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1. INTRODUCAO

A Leptospirose € uma zoonose de distribuicdo mundial causada por
espiroquetas patogénicas do género Leptospira. Em humanos, a leptospirose pode
variar de uma infeccdo assintomatica, até uma grave doenca, resultando em faléncia
multipla dos 6rgaos e morte (MURRAY et al., 2013). Embora exista a utilizacdo de
vacinas contra a leptospirose humana em alguns paises, estas sdo bacterinas, que
apresentam efeitos adversos locais e sistémicos e conferem protecdo sorovar
especifica (KOIZUMI; WATANABE, 2005).

Varios antigenos recombinantes tém sido avaliados em vacinas contra essa
zoonose (DELLAGOSTIN et al.,, 2011). A regido ndo idéntica da proteina LigA
(LigAni) apresentou resultados promissores em experimentos de imunoprotecdo em
modelo animal (SILVA et al., 2007, HARTWIG et al.,, 2014). A expressédo desta
proteina esta associada a viruléncia, sendo fortemente induzida pelo incremento da
osmolaridade do meio aos niveis fisiolégicos do hospedeiro, indicando um
envolvimento com os estagios iniciais da infeccdo (COUTINHO et al., 2011). Porém,
vacinas compostas por antigenos purificados necessitam da presenca de adjuvantes
gue potencializem a resposta imune, na medida em gue ndo possuem uma
diversidade antigénica suficiente para produzir uma atividade imunoestimulatéria por
si mesmas (MIYAJIl et al., 2011).

Sob este panorama, o trabalho buscou avaliar a resposta imunoprotetora
induzida pelo antigeno recombinante LigAni de Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni L1-130 associado a trés diferentes adjuvantes, contra desafio letal
homaologo.

2. METODOLOGIA
2.1 Aspectos éticos

Este estudo teve aprovacdo da Comissdo de Etica em Experimentacéo
Animal (CEEA) da UFPel, obtendo o parecer favoravel (CEEA 6843). O tratamento
dos animais foi realizado com base nos principios éticos da experimentagdo animal,
recomendados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), de
acordo com a legislagéo vigente.
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2.2 Formulagdes vacinais

A formulacéo das vacinas utilizadas neste trabalho foi realizada pelo Instituto
Bio-manguinhos — RJ e disponibilizadas ao nosso grupo de pesquisa para avaliar o
melhor adjuvante. Para as formulacées, foi utilizado o antigeno LigAni associado ao
adjuvante hidréxido de aluminio, e a outros dois adjuvantes comerciais, aqui
denominados Adjuvante B e Adjuvante C.

2.2 Imunizacao e Desafio de Modelo Animal
Foram utilizados 45 hamsters (Mesocricetus auratus) machos, com 6
semanas de idade, divididos em 7 grupos (Tabela 1). Os animais foram imunizados

com duas doses, por via intramuscular, em intervalo de 14 dias.

Tabela 1. Distribuicdo dos animais no ensaio de imunoprotecao

Grupos Tratamento NUumero
de

animais
G1 Al(OH)3 6
G2 Adjuvante B 6
G3 Adjuvante C 6
G4 LigAni (30 pg) + Al(OH);3 7
G5 LigAni (30 pg) + Adjuvante B 7
G6 LigAni (30 pg) + Adjuvante C 7
G7 Bacterina 6

Foram realizadas coletas de sangue nos dias 0 e 28. Os animais foram
desafiados com 10% L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130, por via
intraperitoneal 14 dias apos a segunda dose. Apdés 28 dias do desafio os
sobreviventes foram eutanasiados. Rim direito, figado e pulmé&o foram armazenados
em nitrogénio liquido. O rim esquerdo foi macerado para reisolamento do patégeno.

2.3 Avaliagédo da resposta imune humoral

A avaliacdo da resposta humoral foi realizada por ELISA indireto. As placas
foram sensibilizadas com 200 ng de LigAni por poco, diluidas em tampéao carbonato-
bicarbonato 0,1M (pH 9,6). Soros individuais dos dias O e 28 foram utilizados como
anticorpos primarios em uma diluicdo de 1:50. Como anticorpo secundario foi
utilizado anticorpo anti-hamster conjugado com peroxidase (1:6000). Para revelacao
utilizou-se o-fenilienodiamina diidrocloreto (OPD) e perdxido de hidrogénio. As
reacoes foram interrompidas com acido sulfarico 0,1M. A leitura da absorbéancia foi
realizada em espectrofotbmetro a um comprimento de ondas de 492nm.

