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ADDAVAX UM NOVO ADJUVANTE EM VACINAS PARA LEPTOSPIROSE

MARCELLE MOURA SILVEIRA'; NEIDA LUCIA CONRAD; JESSICA DIAS
SOUZA"; ANDRE ALEX GRASSMANN'; GREGORI REINHARDT®; ALAN JOHN
ALEXANDER MCBRIDE!

! Laboratério de Pesquisa em Doencas Infecciosas, Biotecnologia, Centro de Desenvolvimento
Tecnologica, Universidade Federal de Pelotas " — marcellemsilveira@gmail.com
! Laboratério de Pesquisa em Doencas Infecciosas, Biotecnologia, Centro de Desenvolvimento
Tecnolégica, Universidade Federal de Pelotas ~— neidaconrad@yahoo.com.br
! Laboratério de Pesquisa em Doencas Infecciosas, Biotecnologia, Centro de Desenvolvimento
Tecnoldgica, Universidade Federal de Pelotas ~ — jessi.dias@yahoo.com.br
! Laboratério de Pesquisa em Doencas Infecciosas, Biotecnologia, Centro de Desenvolvimento
Tecnoldgica, Universidade Federal de Pelotas " — grassmann.aa@gmail.com
! Laboratdrio de Pesquisa em Doencas Infecciosas, Biotecnologia, Centro de Desenvolvimento
Tecnoldgica, Universidade Federal de Pelotas ~ — gregorinr@hotmail.com
! Laboratdrio de Pesquisa em Doencas Infecciosas, Biotechologia, Centro de Desenvolvimento
Tecnolégica, Universidade Federal de Pelotas ™ — alan.mcbride@ufpel.edu.br

1. INTRODUCAO

A leptospirose é uma doenca de distribuicAo mundial causada por
espiroquetas do género Leptospira. Estima-se que anualmente ocorram mais de
873 mil casos de leptospirose no mundo. Apenas no Brasil, sdo notificados
durante as epidemias aproximadamente 10.000 casos de leptospirose nesse
mesmo periodo (REIS et al., 2008). Humanos podem infectar-se através do
contato direto ou indireto com a urina de animais portadores de leptospiras
patogénicas (BHARTI et al., 2003; KOIZUMI e WATANABE, 2005). Os sintomas
vao desde um estado febril moderado, vomitos, dores de cabeca, musculares e
abdominais podendo evoluir para uma forma mais grave da doenca com uma taxa
de mortalidade em torno de 10-15% (MCBRIDE et al., 2005) sendo, atualmente a
sindrome hemorragica pulmonar severa (SHPS) a principal causa de morte
durante epidemias no Brasil (GOUVEIA et al., 2008).

A falta de controle eficaz somado ao fato de que as ferramentas
laboratoriais disponiveis para o diagnéstico da leptospirose sdo inadequadas, tém
dificultado respostas efetivas a nivel de saude publica (MCBRIDE et al., 2007;
REIS et al., 2008) sendo dessa forma o uso de vacinas imprescindiveis para a
prevencdo e controle da doenca. As vacinas disponiveis baseiam-se na célula
inteira inativada (bacterina) que exigem imuniza¢cdes anuais de reforco e néo
conferem protegdo cruzada (DELLAGOSTIN et al., 2011). Além disso, essas
vacinas estdo relacionadas a diversos efeitos colaterais (FAINE, 1999) Uma
alternativa para o desenvolvimento de novas vacinas s&do as vacinas de
subunidade que n&o apresentam as limitagdes encontradas nas imunizagbes com
bacterinas (BACELO et al., 2014). Entretanto, vacinas de subunidade n&do tém
padrées moleculares associados a patégenos (PAMPS) e a capacidade para
ativar o sistema imune de uma maneira adequada € prejudicada, sendo
necessario o uso de adjuvantes (BACELO et al., 2014).

As proteinas da familia Lig (Leptospiral immunoglobulin-like), dentre elas a
LigB, séao proteinas expostas na superficie de Leptospira spp. patogénicas, sao
altamente conservadas, tem sua expressao aumentadas durante o processo de
invasdo e estdo envolvidas ho mecanismo de patogenicidade desta bactéria. Um



fragmento da LigB, (LigBrep) esta envolvida na inducdo de protecdo Neida
Conrad (Comunicagdao pessoal) e tem conferido imunidade esterilizante na
maioria dos hamsters sendo, portanto, um promissor alvo vacinal (CERQUEIRA
et al.,, 2009; DELLAGOSTIN et al., 2011; YE et al.,, 2014). Assim, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar o potencial adjuvante do AddaVax em uma vacina
para leptospirose utilizando como antigeno a LigBrep.

