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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose de distribuicdo mundial causada por
espiroquetas do género Leptospira (DENEKE et al., 2014). Os sintomas véao
desde um estado febril moderado, vomitos, dores de cabeca, musculares e
abdominais, podendo evoluir para uma das formas mais grave da doenga com
uma taxa de mortalidade em torno de 10-70% (MCBRIDE et al., 2005), com
mais de 1 milh&do de casos ao ano e ~60.000 fatalidades (COSTA et al., 2015).
A falta de medidas eficazes de controle, como saneamento basico, somado ao
fato de que as ferramentas laboratoriais disponiveis para o diagnostico
dificultam respostas efetivas a nivel de salude publica (MCBRIDE et al., 2005;
REIS et al., 2008), sendo dessa forma o uso de vacina imprescindivel para a
prevencdao e controle da doenca.

Atualmente, as Unicas vacinas contra leptospirose encontradas
comercialmente sdo constituidas de bacterina, a bactéria inativada, que por
induzir uma resposta timo-independente ndo gera células T de memaria e,
portanto ndo confere protecdo de longa duracdo, sendo necessaria a
revacinacdo anual. Além disso, vacinas de bacterina estdo relacionadas a
reacdes adversas e sao sorovar especifica, sendo este, o maior problema da
vacina, que embora seja recomendada pelo MAPA (Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abastecimento) limita-se a 3 espécies; L. interrogans (sorovares
Bratislava, Canicola e Pomona), L. borgpetersenii Hardjo e L. kirschnerii
Grippotyphosa. No mercado existem algumas empresas que produzem vacinas
multivalentes a fim de tentar maximar a protecao, porém estudos mostram que
h& reducéo da efetividade da vacina.

A proteina LigB foi identificada como proteina de membrana externa e
fator de viruléncia de cepas patogénicas e sua porcdo N-terminal € altamente
conservada (MCBRIDE et al., 2009). Proteinas recombinantes tém se mostrado
bons alvos vacinais, induzindo resposta timo independente. Portanto, o objetivo
do trabalho foi avaliar a prote¢cdo da unido da bacterina com a LigBrep em
desafio homdlogo até 2 meses apdés a ultima dose da vacina.

2. METODOLOGIA

Para este estudo foram realizados 2 experimentos independentes.
Hamsters sirios capa-dourada (Mesocricetus auratus) foram divididos em
guatro grupos (controle negativo, rLigB, Bacterina e rLigB associada a
Bacterina) cada um contendo 4 animais. Todos 0s experimentos foram
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conduzidos de acordo com as regulamentacdes, politicas e principios do
manual do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPel. Os animais
estavam saudaveis e foram utilizados com 4-5 semanas de idade (Biotério
Central, Universidade Federal de Pelotas, RS, Brasil). Os animais utilizados
neste projeto foram mantidos de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, recomendados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

2.1 Producéo da bacterina e rLigBrep

A bacterina foi produzida a partir de cultivo de L. interrogans.
Primeiramente foram-se realizadas trés lavagens do cultivo em tampéao fosfato-
salino (PBS) estéril, e apds as etapas de lavagens o pellet de células foi
ressuspendido em 5 mL de PBS e em seguida realizada a contagem de células
bacterianas em triplicata na camara de Petroff-Hausser. Uma concentracéo de
108 cel/mL foi inativada a 56 °C por 20 minutos e armazenado a -20 °C até a
sua utilizagao.

A proteina de interesse foi expressa de forma insolavel, portanto tivemos
que solubilizd-la contra um gradiente de ureia. Depois purificamos por
cromatografia de afinidade utilizando o sistema automatizado AKTA Start.

2.2 Imunizacéo e desafio

Os hamsters receberam duas doses de vacinas, via intramuscular no dia 0
e 14. Trés dias antes da primeira imunizacdo e sete dias depois da segunda
coletamos amostras de sangue - com auxilio de um colirio anestésico - através
do plexo venoso retro-orbital.

