32 SEMANA XXVI CONGRESSO DE
J
‘i!‘ con ANl C’:) C I INICIACAQ CIENTIFICA

PROTEINA ErpY-like COMO VACINA RECOMBINANTE DE SUBUNIDADE
PROTEGE CONTRA A LEPTOSPIROSE EM HAMSTERS

STELLA BUCHHORN DE FREITAS!; THAIS LARRE OLIVEIRAZ, AMILTON
SEIXAS NETO?, DAIANE DRAWANZ HARTWIG?, MARTA GONCALVES
AMARAL3

lUniversidade Federal de Pelotas— stellafreiitas@gmail.com
2Universidade Federal de Pelotas — thais.larreoliveira@gmail.com; amiltonseixas@gmail.com;
daianehartwig@gmail.com
SUniversidade Federal de Pelotas — martagamaral@gmail.com

1. INTRODUCAO
A leptospirose é uma zoonose de distribuicdo mundial causada por

espiroquetas patogénicas do género Leptospira spp., ao qual pertencem 20
espécies e mais de 250 sorovares. A infeccdo em humanos e animais pode ser
atribuida ao contato direto ou indireto com a urina de animais portadores do
agente patogénico (FAINE et al. 1999; REIS et al. 2008). Diversos mamiferos
podem albergar leptospiras patogénicas, porém os roedores sédo os reservatérios
mais frequentes. Esses animais alojam 0s microrganismos nos rins e o eliminam
através da urina (JORGE et al. 2015), sendo fonte de infeccdo para humanos,
animais e meio ambiente.

Dentre os sintomas gerados pela infeccdo, verifica-se, geralmente, a
ocorréncia de vomitos acompanhados de febre e dores de cabeca, o que pode
fazer com que a enfermidade seja facilmente confundida com outras doencas
febris. Em sua forma aguda, a leptospirose pode afetar multiplos 6rgdos, como o
figado (ictericia), os rins (nefrite), os pulm&es (hemorragia pulmonar) e o cérebro
(meningite) (FAINE et al. 1999; GOUVEIA et al. 2008; SEGURA et al. 2005).

A ocorréncia da leptospirose esta, na grande maioria dos casos, associada a
regides tropicais e subtropicais, com condicbes precéarias de saneamento. Esta
doenca é considerada um problema de saude publica, além de causar prejuizos
econdmicos no setor agricola (FAINE et al. 1999; LEVETT 2001).

Devido as limitacBes existentes no controle da leptospirose, torna-se cada vez
mais necessaria a busca por métodos alternativos, mais eficazes e sensiveis para
o controle da doenca. Estudos celulares e moleculares tem focado na analise de
sequéncias genémicas de isolados de Leptospira spp. na busca por novos alvos
relacionados ao desenvolvimento de métodos de diagnostico e producdo de
vacinas. Dentre eles, tem sido avaliado o potencial de uma série de LICs,
presentes em leptospiras patogénicas (HARTWIG et al. 2011; HARTWIG et al.
2013), como a lipoproteina ErpY-like, alvo deste estudo.

A lipoproteina ErpY-like foi reportada como sendo uma proteina de L.
interrogans que possui sequéncia muito similar a fatores de viruléncia
encontrados em outros patdogenos, como a lipoproteina de membrana externa
ErpY de Borrelia burgdorferi, além da expressdo desta proteina ser observada
durante a infeccao in vivo (ESHGHI et al. 2009). Sendo assim, o objetivo desse
estudo foi produzir a proteina ErpY-like em sua forma recombinante e utiliza-la na
imunizacdo de hamsters para avaliacdo de seu potencial protetor através de
ensaios desafio.
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2. METODOLOGIA
Potencial imunoprotetor da proteina recombinante ErpY-like: o potencial

imunoprotetor da proteina rErpY-like como vacina de subunidade recombinante foi
avaliado em hamsters. Para tanto, machos de 4-6 semanas de idade foram
divididos em 2 grupos de 8 animais cada. Os animais foram imunizados com a
proteina recombinante rErpY-like (80 pg) ou solugcdo salina acrescidos do
adjuvante Addavax™ (1:1) através da via intramuscular. Um grupo de 4 animais
foi imunizado com 10° células de leptospiras inativadas pelo calor, como controle
positivo do desafio. As vacinas foram administradas em duas doses com 14 dias
de intervalo entre as doses. Amostras de sangue foram coletadas pelo plexo
retro-ocular antes de cada imunizacdo e também do desafio, sendo o soro
estocado a —20 °C. Vinte e oito dias apds a primeira dose todos os animais foram
desafiados intraperitonealmente com uma dose de 102 leptospiras, que equivale a
5x DLso de L. interrogans serovar Copenhageni. Todos os experimentos foram
conduzidos de acordo com as regulamentacgdes, politicas e principios do manual
estabelecido pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPel (CEEA
5429).

