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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose causada por espécies patogénicas do género
Leptospira (LEVETT, 2001). Até o momento, cerca de 300 sorovares patogénicos de
Leptospira foram identificados (HARTSKEERL; COLLARES-PEREIRA; ELLIS,
2011). A transmisséo para o hospedeiro suscetivel ocorre através do contado direto
ou indireto com a urina de animais infectados (ADLER; MOCTEZUMA, 2010). Os
roedores sdo 0s principais reservatorios e agentes disseminadores da infec¢ao, no
entanto, animais silvestres e domésticos também sao transmissores. A leptospirose
causa grandes prejuizos para a agropecudria, com a alta mortalidade nos rebanhos,
abortos, natimortos, infertilidade e reducdo na producdo de leite (BHARTI et al.,
2003) e, consequentemente, um grande impacto economico (FAINE et al., 2000).

Atualmente, as vacinas disponiveis contra a leptospirose, sdo as bacterinas,
constituidas de leptospiras inativadas e adjuvante (FAINE et al., 1999). Suas
principais limitacBes residem no fato de induzirem protecdo de curta duracao,
apenas contra os sorovares presentes na formulacdo e apresentarem reacgdes
adversas apdés a administracdo (LEVETT, 2001). Portanto, novas estratégias
vacinais vém sendo desenvolvidas, como o estudo de vacinas com subunidades
proteicas (ADLER e MOCTEZUMA, 2010) e vacinas de DNA (CUI, 2005).

A identificacdo de componentes imunogénicos com potencial para o
desenvolvimento de vacinas recombinantes resultou na caracterizacdo de trés
classes de lipoproteinas expressas na membrana externa durante a infeccao.
(HAAKE et al., 1993; SHANG et al., 1996; CULLEN et al., 2003). Além destas, uma
familia de proteinas denominada Lig foi posteriormente descrita (PALANIAPPAN et
al., 2002). Dados preliminares indicam seu potencial no desenvolvimento de vacinas
recombinantes, pois sdo proteinas de membrana externa presentes em todos 0s
sorovares de leptospiras patogénicas e a expressdo ocorre apenas durante a
infeccdo (MATSUNAGA et al., 2003; KOIZUMI; WATANABE, 2004).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi utilizar fragmentos de proteinas
recombinantes de leptospira formuladas individualmente ou combinadas, com o
adjuvante Hidroxido de aluminio, a fim de identificar a formulagdo capaz de induzir
uma resposta protetora em modelo animal.

2. METODOLOGIA
As formulacdes vacinais foram produzidas, purificadas e caracterizadas no

Laboratério de Tecnologia Recombinante (LATER) em Biomanguinhos (Fiocruz-RJ).
Para a construcdo das vacinas, utilizou-se Leptospira interrogans sorovar
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Copenhageni cepa Fiocruz L1-130. As formulacdes vacinais possuem na sua
composi¢cdo as proteinas recombinantes LigA625-1224aa (LigANI), LigB131-649aa
(LigBRep) ou LigA131-1224aa (LigAFull), isoladas ou em associacao, e adjuvante
Hidroxido de aluminio na proporgédo de 200ug da proteina para 2mg de adjuvante.
As doses foram ajustadas para um volume de 250ul. O material foi estocado a 4°C
até o momento da inoculagéo dos animais.

Para os ensaios de imunoprotecéo foram utilizados 60 hamsters (Mesocricetus
auratus) com quatro semanas de idade, divididos em grupos de cinco a oito animais.
Foram realizados dois experimentos, onde os animais foram inoculados com cada
uma das formulac¢des vacinais (Tabela 1 e 2). Os animais do grupo controle negativo
receberam uma preparacdo de PBS com Hidroxido de aluminio (2mg/ml) e o grupo
controle positivo, bacterina comercial (Leptofem 5, Pfizer) contendo 10° leptospiras
por dose. O desafio dos animais foi realizado 14 dias apdés a segunda dose, pela via
intraperitoneal, com a cepa L. interrogans L1-130 sorovar Copenhageni com a dose
de 500 leptospiras vivas por mL no experimento 1 e 1000 leptospiras vivas no
experimento 2. A eficacia de cada preparacdo vacinal foi determinada pelo nimero
de animais sobreviventes ao desafio, comparado ao grupo controle.

Tabelal. Experimento 1 Doses utilizadas por animal, conforme grupo.

Grupo N°de animais 12 dose 22 dose
1 8 Aluminio Aluminio
2 8 Bacterina Bacterina
3 6 LigAFull(40ug) LigAFull(40ug)
4 6 LigANI(40pg) LigANI(40ug)
5 6 LigBrep(40ug) LigBrep(40ug)
6 6 LigANI(40pg)+LigBRep(40ug)  LigANI(40ug)+LigBRep(40u0)

Tabela 2. Experimento 2. Doses utilizadas por animal, conforme grupo.

Grupo N°de animais 12 dose 22 dose
1 5 Aluminio Aluminio
2 5 LigANI(60pg)+LigBRep(60ug) LigANI(60ug)+LigBRep(60uQ)
3 5 LigANI(60pQ) LigANI(60pQ)
4 5 LigBRep(60ug) LigBRep(60uQg)

Os animais que vieram a 6bito tiveram o rim esquerdo coletado para avaliacao
microbiolégica, além disso, no segundo experimento, foi coletado rim, figado e
pulm&o para execucao da técnica de imprint. Os animais sobreviventes tiveram seus
orgédos coletados apds a eutanasia, 30 dias depois do desafio.

