doenca, a infeccéo
experimental dos modelos animais € feita por injecdo intraperitoneal (IP) das
leptospiras virulentas, que a partir dai estabelecem a infeccdo (DELLAGOSTIN et
al., 2011). Esta via classica, a Unica estabelecida para este tipo de estudo, nao
reproduz a entrada natural das bactérias no hospedeiro, que ocorre principalmente
através da pele (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Dessa forma,
proteinas leptospirais importantes para a entrada das bactérias no hospedeiro e com
potencial para uso como alvo para uma vacina contra leptospirose, podem estar
sendo subaproveitadas.
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Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um modelo
de desafio transcutaneo que simule fielmente a infeccdo natural por leptospiras e
compara-lo com outras vias de infecgao.

2. METODOLOGIA

2.1 Ensaio de desafio

Neste estudo foram utilizados 16 hamsters machos, com nove semanas de
idade. Os animais foram divididos em 4 grupos contendo 4 animais em cada para
testar as possiveis vias de infecgéo:

a) Raspagem cutanea: a raspagem cutanea foi realizada utilizando uma lamina
de bisturi. Uma das pernas posteriores foi raspada na face interna
levemente até que a coloracdo da pele ficasse rosada/avermelhada (sem
ocorrer sangramento).

b) Com lesdo: os animais tiveram o plantar das patas perfuradas
superficialmente (sem ocorrer sangramento) com uma agulha de insulina.

c) Sem lesédo: este grupo apenas ficou expostos as bactérias.

d) Permeabilizacdo em &gua: os hamsters ficaram com as patas submersas em
agua a 27°C por 10 minutos, antes do desafio.

O desafio foi realizado com L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz
L1-130. Os hamsters ficaram expostos a 108 leptospiras/ml em solugcdo de PBS
mantida a 27°C em quantidade suficiente para cobrir as patas dos animais por 5 min.
Como controle, um grupo de animais (2 fémeas) foi desafiado pela via classica, ou
seja, IP, com 10* leptospiras/ml. Apdés o desafio, os animais foram monitorados e
pesados diariamente por 28 dias.

2.2 Imprint

Imediatamente apds o 6bito dos animais realizou-se a remocao de rins, figado
e pulmédo para o ensaio de imprint. Os animais que sobreviveram até o fim do
experimento foram eutanasiados e também tiveram os 6rgdos coletados. O imprint
foi realizado em laminas de vidro para microscopia, preparadas previamente com
poli-L-lisina. Os cortes dos tecidos foram pressionados diretamente nas laminas.
Estas secaram a temperatura ambiente e foram fixadas com acetona por trés
minutos. Posteriormente, as laminas com as amostras foram hidratadas com PBS e
blogueadas com BSA. Apés periodo de incubacdo e lavagem adicionou-se as
laminas anticorpos anti-Leptospira, e por fim, os anticorpos anti-coelho conjugados
ao fluoroforo isotiocianato de fluoresceina (FITC).

Entre cada etapa as laminas foram incubadas por 1 h a 37°C e lavadas 4 vezes
com solugédo de PBS. Ao final, as laminas foram analisadas em microscopio de
fluorescéncia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O desafio pela via de raspagem cutanea foi eficaz, levando ao 6bito 75,0%
dos animais do grupo. A infeccdo com a exposi¢cao da pele lesionada as bactérias
levou a O6bito apenas 50,0% dos animais. O desafio realizado ap6s a
permeabilizacdo em agua morna foi menos eficiente que as anteriores, levando a
Obito 25,0% dos animais. No grupo de animais sem lesdo ndao houve 6bito. No grupo
controle, desafiado pela via IP, todos os animais vieram a oObito (Figura 1).
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Figura 1. Percentual de O&bitos por leptospirose em relacdo ao tempo de
sobrevivéncia (em dias), para diferentes vias de infeccéo: IP (A, B, C, D), raspagem
cutanea (A), com lesdo (B), sem lesdo (C) e permeabilizacdo em agua (D).

A partir destes resultados pode-se observar que uma via natural de infecgcao
pode levar ao Obito e a via mais eficaz entre as testadas foi por raspagem cutanea.
No trabalho de MACEDO et al. (2004) a via natural mais eficiente encontrada foi
também foi por escarificagdo cutanea, o que reforca que o uso desta via € viavel
para desafio transcutaneo.

Através da pesagem diaria dos animais apos o desafio, foi possivel observar a
perda de peso dos animais que posteriormente vieram a 6bito. A perda de peso
pode ser um ponto de desfecho, para a eutanasia do animal de acordo com
COUTINHO et al. (2011), visando minimizar seu sofrimento. Foram observados
sinais clinicos nos animais que vieram ao Obito, como perda de peso, apatia,
movimentos involuntarios, ictericia e hemorragia.

No desafio pela via transcutanea os animais foram expostos a uma solucéo
contendo 108 leptospiras/ml, enquanto que no grupo controle via IP foi utilizada uma
concentracdo de 10 leptospiras/ml. Essa alta concentracdo de leptospiras foi
estabelecida, pois na via transcutanea as bactérias precisam atravessar todas as
barreiras do organismo do hospedeiro até atingir o 6rgdo de eleicdo, ndo havendo
um controle de quantas leptospiras conseguiram infectar o animal. Enquanto que, na
via intraperitoneal, mais invasiva e que nao simula a via natural de infecgcéo, a dose
inoculada pode ser bem menor, ja que as bactérias sdo depositadas diretamente no
interior do hospedeiro.

O imprint foi realizado para avaliar a presenca de leptospiras nos tecidos,
conforme descrito previamente. A partir desta técnica pode-se comprovar a
presenca das bactérias nos 6rgdos analisados, confirmando que em todas as vias
utilizadas as bactérias atingiram estes 6rgdos. Destaca-se que o rim e o0 pulméo
tiveram uma frequéncia maior, de 61,1%, enquanto que no figado, de 33,3% no total
de amostras analisadas.



C'DQOl 4

CONGRESSO FINICIACAO
EFEDERALD PElOTAS

Tabela 1. Frequéncia de animais com leptospiras presentes nos
orgaos: rim, figado e pulmé&o de acordo com os diferentes tipos

desafio.
Imprint
Grupo Dia}s para Tecido
obito Rim Figado Pulmao
Com Leséao 10,17,28 3/4 3/4 3/4
Sem Leséo 28 2/4 1/4 2/4
Raspagem Cutanea 10,11,12,28 2/4 2/4 2/4
Permeabilizacdo em Agua 13,28 2/4 0/4 2/4
Intraperitoneal 13 2/2 0/2 2/2

4. CONCLUSOES

As vias de desafio transcutaneo séo viaveis para experimentos de estudos com
leptospirose e simulam a infec¢do natural, o que podera contribuir para um melhor
entendimento da doenga e para o desenvolvimento de vacinas contra leptospirose.
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