Histopatologia e cultura: para os ensaios de histopatologia e cultura os
hamsters que sobreviverem até 30 dias apos o desafio foram eutanasiados e
amostras de tecido renal e pulmonar coletadas para estudos histopatoldgicos. A
imunidade esterilizante induzida pelas vacinas foi determinada através de
isolamento de leptospira por cultivo de amostras de tecido renal, onde de cada
orgédo foram coletadas de 1 a 2 g assepticamente, processadas e transferidas
para 5 ml de meio EMJH (Difco) (pH 7.2). Microscopia de campo escuro foi
realizada durante 8 semanas com intuito de identificar culturas positivas. Para os
estudos de histopatologia, as amostras de tecido foram fixadas em formalina 10%
(pH 7.0) e embebidas em parafina. Seis amostras de 5 - 6 um obtidas de cada
orgao foram coradas com hematoxilina-eosina e avaliadas por patologista na
identificagcéo de nefrite intersticial e hemorragia pulmonar.

Avaliacao do perfil de anticorpos em hamsters através de ELISA: o soro dos
hamsters vacinados foi avaliado quanto a presenca de imunoglobulina G (IgG)
especificas através de um ELISA. Placas de 96 cavidades (Polysorp™ Surface,
NUNC) foram sensibilizadas overnight com o antigeno diluido em tampéo
carbonato-bicarbonato pH 9,6, cuja concentragéo, assim como a diluicdo de soro
utilizada foram determinadas através de ELISA tipo checkerboard. A leitura da
ODuaso foi feita no equipamento Multiskan MCC/340 (Titertek Instruments).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A proteina recombinante ErpY-like utilizada para imunizar hamsters associada

ao adjuvante Addavax demostrou potencial imunoprotetor em hamsters, onde
mais de 60% dos animais imunizados sobreviveu ao desfio letal com cepa
virulenta de L. interrogans (Fig. 1), sendo significativamente diferente do grupo
imunizado com solugéo salina acrescida de Addavax (*P<0,05).
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Figura 1: Curva de sobrevivéncia dos animais vacinados com rErpY-like
acrescida do adjuvante Addavax e desfiados com cepa virulenta de L. interrogans
sorovar Copenhageni (102 leptospiras, que equivale a 5x DLso). O teste Wilcoxon

Log-rank e o teste de Fischer foram usados para determinar diferencas

significativas entre os grupos imunizados e os grupos controles (*P<0,05).

As imunizacdes com a proteina ErpY-like acrescida do adjuvante Addavax
induziram anticorpos 1IgG em hamster (P< 0.05) conforme demostrado através de
ELISA (Figura 2). J4 aos 14 dias poés-imunizacdo niveis significativos de 1gG
foram identificados, e estes aumentaram com o boost, conforme demonstrado no
dia 28. Os animais imunizados com PBS n&o tiveram niveis significativos de
anticorpos detectados. JA em relacdo aos cultivos renais dos 5 animais
sobreviventes ao desafio, todos foram negativos na cultura, o que indica
imunidade esterilizante.
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Figura 2: Resposta imune humoral dos hamsters imunizados com rErpY-
like+Addavax. A proteina rErpY-like expressa por E. coli foi utilizada como
antigeno no ELISA. A média dos valores foi calculada para as amostras de soro
avaliadas em triplicata. Resultados foram expressos como a média da
absorbancia e significancia P*< 0.05 em comparac¢do com o grupo controle.

As andlises histopatoldgicas de pulmé&o e rim e cultura de leptospiras dos rins
dos hamsters imunizados e sobreviventes, podem ser observadas na tabela 1. Os
resultados de cultura renal indicam que a vacina baseada em rErpY-like +
Addavax induziu imunidade esterilizante em hamsters. Ja em relacdo as analises
histopatolégicas os hamsters sobreviventes apresentaram lesées, assim como 0s
imunizados com a bacterina (ver tabela 1).
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Tabela 1: Analises histopatoldgicas e cultivo de leptospiras de rim e pulméo dos
hamsters imunizados e que sobreviveram ao desafio.

Vacina % Protecéo % Cultura positiva % Lesdes histopatoldgicas
(surviventes/total) (positivo/sobreviventes) (positivos/sobreviventes)
Vacinados Controles Kidneys
Hemorragia Degeneracdo Infiltragédo
pulmonar celular e de
necrose linfocitos
rErp Y-  62.5 (5/8) 0 (0/8) 0/5 80 (4/5) 60 (3/5) 40 (2/5)
like +
Addavax
Bacterin 100 (4/4) 0/4 75 (3/4) 25 (1/4) 0 (0/4)

4. CONCLUSOES
A proteina ErpY-like descrita € imunogénica, uma vez que animais
experimentalmente imunizados com este polipeptideo produzem anticorpos
especificos contra a mesma, e apresentam imunoprotecdo contra desafio letal,
representando seu potencial como alvo vacinal. Além disso, 0s animais que
sobreviveram ao ensaio desafio ndo apresentavam leptospiras em seus rins, o
que indica a capacidade desta vacina induzir imunidade esterilizante.
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