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1. INTRODUCAO

Espiroquetas patogénicas do género Leptospira sdo responsaveis pela
leptospirose, uma zoonose de ampla distribuicdo mundial. A doenga é mantida na
natureza pela infeccao crénica de animais domeésticos e silvestres e € adquirida pelo
contato direto ou indireto com a urina ou 6rgaos destes animais infectados. Existem
mais de 260 sorovares identificados de leptospiras patogénicas, e esta diferenca
antigénica é atribuida principalmente ao lipopolisacaridio. Desta forma, as vacinas
convencionais, constituidas de células inteiras inativadas (bacterinas) néo
proporcionam prote¢éo cruzada contra os diferentes sorovares que podem causar a
leptospirose (Levett, 2001; Adler & Moctezuma, 2009).

Desta forma, o desenvolvimento de uma vacina de amplo espectro, com
imunoprotecdo cruzada contra diferentes sorovares de leptospira, permanece um
desafio. A membrana externa leptospiral € dominada pela lipoproteina LipL32, que
compreende mais de 50% tanto do subproteoma (Cullen, 2002) quanto do
surfaceoma (Cullen, 2004; Cullen, 2005). A LipL32 é expressa durante a infeccéo e
induz resposta humoral (Flannery, 2001), liga-se a matriz extracelular de mamiferos
(Hauk, 2008; Hoke, 2008) e mais de 95% dos pacientes com leptospirose produzem
anticorpos contra LipL32 durante a infec¢ao (Guerreiro, 2001). Imunizagcao de gerbils
com adenovirus recombinante (Branger, 2001) e vacina de DNA contendo o gene
lipL32 produziram resposta protetora, porém rLipL32 nao foi capaz de proporcionar
resposta semelhante (Branger, 2005), e em ambos estudos a significancia dos
resultados podem ser questionadas, em funcéo da alta sobrevivéncia dos animais do
grupo controle. Respostas mais significativas foram observadas na imunizagéo de
hamster com rBCG expressando LipL32 (Seixas, 2007).

As vacinas recombinantes, apesar de serem mais seguras do que as vacinas
convencionais sdo0 menos imunogénicas. Assim, adjuvantes sdo componentes
essenciais para aperfeicoar a eficiéncia destas vacinas (Dzierzbicka & Kotodziejczyk,
2006). Neste estudo nos investigamos a possibilidade da subunidade B da
enterotoxina termolabil de Escherichia coli (LTB) ser utilizada como imuno-
estimulante da resposta protetora gerada por rLipL32. Esta subunidade né&o toxica
demonstrou em diversos estudos ter atividade imuno-adjuvante com producdo de



resposta imune humoral e celular, tanto co-administrada ou fusionada ao antigeno
(Millar, 2001; Lebens, 2003; da Silva Ramos Rocha, 2008; Chen, 2009).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta imune protetora de rLipL32
fusionados ou co-administrada a rLTB, em hamsters frente ao desafio letal com
Leptospira interrogans.

2. MATERIAL E METODOS

Cepas utilizadas no estudo e cultivo : E. coli BL21(DES3) Star foi cultivada em
meio LB, a 37 °C. Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130
foi crescida em meio EMJH (Difco) enriquecido com 10% de suplemento comercial
(Difco).

Obtencgéo das proteinas recombinantes:  0s vetores recombinantes pAE/ltb,
pPAE/lipL32 e pAE/Itb-LipL32 foram inseridos por eletroporacdo na cepa de
expressao E. coli BL21(DE3) Star. Durante o cultivo, a expressdo das proteinas
recombinantes foi induzida com 0,3 mM de IPTG. As culturas foram centrifugadas e
os pellets foram tratados com tampé&o para purificacdo de proteinas no caso de
rLipL32, ou o mesmo tampdo contendo 0,2% do agente desnaturante N-
Lauroylsarcosine, quando rLTB ou rLTB-LipL32. As proteinas recombinantes foram
purificadas utilizando cromatografia de afinidade no sistema automatizado
AKTAPrime (GE Healthcare). A identidade destas proteinas foi checada por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e por Western blot (WB) com
soro anti-LTB, anti-LipL32 e soro de um paciente positivo para leptospirose.

Imunizagdo dos hamsters: setenta hamsters fémeas com idade entre 4 e 6
semanas foram divididos em 7 grupos (n = 10) e imunizados com rLTB ou rLTB +
rLipL32 ou rLTB-LipL32, por via intramuscular (IM) ou via subcutanea (SC). O ultimo
grupo foi imunizado com bacterina de L. interrogans Copenhageni Fiocruz L1-130,
via intramuscular. Duas doses foram administradas, no dia 0 e dia 14,
compreendendo 16,5 g de rLTB, 43,5 ug de rLipL32, 60 ug de rLTB-LipL32 ou 10°
células (bacterina) cada dose.

