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1 INTRODUCAO

A leptospirose € uma das zoonoses mais disseminadas e de maior
impacto econdmico e social no mundo, principalmente em paises subdesenvolvidos
e em desenvolvimento, com clima tropical e subtropical (KO et al., 2009). Ela pode
ser causada por qualquer um dos mais de 260 sorovares patogénicos das
espiroquetas do género Leptospira spp (CERQUEIRA e PICARDEAU, 2009). A
transmissdo € realizada através do contado direto ou indireto com a urina dos
animais infectados (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

A vacinacdo é uma medida empregada para diminuir o nimero de casos
da doenca em animais. No entanto, a vacina disponivel € uma bacterina, ou seja,
uma preparacdo de leptospiras inativadas e adjuvante (FAINE et al., 1999). Suas
principais limitacdes residem no fato de induzirem protecéao de curta duracdo apenas
contra os sorovares presentes na formulacdo e apresentarem reacfes adversas
apos a administracdo (LEVETT, 2001). Tendo em vista estas limitacGes, novas
estratégias vém sendo desenvolvidas para a leptospirose e outras enfermidades,
como o estudo de vacinas com subunidades proteicas (ADLER e MOCTEZUMA,
2010) e vacinas de DNA (CUI, 2005). O principio “prime-boost” é baseado em
imunizagbes multiplas, sejam elas homologas, onde o ‘prime’ é semelhante ao
‘boost’ ou heterdlogas, onde o ‘boost’” difere do ‘prime’ (LU, 2009). Aplicado a
leptospirose, ainda existem poucos estudos nesta area.

Dessa forma, o presente trabalho visou avaliar o potencial protetor de
duas sequéncias génicas altamente conservadas entre 0s sorovares patogénicos de
Leptospira (genes lipL32 e ligA), as quais codificam para proteinas de facil acesso
ao sistema imune, quando administradas isoladamente (prime-boost homélogo) ou
coadministradas com seu produto proteico (prime-boost heterélogo).

2 METODOLOGIA

A cepa utilizada para a extragdo de DNA e o ensaio de desafio homélogo
em modelo animal, foi Leptospira interrogans FIOCRUZ L1-130, a qual foi cultivada
em meio liquido EMJH a 30°C. Para a expressédo da proteina recombinante LipL32,
utilizou-se o plasmideo pAE/lipL32 (SEIXAS et al 2007). Tanto as vacinas de DNA
com LipL32 (sequéncia inteira) e LigA (131-1224), quanto a proteina rLigA (131-
1224aa) foram obtidas através de colaboracdo com o Laboratorio de Tecnologia
Recombinante (LATER), Biomanguinhos (BM-FIOCRUZ/RJ).

A expressao das proteinas recombinantes foi confirmada através de
Western blotting (WB), utilizando soros de animais convalescentes e anticorpo
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monoclonal anti-cauda poli-histidina conjugado com peroxidase (Sigma) na diluicao
1:3.000, conforme instrugbes do fabricante, e revelagcdo com DAB/H,O, Para a
caracterizacdo dos plasmideos de DNA, células HEK293 foram transfectadas com
os plasmideos pVAX/LipL32 e pVAX/LigA em uma placa de seis cavidades
utilizando Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, USA) de acordo com o protocolo do
fabricante. Transcorridas 48 horas depois da transfec¢éo, as células foram lavadas
duas vezes com PBS mantido em banho de gelo e lisadas com tampao de lise
contendo SDS por 10 min no gelo. Os lisados celulares foram fervidos e
centrifugados a 12.000 x g a 4°C por 10 min. As solu¢Bes do sobrenadante foram
coletadas e analisadas por WB, nas mesmas condicfes utilizadas para a avaliacao
das proteinas recombinantes.

Para os experimentos in vivo, 48 hamsters (Mesocricetus auratus)
machos, com quatro semanas de idade, foram divididos em oito grupos vacinais,
quatro para LigA e quatro para LipL32. As imunizagcbes ocorreram por via
intramuscular nos dias 0 e 21, conforme Tab. 1 e Tab. 2. Duas amostras de sangue
(dias 0 e 42) foram coletadas por puncdo do plexo venoso retro-orbital no dia
anterior a primeira imunizacéo e antes do desafio.

Tabela 1: Imuniza¢des com vacina de DNA e subunidade com LigA

Grupo vacinal Primeira dose Segunda dose
pVaxLigA 100ng pVaxLigA 100ng pVaxLigA
pVaxLigA + rLigA + AI(OH)3 100ng pVaxLigA 40ug LigA + AI(OH)3
pVax 100ng pVax 100ng pVax
pVax + Al (OH)3 100ng pVax Al(OH)3

O desafio dos animais foi realizado através da via intraperitoneal, 14 dias
apoés a segunda dose. A dose de desafio utilizada foi de 102 leptospiras por animal,
ajustada por contagem em camara de Petroff-Hauser e diluicdo em PBS.