Para obtencéo da cultura renal, o rim esquerdo de cada animal foi coletado e
macerado em tubos tipo Falcon contendo 5ml de meio EMJH (Difco Laboratories)
enriquecido com 10% de suplemento comercial e posteriormente incubado a 30°C
por 1h. Apds, foi realizado um repique de 500ul em 5ml de meio EMHJ e incubado
por 7 dias. Posteriormente se observou as culturas utilizando microscépio de campo
escuro a fim de verificar o crescimento.

Para a técnica de imprint, rim, figado e pulm&o foram seccionados e
pressionados sobre laminas previamente preparadas com poli-L-lisina e fixadas com
acetona. Foram, entdo, hidratadas trés vezes e bloqueadas com solucdo de BSA
0,4% por 40min. Apos lavagem, as laminas foram cobertas com anticorpo anti-
leptospira inteira, produzido em coelhos, e incubadas durante 1h. Lavaram-se as
laminas e adicionou-se anti-coelho conjugado a FIT-C. ApGs novo periodo de
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incubacéo, as laminas foram lavadas e montadas para a leitura em microscoépio de
campo escuro (Chagas-Junior et al., 2009).

Todas as analises estatisticas e os graficos de sobrevivéncia foram realizados
no programa Prisma 4 for Windows verséo 4.03. O Fisher’s Test foi utilizado para a
analise de mortalidade, disponivel em: http://www.langsrud.com/stat/fisher.htm.

Este projeto est4 cadastrado no COCEPE/UFPel e foi aprovado pela Comissao
de Etica em Experimentacédo Animal (CEEA) da UFPel, cadastro n® CEEA 5238.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A imunizacdo dos hamsters contendo as preparacdes com LigANI, LigBRep,
e LigAFull, conferiram protecdes variaveis (0-100%) nos hamsters contra o desafio
homologo com dose letal. Nenhum animal sobreviveu no grupo controle negativo ao
desafio tanto com 500 quanto 1000 leptospiras por mL, enquanto que 0S animais
vacinados com a bacterina comercial tiveram 100% de sobrevivéncia (Figura 1). A
formulacéo vacinal contendo as proteinas LigANi associada com LigBRep resultou
em uma protecdo significativa quando administrado com o adjuvante hidroxido de
aluminio.

A B
Experimento 1 Experimento 2
100
100
90- == Alum A ' %01 == Alum
© 80 —Cgmmermal Bacterin © 80 - rLigAFull
<§ 704 -v—rL?gAFuII S 70- ——rLigANI
E 60 - - rLigANI ‘°2) 604 —rLigANI + rLigBRep
3 28- -6~ rLigBRep 3 501
5 9 -&— rLigANI + rLigBRe 5 401
U’Z 20 9 gbRep 2 20
8 204 S 204
104 104
0 T T T T T J 0 T T T T d
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Dias Dias

Figura 1- A: Sobrevivéncia de hamsters machos ao desafio com 1000 leptospiras
B: Sobrevivéncia de hamsters fémeas ao desafio com 500 leptospiras

Os dados referentes ao numero de sobreviventes, cultura renal e técnica de
imprint, obtidos nos experimentos 1 e 2, estdo representados na Tabela 2. Além
disso, na Figura 2 estdo representadas imagens obtidas a partir da técnica de
imprint, evidenciando 6rgaos de animais positivos e negativos.

Tabela 2. Sobreviventes, cultura renal e técnica de imprint para os experimentos 1 e 2.

Exp Grupo Sobreviventes Cultura Renal Imprint
(Sobreviventes/total) (Positivos/total) (Positivos/total)

Rim Figado Pulméo

1 1 Aluminio 0/8 7/8 NC NC NC
1 2 Bacterina 8/8 2/8 NC NC NC
1 3 LigAFull(40ug) 1/6 2/6 NC NC NC
1 4 LigANI(40ug) 5/6 1/6 NC NC NC
1 5 LigBRep(40ug) 2/6 2/6 NC NC NC
1 6 LigANI(40ug)+LigBRep(40ug) 4/6 0/6 NC NC NC
2 1 Aluminio 0/5 2/3 2/3 2/3 3/3
2 2 LigANI(60ug)+LigBRep(60ug) 5/5 0/5 1/5 3/5 4/5
2 3 LigANI(60ug) 5/5 0/5 4/5 1/5 2/5
2 4 LigBRep(60ug) 5/5 1/5 0/5 1/5 0/5
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Figura 2 - Imagens representativas da técnica de imprint. (A) tecido renal, (B)
hepatico, (C) pulmonar de animais positivos, e (D) renal, (E) hepatico e
(F) pulmonar de animais negativos.

4, CONCLUSOES

A associacao entre LIgANI e LigBRep confere protecao significativa (p>0,05)
ao desafio letal. Dessa forma, recomenda-se que essa formulacao seja utilizada em
ensaios de imunogenicidade e imunoprotecdo heterdloga. LigAFull ndo protege os
hamsters da leptospirose letal, porém confere sobrevida aos animais imunizados.
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