Posteriormente foi realizada titulagdo individual dos soros reagentes. A
titulacdo abrangeu diluicdes seriadas de base 2, de 1:800 até 1:102.400, mantendo-
se a metodologia do ELISA ja descrita em todas as demais etapas. O ponto de corte
foi considerado como a média das absorbancias do controle negativo (reacdo sem
anticorpo primario) somados a dois desvios padrdes.

Para a analise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism 5 e o0s
testes One Way ANOVA e Two Way ANOVA seguidos de Bonferroni.
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2.4 Avaliacdo da imunidade esterilizante

Para avaliacdo da imunidade esterilizante os macerados renais, realizados
apos eutandsia, foram repicados em meio EMJH (Difco) enriquecido com 10% de
suplemento comercial (Difco). As culturas foram analisadas semanalmente por um
periodo de 12 semanas por microscopia de campo escuro.

A quantificacdo da carga bacteriana dos 6rgaos coletados foi realizada por
PCR em tempo real (RT-PCR), utilizando o gene lipL32 como alvo. Para isto foram
utilizados 20 mg de tecido renal, pulmonar e hepatico, sendo o DNA extraido através
do kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega). As condic¢des finais da reacéo
de RT-PCR foram de: 300 nmol/L para cada primer, 250 nmol/L de sonda marcada
com FAM e 6 pL de DNA, em um volume final de 20 uL. O protocolo de amplificacéo
consistiu em 2 min & 50 °C e 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de amplificacédo
(95 °C por 15 s e 60 °C por 60 s). A amplificacdo do gene codificante para a beta-
actina foi utilizada como controle interno da reacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais dos grupos utilizados como controle (G1-G3), vieram a
Obito entre os dias 16 e 21 pds-desafio. Os animais dos trés grupos em que houve a
administracdo do antigeno LigAni (G4-G6), bem como os animais do grupo
Bacterina (G7) sobreviveram ao experimento.

Os soros do dia 0 ndo reagiram quando testados em ELISA. Os trés grupos
imunizados com o antigeno apresentaram diferenca estatistica nas reacdes do dia
28 quando comparadas ao dia 0 e entre si. O resultado negativo apresentado pelo
grupo Bacterina é atribuido a diversidade antigénica desta formulacdo, conferindo
baixos niveis de anticorpos especificos a LigAni. A titulacdo dos grupos positivos
permitiu uma melhor visualizacdo e comparacdo da resposta humoral entre eles,
evitando-se uma saturacdo dos complexos antigeno-anticorpo. Foi possivel observar
um titulo de 12.800 para o grupo LigAni + Adjuvante B, e de 51.200 para 0 grupo
LigAni + Al(OH)3. O grupo LigAni + Adjuvante C n&o atingiu o ponto de corte (0,089)
nas diluicbes realizadas, sendo atribuido titulo de 102.400. Todos 0s grupos
diferenciaram-se nas dilui¢cdes de 1:3.200 (p<0,001) e 1:6.400 (p<0,05) (Figura 1).
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Figura 1. Titulag&do por ELISA dos soros reagentes. Ponto de corte representado
pelo tracejado em vermelho.

As culturas realizadas a partir dos macerados renais dos animais
sobreviventes ndo demonstraram crescimento de leptospiras apés o periodo de 12
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semanas. Pela técnica de PCR em tempo real foi possivel identificar e quantificar a
presenca de leptospiras em todas as amostras analisadas, sem obter diferenca
significativa na carga bacteriana quantificada dos diferentes 6rgdos e grupos. A
diferenca dos resultados em relacdo aos cultivos pode ser atribuida a viabilidade dos
patdgenos, ou a maior sensibilidade da técnica molecular.

4. CONCLUSOES

As formulagdes vacinais contendo o antigeno LigAni associado ao adjuvante
Al(OH); e aos dois adjuvantes comerciais testados, conferem protecdo contra
desafio homélogo em hamsters. Nenhuma das formulacbes foi capaz de conferir
imunidade esterilizante. A proteina LigAni associada ao Adjuvante C tem capacidade
de induzir uma resposta humoral especifica significativamente maior que quando
associada ao hidroxido de aluminio. Novas formulactes seréo testadas em busca de
uma imunidade esterilizante.
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