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1. INTRODUCAO

A leptospirose é uma zoonose de distribuicdo global, causada por
espiroquetas patogénicas do género Leptospira (BHARTI et al., 2003). Estima-se
gue anualmente ocorram 873.000 casos graves de leptospirose em humanos e
49.000 mortes (PICARDEAU et al., 2014). Atualmente, as vacinas compostas por
bacterinas séo utilizadas contra leptospirose, porém estas conferem uma curta
duracdo da protegdo, sendo limitada a sorovares locais, além de haver efeitos
colaterais (ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Nesse contexto, torna-
se necessario o desenvolvimento de uma vacina eficiente, que determine

| imunoprotecéo cruzada contra diversos sorovares patogénicos de leptospirose.

Proteinas de superficie sdo alvos potenciais para induzir resposta imune
durante a infec¢do, sendo promissores alvos vacinais (DELLAGOSTIN et al.,
2011). Dentre as proteinas de membrana externa, temos as proteinas da familia
das imunoglobulinas (Leptospiral immunoglobulin-like (Lig) (MATSUNAGA et al.,
2003). LigA e LigB possuem repeticbes em tandem de aproximadamente 90
residuos de aminoacidos. Essas proteinas apresentam 100% de identidade nos
dominios repetitivos de suas porgdes N-terminal (polipeptidio LigBrep). O gene
ligB é conservado em todas as espécies de leptospiras patogénicas (MCBRIDE et
al., 2009).

O objetivo deste trabalho € avaliar a resposta imune humoral (IgG e IgM)
apos a imunizacdo dos animais com a proteina recombinante LigBrep (rLigBrep)
em hamsters desafiados com a cepa patogénica L. interrogans sorovar
Copenhageni.

| 2. METODOLOGIA

2.1 Imunizacédo e desafio dos animais: A proteina recombinante LigBrep
(rLigBrep) foi expressa como descrito anteriormente (CONRAD et al., 2013) e,
utilizada como antigeno para a imunizacdo dos animais e para a avaliacdo da
resposta imune humoral. Um grupo de animais foi imunizados com rLigBrep
adsorvida em Alhydrogel e outro grupo com a bacterina. O grupo controle foi
inoculado apenas com PBS também adsorvido em Alhydrogel. Posteriormente os
animais foram desafiados com a cepa patogénica de L. interrogans sorovar
Copenhageni. Foram coletados os soros dos dias 0, ap0s a vacinacao e apos o
desafio. A avaliagdo da resposta imune humoral foi realizada através de um

| ELISA indireto, utilizando como antigeno rLigBrep.
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2.2 Avaliacao da resposta imune humoral: A resposta imune humoral foi
determinada através de ELISA indireto utilizando rLigBrep como antigeno. Para
isso, placas de poliestireno de 96 cavidades (NUNC) foram sensibilizadas com 50
ng/cavidade de rLigBrep em tamp&o carbonato-bicarbonato pH 9,6 por 18 h a 4°C.
Os soros coletados dos animais nos dias 0, ap0s a vacinagado e apos o desafio.
Foram diluidos 1:50 em PBS-T pH 7,4 (Tampao Fosfato-salino contendo 0,05%
de Tween 20) e adicionados 50 plL/cavidade, em duplicata. Posteriormente, os
anticorpos anti-IgM de hamsters conjugado a peroxidase (1:300) e anti-IgG de
hamsters (1:6000) foram adicionados as placas. Apos cada etapa as placas foram
incubadas por 1 h 37°C e lavadas 4 vezes com 200 pyL de PBS-T. A revelagao da
reacao antigeno-anticorpo foi realizada com a adicéo de o-fenilenodiamina (OPD)
acrescida de peroxido de hidrogénio. Apés o periodo de incubagdo de 15 min, no
escuro, a temperatura ambiente, a leitura foi realizada em espectrofotbmetro a
450 nm.