Desafio dos hamsters: 0s animais imunizados com as diferentes vacinas
foram desafiados com L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130
virulenta, 21 dias apdés a segunda dose (dia 35). Para tanto, uma suspensdo de
cerca de 100 leptospiras (aproximadamente 2 vezes a DLsg) em 1 mL de PBS foi
inoculado, via intra-peritoneal, nos animais imunizados. Os hamsters foram
avaliados diariamente para observacdo da ocorréncia de sinais clinicos de
leptospirose e 0s sobreviventes foram eutanaziados 21 dias apoés a infec¢do. Os rins
foram coletados para a realizacdo de culturas, como testes de avaliagdo de protecao
esterilizante.

Aspectos éticos: este trabalho foi realizado conforme os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, recomendados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As proteinas recombinantes rLTB, rLipL32 e rLTB-LipL32 foram eficientemente
expressas na cepa E. coli BL21(DE3) Star. Em SDS-PAGE as proteinas
apresentaram massa molecular esperada e o WB realizado demonstrou que a fusao
aparentemente conservou epitopos das proteinas originais. Além disso, o soro de
paciente humano positivo para leptospirose reconheceu tanto rLipL32 quanto rLTB-



LipL32, fornecendo indicios que a resposta produzida por estas proteinas possam
reconhecer a LipL32 nativa da leptospira.

No experimento de imunoprotecédo, a imunizacdo que induziu maior indice de
sobrevivéncia contra o desafio letal com leptospiras patogénicas foi rLipL32
coadministrada com rLTB, porém, apenas quando inoculado pela via intra-muscular.
A protecdo induzida por este imunégeno foi de 30%. O mesmo imundgeno na via
sub-cutanea nao induziu resposta imune protetora, ao passo que a quimera rLTB-
LipL32 induziu 10% de prote¢do, em ambas as vias. Os animais do grupo controle
imunizados com bacterina sobreviveram em sua totalidade, ao passo que todos os
animais dos grupos inoculados com rLTB, por ambas vias, vieram a Obito (Tabela 1).

Tabela 1. Protecdo conferida pelas vacinas testadas.

Antigeno Via Dias para 6bito n® %
vacinal sobreviventes  sobreviventes
LTB IM 11,11, 11,11,12,13,14,14,15,16 0 0%
LTB + LipL32 IM 12,13, 14, 14, 15, 16, 20 3 30%
rLTB-LipL32 IM 11,171,131, 11,12, 14, 14, 14, 20 1 10%
LTB SC 11,11,12,12,13, 14, 14, 15, 16, 20 0 0%
LTB + LipL32 SC 11,11,11,11,12,13, 14, 14, 14, 20 0 0%
rLTB-LipL32 SC 11,11,12,12,12,14,14,14,15 1 10%

BACTERINA IM - 10 100%

Além de conferir maior protecado, a vacina rLTB + rLipL32 IM também foi a que
mais retardou o inicio de Obitos dos animais. A dose de antigeno (rLipL32) utilizada
neste experimento - 43,5 ug — foi relativamente pequena, talvez seu aumento
melhore a resposta protetora induzida pelas vacinas testadas.

A proteina LipL32 apresentada ao sistema imune na forma de vacina
recombinante de subunidade n&o apresentou imunoprotecao significativa utilizando
como adjuvantes Hidréxido de Aluminio ou Adjuvante de Freund (Branger, et al.,
2005). Neste trabalho, rLTB aparentemente demonstrou efeito adjuvante para a
vacinagao com rLipL32.

Os animais sobreviventes foram eutanaziados e os rins foram utilizados para
realizacdo do teste de esterilidade, por cultura renal, demonstrando que os animais
sobreviventes produziram resposta imune capaz de protegé-los também contra a
colonizacéo renal por leptospiras.

4. CONCLUSAO

Ao final deste estudo, conclui-se que a vacinacédo com rLipL32 co-administrada
com rLTB pela via IM induziu maior protecéo contra infeccéo letal por L. interrogans
do que fusionadas ou pela via SC. Diante disto, esta estratégia de imunizacdo €&
promissora. Todavia, novos estudos serdo realizados otimizando doses e vias de
administracdo para elucidar o papel imuno-modulador e adjuvante de LTB na
imunizagcdo com rLipL32. Espera-se uma resposta protetora ainda melhor, nao
apenas em desafio homologo, mas também em desafio heterélogo com diferentes
sorovares patogénicos de leptospiras.
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