2. METODOLOGIA

Todos o0s experimentos foram conduzidos de acordo com as
regulamentacdes, politicas e principios do Comité de Etica em Experimentacio
Animal da UFPel. Hamsters sirio dourado com 4-5 semanas de idade saudaveis
(Biotério Central, Universidade Federal de Pelotas, RS, Brasil) foram utilizados
neste trabalho. Os animais foram divididos em 2 grupos: O grupo 1 (G1) foi
composto por 7 animais que foram vacinados com 50 pg da proteina
recombinante LigBrep (rLigBrep) administrada com 50 pl de AddaVax e o grupo 2
(G2) foi composto por 8 animais vacinados com salina tamponada fosfatada
(PBS) estéril administrado com AddaVax. Os Hamsters receberam duas
imunizagdes nos dias 0 e 14 via intramuscular. Trés dias antes da primeira
imunizacdo e 14 dias depois da segunda imunizacdo foram coletadas amostras
de sangue do plexo venoso retro-orbital. Os hamsters foram desafiados
intraperitonealmente duas semanas ap0s a Ultima imunizacdo com uma dose
equivalente de 5xDL50 (100 leptospiras) de L. interrogans Icterohaemorrhagiae
sorovar Copenhageni, Fiocruz L1-130).

A resposta imune humoral induzida pela vacinacao utilizando AddaVax como
adjuvante e a rLigBrep como antigeno foi avaliada através de ELISA indireto.
Microplacas de poliestireno de 96 cavidades (CralPlast) foram sensibilizadas com
rLigBrep (100 ng por cavidade) diluida em tamp&o carbonato-bicarbonato (0,05 M,
pH 9,6). Em seguida foram adicionados os soros de cada animal diluidos 1:100
em PBS-T (tampéao fosfato salino, 0,05% de Tween 20). Anticorpo anti-hamster
conjugado a peroxidase diluido em PBS-T (1:4000) foi adicionado as placas.
Todas as reacdes ocorreram por 1h a 37 °C, os reagentes foram utilizados a um
volume de 50 pL/cavidade e apds todas as etapas de incubacéo (exceto apos a
adicdo do conjugado), as placas foram lavadas trés vezes com 200 pL/cavidade
de PBS-T. Ap6s a remocao de excesso de conjugado através de 5 lavagens com
PBS-T, as reacbGes foram reveladas através da adicdo do cromdgeno
ortofenilenodiamina (OPD) diluido em tampéao fosfato-citrato pH 4,0 (0,2 M com
0,01% de H202). As placas foram mantidas no escuro por 15 min a temperatura
ambiente e a leitura da DO450 nm foi realizada em espectrofotbmetro para
microplacas Thermo Plate. A avaliagdo dos soros de cada animal foi realizada em
duplicata. Como controles negativo e positivo das reacdes, foram utilizados soros
do dia 0 e um pool de soros de animais imunizados com a rLigBrep associada
com Hidréxido de aluminio como adjuvante, respectivamente.

O teste t de Student foi utilizado para determinar diferencas significativas (p <
0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO



O uso de vacinas recombinantes de subunidade tem se mostrado como
uma alternativa para o controle de diversas doencas. Entretanto, uma limitacao
encontrada nesse tipo de vacina é sua baixa imunogenicidade. Neste estudo, foi
demonstrado que o AddaVax foi capaz de potencializar a resposta imune humoral
de uma vacina que utilizou a LigBrep como antigeno.

Os niveis de anticorpos gerados pela vacina foram significativamente
maiores em relacdo ao grupo controle (PBS), Figura 1. Essa proteina foi escolhida
como imundgeno por ter demonstrado capacidade de aumentar a resposta imune
e protecdo em diferentes estudos, tanto em vacinas de DNA, como nas de
subunidade (DELLAGOSTIN et al., 2011; FORSTER et al., 2013). Além disso, 0s
niveis de anticorpos gerados pela vacina que utilizou o AddaVax como adjuvante
foram significativamente maiores do que os encontrados em uma vacina que
conferiu 90% de protecdo em hamsters utilizando o mesmo antigeno e hidréxido
de aluminio como adjuvante, Neida Conrad (Comunicagdo pessoal). .
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Figura 1. Avaliagdo da resposta imune humoral induzida pela vacina utilizando

como adjuvante AddaVax e como antigeno a proteina LigBrep. A avaliacdo dos

soros de cada animal foi realizada em duplicata. (*) representa diferenca

estatistica significativa (p < 0,05). As barras de erro representam desvios padréo.

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos representam uma contribuicdo importante no campo
de desenvolvimento de vacinas. Este foi o primeiro trabalho a demonstrar que o
uso do AddaVax como adjuvante é capaz de induzir resposta imune humoral.
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