2.3 Anédlise Estatistica: As analises foram realizadas utilizando o
programa GraphPad Prism, utilizando o teste de ANOVA, seguido de teste de
Tukey (Tukey Significant Difference).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar da falta de conhecimentos especificos dos mecanismos de

resposta imune contra leptospirose, diversos grupos de pesquisa corroboram que
a resposta imune predominante € humoral (KO et al., 2009).
Os animais imunizados com rLigBrep sobreviveram ao desafio com leptospiras
virulentas. Além disso, aumentou significativamente os niveis de IgG nos grupos
vacinados comparados ao grupo de controle. Os animais imunizados com a
bacterina tiveram um acréscimo significativo no nivel de anticorpos IgG ap6s o
desafio (Fig. 1). Os niveis de anticorpos dos animais vacinados foram similares
entre 0s grupos imunizados. A resposta imune provocada por vacinas de
bacterinas € praticamente toda direcionada contra o LPS, 0s quais séo
componentes majoritarios da membrana da bactéria, por isso ndo induzem
resposta cruzada, uma vez que os LPS sdo os determinantes antigénicos dos
mais de 250 sorovares (BHARTI et al., 2003) e ndo induzem memoria, sendo
necessaria revacinacao. Esse resultado sugere que o uso da vacina baseada na
rLigBrep além de induzir protecdo como a bacterina, poderia superar algumas de
suas limitacdes, como imunidade de curta duracdo ou sorovar especifica.

Os animais que receberam somente PBS, levando ao 6bito 80% do grupo,
nao desenvolveram anticorpos IgG (Fig. 1). Esse resultado sugere que a
imunizacdo com rLigBrep induz anticorpos IgG.
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Figura 1. Resposta imune humoral IgG total em hamsters imunizados com a
proteina rLigBrep. Avaliacédo dos soros individuais de cada animal através de
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ELISA indireto. As colunas representam a media de IgG de cada grupo (10
animais nos grupos de Proteina e PBS e 5 animais no grupo da Bacterina), P <
0,05.

Na figura 2, estdo representadas as absorbancias individuais de anticorpos
IgG de cada animal do grupo. Neste grafico, observam-se as diferentes respostas
entre os animais.
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Figura 2. Resposta imune humoral IgG em hamsters imunizados com a proteina
rLigBrep. Avaliacdo dos soros individuais de cada animal através de ELISA
indireto. (P < 0,05)

No inicio da infeccdo sao produzidas imunoglobulinas do tipo IgM para o
controle da infec¢cdo. ApOs alguns dias, imunoglobulinas do tipo IgG sao
produzidas e provocam lise das leptospiras circulantes (LEVETT, 2001). A
resposta imune relativa a anticorpos IgM, obteve absorbancias inferiores as
obtidas frente a IgG total, tanto no grupo imunizado com a proteina tanto como no
grupo da bacterina. Esse resultado era esperado, pois, sabe-se que, anticorpos
IgM tém niveis mais altos no inicio da infec¢éo e estes vao diminuindo a medida
em que vao aumentando os niveis de IgG. As coletas de soro foram realizadas 2
semanas apos a ultima dose da vacina e 28 dias apds o desafio.

O grupo imunizado com rLigBrep desenvolveu uma resposta IgM
significante apds a vacinacdo e se manteve apds o desafio. Enquanto que, no
grupo imunizado com a bacterina, a producdo de anticorpos IgM ocorreu somente
apos o desafio. Em ambos os grupos, proteina e bacterina, a resposta IgM apés o
desafio foi idéntica (Fig. 3).
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Figura 3. Resposta imune humoral IgM em hamsters imunizados com a proteina
rLigBrep. Avaliacdo dos soros individuais de cada animal através de ELISA
indireto. As colunas representam a média de IgM de cada grupo (10 animais nos
grupos de Proteina e PBS e 5 animais no grupo da bacterina), P < 0,05.
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4. CONCLUSOES

A proteina recombinante LigBrep mostrou-se eficaz na inducao de resposta
imune humoral nos animais vacinados e desafiados. Desta forma, o aumento de
anticorpos presentes no soro desses animais demonstra que esta proteina tem
potencial como alvo para o desenvolvimento de vacinas para Leptospirose.
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