Tabela 2: Imunizacdes com vacina de DNA e subunidade com LipL32

Grupo vacinal Primeira dose Segunda dose
pVaxLipL32 100 ng pVaxLipL32 100ng pVaxLipL32
pVaxLipL32 + rLpL32 + AI(OH)3 100ng pVaxLipL32 40ug LipL32+ AI(OH)3
pVax 100ng pVax 100ng pVax
pVax + Al (OH)3 100ng pVax Al(OH)3

Para a analise da resposta imune humoral, realizou-se o ensaio de imuno-
enzimatico de absorcdo, o ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunoabsorbent
Assay. ApOs o checkerboard titration, as placas de poliestireno foram sensibilizadas
com 100ng de proteina LipL32 ou 50ng de LigANI purificadas, lavadas com PBS-T e
bloqueadas com leite em p6 1%. ApOs nova lavagem, colocou-se os soros diluidos
1:3200 (LipL32) ou 1:6400 (LigANI) em PBS-T e incubou-se a 37°C por 1 hora. A
seguir foram feitas trés lavagens com PBS-T e adicionado o soro anti-
imunoglobulina de hamster conjugado com peroxidase na diluicdo de 1:6000 (Dako,
USA), seguido por uma incubacéo a 37°C por 1 hora. Apés cinco novas lavagens
com PBS-T adicionou-se o substrato ELISA-OPD Peroxidase (Sigma, USA) o qual
foi mantido por 15 minutos a temperatura ambiente em local escuro. A leitura da
densidade o6ptica (D.O.) foi realizada a 450nm.
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Todas as analises estatisticas e os graficos de sobrevivéncia foram
realizados no programa Prisma 4 for Windows versdo 4.03. O teste de Fisher foi
utilizado para a andlise de mortalidade e o LogRank Test foi utilizado para a anélise
de sobrevivéncia. O Teste T de Student foi utilizado para a analise do ELISA. Este
projeto esta cadastrado no COCEPE/UFPel sob o ndmero 5.00.00.019 e foi
aprovado pela Comissédo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPel,
processo n°® 23110.004657/2010-84, cadastro n° CEEA 4657, financiado pela
FAPERGS (Processo 11/1832-3).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises realizadas com WB para a caracterizagcdo das construcdes
plasmidiais apresentaram as massas moleculares esperadas para LigA e LipL32,
tanto no extrato celular quanto no sobrenadante. Nenhuma banda foi verificada nos
controles (pVax e HEK). Resultados positivos também foram observados na
caracterizagdo das proteinas, tanto por WB ou SDS-PAGE. Estes resultados
confirmaram a expressdo celular das vacinas de DNA, bem como no
reconhecimento das proteinas recombinantes pelos soros convalescentes e anti-
cauda de histidina.

O experimento realizado com LigA (Tab.1l) revelou um Unico animal
sobrevivente (16,7%, n=6), o qual pertencia ao grupo vacinado com
pVaxLigA+rLigA+Al(OH);. Os demais animais foram a Obito entre os dias 9 e 11 pos-
desafio. J& o experimento com a vacina de DNA expressando a proteina LipL32
(Tab.2) revelou que o grupo que recebeu duas doses de pVaxLipL32 houve uma
protecdo de 100%, enquanto o grupo que recebeu pVaxLipL32+rLipL32+AI(OH)3
apresentou uma protecdo de 50% dos animais. E importante ressaltar que nenhum
animal sobreviveu nos grupos pVax e AI(OH)s;, considerados como controles
negativos. Os Obitos ocorreram entre os dias 8 e 15 pos-desafio (Fig.1).
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Figura 1 — Curva de sobrevivéncia dos animais imunizados com vacina de DNA expressando LipL32.

Ao realizar a analise da mortalidade usando o Fisher’s test, comparando-
se 0s tratamentos com 0s grupos controle negativo, a protecdo conferida com
significAncia estatistica foi obtida apenas aos animais imunizados com pVaxLipL32
(p=0,002). Entretanto, quando a analise de sobrevivéncia através do Logrank test foi
realizada, tanto o grupo pVaxLipL32 (p=0,009) quanto pVaxLipL32+rLipL32+Al(OH)3
(p=0,005) conferiram protecdo com significativa quando comparados com o0s
respectivos grupos controle.
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Em relacdo a analise dos ELISA realizados com os soros dos animais
vacinados com pVax expressando LigA, nenhum grupo apresentou diferenca
estatistica significativa. JA o resultado dos ELISA realizados com o0s animais
imunizados com as vacinas de DNA expressando LipL32 exibiu uma diferenca
estatistica significativa quando comparou-se as absorbéncias entre 0s grupos
imunizados com pVaxLipL32 e o grupo controle pVax (p<0,001). Observou-se
diferenca também, quando se comparou pVaxLipL32 (p=0,006) com
pVaxLigA/rLigAfull + Al(OH); e pVaxLigA/rLigAfull + AI(OH)s (p<0,001) e AI(OH);3
(fig.2).
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Figura 2 - Imunogenicidade das vacinas de DNA em ELISA indireto.

4 CONCLUSAO

A vacina de DNA pVAX/LipL32 é um candidato promissor para o
desenvolvimento de uma vacina recombinante contra a leptospirose. O préximo
passo serd testar a capacidade da vacina em proteger hamsters perante um desafio
letal com cepa heterdloga.
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