Cada dose do preparado vacinal correspondia a: Grupo controle, 10 mL
de PBS; Grupo rLigB, 50 ug de rLigB; Grupo bacterina, 108 leptospiras; Grupo
Bacterina associada a rLigB, 108 leptospiras e 50 ug de proteina.

A cepa utilizada para o desafio foi a Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni, Fiocruz L1-130, cultivada em EMJH liquido a 28 °C. No dia 28,
(Duas semanas ap0s a Ultima imunizacdo) os animais foram desafiados com
200 leptospiras via intraperitoneal.

2.3 Analises laboratoriais

Para avaliar a acdo esterilizante das vacinas, apos a eutanasia, amostras
de tecido renal foram macerados em meio EMJH e armazenados a 28 °C para
observar o crescimento de Leptospiras. As culturas foram observadas
semanalmente por microscopia de campo escuro.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na repeticdo |, 50% dos animais vacinados com LigB e desafiados um
més depois sobreviveram. A partir do cultivo renal ndo se detectou leprospiras,
indicando acado esterilizante nos sobreviventes. A vacina de Bacterina e a
bacterina associada a proteina obtiveram os mesmos resultados em ambos
periodos analisados com 100% de protecéo e acédo esterilizante.

Na repeticdo Il, os animais desafiados 2 meses ap0s a ultima dose do
grupo Bacterina apresentaram 50% de protecdo e acdo esterilizante nos
sobreviventes, enquanto o grupo LigB apresentou 50% de prote¢céo e nao foi
esterilizante. O grupo controle apresentou 25% de sobrevivéncia no
experimento I, més 1, que possivelmente se deve a alguma resisténcia natural
daquele animal (Tabela 1). A associacdo da Bacterina com a LigB protegeu e
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teve acdo esterilizante nos dois experimentos até os 2 meses de avaliacao,
demonstrando através deste modelo animal ser uma vacina eficaz em proteger
contra a doenca e também evitar que o patdégeno se aloje no tecido renal e
prossiga o ciclo infeccioso da Leptospira.

Tabela 1. Resultados de sobrevivéncia e cultivo de tecido renal.

Bacterina LigB Bacterina + LigB PBS (Controle)
S?b(rjeevi Valor Cultivo Si/)ob(rjeevi Valor Cultivo S?b?:vi Valor Cultivo Sc:/é))r:(\eliv Cultivo
P de P* Positivo PO de P* Positivo PO de P* Positivo P Positivo
véncia véncia véncia éncia
Experimento | 100% 50% 100% 0%
més 1 (@14) 0.0286 0/4 214) 0.4286 (2/4) (@414) 0.0286 0/4 (0/4) 4/4
Experimento | 100% 100% 100% 0%
més 2 (41) 0.0286 0/4 (41) 0.0286 (4/4) (414) 0.0286 0/4 (0/4) 3/4
Experimento Il 100% 100% 100% 25%
més 1 (41) 0.0286 0/4 (41) 0.0286 (4/4) (414) 0.0286 0/4 w/a) 2/4
Experimento Il 50% 50% 100% 0%
més 2 (2/4) 0.4286 2/4 (2/4) 0.4286 (2/14) (414) 0.0286 0/4 (/) 414

A protecdo induzida pela proteina recombinante foi de 50-100% e esta
de acordo com outro trabalho feito pelo grupo, conferindo protecédo de 60-100%
(dados ainda nédo publicados). Faltam ainda analises de histopatolégicas do
figado, rim e pulm&o, bem como o gPCR com desses 6rgdos. Faremos ainda
0os ELISAs com os soros e a fim de obter maiores informacfes estamos
procedendo com um experimento de 12 meses de avaliagao.

4., CONCLUSOES

A associacéo da Bacterina com a LigB protegeu e teve acéo esterilizante
nos dois experimentos até os 2 meses de avaliacdo, demonstrando através
deste modelo animal ser uma vacina eficaz em proteger contra a doenca e
também evitar que o patdgeno se aloje no tecido renal e prossiga o ciclo
infeccioso da Leptospira.
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