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1. INTRODUCAO

A leptospirose € a principal zoonose em termos de morbidade e
mortalidade no mundo, tendo 1,03 milhdes de casos com 58.900 mortes
confirmadas anualmente (COSTA et al., 2015). A doenca é causada por bactérias
patogénicas do género Leptospira (ADLER, 2015) e a infeccdo ocorre pela
exposicao direta a urina de animais carreadores da bactéria, ou indireta pelo
contato com agua, solo ou alimentos contaminados (LEVETT, 2015).

A vacinacdo é um dos métodos mais indicados e eficazes na prevencao de
doencas infecciosas (DELLAGOSTIN et al., 2011). Porém, a formulagdo comercial
disponivel contra leptospirose, constituida pela bactéria inativada, apresenta uma
série de efeitos colaterais locais e sistémicos. Outras limitagdes incluem a inducéo
de imunidade de curta duracdo e a protecdo apenas contra 0S sorovares
presentes na sua formulacdo (ADLER, 2015; ADLER; DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010).

Uma das abordagens mais inovadoras no estudo de vacinas de nova
geracdo € a vacinologia estrutural. Esta estratégia considera a estrutura
tridimensional da proteina, permitindo a identificacdo de epitopos
imunodominantes expostos e a unido destes em uma Unica molécula,
promovendo a inducdo de uma resposta imune mais ampla (DELANY et al.,
2013). Dentre as proteinas preditas como promissores alvos vacinais, as
proteinas dependentes de Ton-B (TBDR) se destacam por ja terem sido avaliadas
em formulacdes vacinais contra diferentes patégenos. As proteinas TBDR
desempenham func¢des vitais ao patdégeno dentre eles o transporte de nutrientes,
compostos férricos e vitaminas (STORK et al., 2010, HU et al., 2012).

Além disso, vacinas recombinantes vetorizadas se mostram alternativas
promissoras. Dentre elas, destaca-se 0 uso do Bacilo Calmette-Guérin (BCG)
recombinante, uma vacina atenuada por Albert Calmette e Camille Guérin no
inicio do século XX no Instituto Pasteur da Franca (CALMETTE et al., 1927).
Atualmente, BCG é a unica vacina disponivel para prevencédo da tuberculose
(TB), sendo a vacina mais utilizada no mundo (ROWLAND & MCSHANE, 2011).
Fatores como o0 baixo custo de producdo, facil administracdo e uma boa
estabilidade térmica (STOVER et al., 1991), fazem o BCG um bom candidato para
vetor vacinal. Além disso, o uso de BCG recombinante expressando antigenos
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vacinais contra leptospirose ja demonstrou protecdo significativa em estudos
anteriores (SEIXAS et al. 2007, OLIVEIRA et al. 2019). Sendo assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a capacidade protetora de cepa de BCG recombinante
expressando antigeno vacinal predito como TBDR frente ao desafio letal por
leptospirose.

2. METODOLOGIA
2.1 Preparacao das formulacdes vacinais

A cepa de Mycobacterium bovis BCG recombinante previamente construida
(PUP500/pAN:TBDRchimera) e a cepa BCG Pasteur foram cultivadas em meio
liquido 7H9 suplementado com 0,05% de Tween 80 e 10% de OADC até
atingirem a DOesoo nm superior a 0,6. Posteriormente, 1 mL da cultura foi
centrifugado por 15 minutos a 4000 rpm e o pellet foi ressuspendido em 10 mL de
Tampao fosfato-salino (PBS) estéril a fim de ajustar a concentracdo do cultivo
para 107 células/mL.

2.2 Avaliacdo da capacidade protetora das formula¢gfes vacinais

Para avaliacdo da capacidade protetora da formulacdo, hamsters
(Mesocricetus auratus) de 4 a 6 semanas de idade, do sexo masculino,
receberam 10% UFC das vacinas descritas acima por via subcutanea. Os animais
foram distribuidos em trés grupos de 10 animais cada, sendo esses BCG Pasteur
(controle negativo), BCG recombinante e bacterina (controle positivo).

O reforco foi dado nas mesmas condi¢cdes, com intervalo de 21 dias entre
as imunizacfes. O desafio ocorreu 30 dias apos a segunda dose com 5xDLso de
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa FIOCRUZ L1-130. Os hamsters
foram acompanhados diariamente para monitoramento de sinais clinicos, tais
como prostragdo e perda de peso. Os animais sobreviventes 30 dias pés desafio
foram eutanasiados. Foram realizados dois experimentos independentes,
aprovados sob protocolo 4646-2015 do Comité de Etica em Experimentacgio
Animal da Universidade Federal de Pelotas (CEEA).

2.3 Avaliacdo da protecéo contra colonizacao renal

Os animais sobreviventes foram eutanasiados e os rins foram coletados de
forma asséptica, macerados com o auxilio de uma seringa e imersos em meio
Leptospira Medium Base (EMJH) (Difco) suplementado com 10% de suplemento
enriquecimento de Leptospira (Difco). As culturas foram incubadas a 28 °C e
permaneceram na estufa por 8 semanas, sendo monitoradas semanalmente
através de microscopia de campo escuro.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto ao ensaio de sobrevivéncia, 100% (10/10) dos animais imunizados
com M. Bovis BCG recombinante expressando a quimera, sobreviveram,
constituindo protecdo significativa. Este mesmo resultado se manteve na
repeticdo do experimento (Figura 1). Este resultado corrobora com o fato das
proteinas TBDR serem alvos vitais para a sobrevivéncia e patogénese da
bactéria.
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Figura 1. Curva de sobrevivéncia frente ao desafio letal. Os graficos 1 e 2
representam os dois experimentos realizados de forma independente.

Os animais vacinados apresentaram pequena variacdo do peso em relacao
ao peso inicial, ap6s o desafio. Com excec¢ao do controle negativo, grupo Pasteur,
que apresentou uma grande perda de peso e demais sinais clinicos (Figura 2).
Leptospiras ndo foram reisoladas nos rins dos animais sobreviventes, sugerindo a
inducdo de uma imunidade esterilizante, ou seja, protecdo contra a colonizacéo

renal.
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Figura 2. Acompanhamento diario de peso dos animais imunizados, apos o
desafio. Graficos 1 e 2 representam experimentos independentes.

4, CONCLUSOES

A quimera expressa pela cepa M. Bovis BCG recombinante mostrou-se
uma vacina protetora contra leptospirose, conferindo 100% de protecdo e
evitando os sinais clinicos da doenca. Como perspectiva desse trabalho,
pretende-se avaliar a resposta humoral e celular induzida pela formulagéo, para
compreender os mecanismos envolvidos na protecao.
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