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1. INTRODUGAO

A leptospirose € uma zoonose causada por espécies de Leptospira patogénicas
que infectam mamiferos (VINETZ,J.M., 2001). Humanos sao geralmente infectados
por contato direto ou indireto com a urina de animais, principalmente roedores, que
albergam leptospiras patogénicas em seus rins (LEVETT,P.N., 2001).

O maior foco no desenvolvimento de vacinas de nova geracdo contra a
leptospirose sdo as proteinas de membrana externa (OMPs) (BETHLEM,E.P.;
CARVALHO,C.R., 2000). Dentre elas, nosso grupo tem trabalhado com varios alvos,
0s quais podem ser apresentados sob diferentes formas ao sistema imune, como:
vacina de subunidade, vacina de DNA e vacinas vetorizadas, das quais destacamos
a utilizagdo de Mycobacterium bovis BCG como vetor vacinal.

Para leptospirose o que se busca é uma vacina que confira tanto uma resposta
imune humoral quanto celular. Com base na técnica de PCR em tempo real, o perfil
de resposta imune tem sido avaliado para uma série de antigenos de Leptospira
(FAISAL,S.M. et al, 2008;FAISAL,S.M. et al., 2009a;FAISAL,S.M. et al.,
2009b;FAISAL,S.M. et al., 2009c;YAN,W. et al., 2009;YAN,W. et al., 2010).

Nosso objetivo neste estudo foi avaliar o desempenho da reagdo de PCR em
tempo real, também conhecida como qPCR (PCR quantitativa), em termos de
eficiéncia, intervalo de precisdo linear e sensibilidade. Neste primeiro ensaio
buscamos padronizar o ensaio para quatro genes (TNF-a, IFN-y, TGF-p e B-actina),
que serao posteriormente utilizados na quantificagcdo da expresséo de citocinas em
hamsters, para determinar o perfil de resposta imune induzido por diferentes
construgdes vacinais contra leptospirose.

2. MATERIAIS E METODOS

Immunizagdes, cultivo de esplenocitos e PBMCs

Golden Syrian Hamsters fémeas de seis semanas de idade (Biotério Central,
UFPel) foram divididos em trés grupos. Um grupo foi imunizado via intramuscular
com duas doses de 80 ug de proteina recombinante cada, acrescidas do adjuvante
hidréxido de aluminio 15%, com intervalo de 21 dias entre cada dose. Um grupo
(controle negativo) foi inoculado com 100 yL de PBS-hidréxido de aluminio 15%, e
outro grupo (controle positivo) foi inoculado com 10° células inativadas de L.
interrogans sorovar Copenhageni Fiocruz L1-130, via intraperitonial. Dois animais de
cada grupo foram sacrificados nos dias 1, 7, 14, 21, 28 e 42 apds a segunda dose,
para coletas de sangue, esplendcitos e células mononucleadas do sangue periférico
(PBMCs). Os esplendcitos e PBMCs foram processados para cultivo de acordo com
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Bastos et al. (2002). As células foram estimuladas com MEM (controle negativo), 5
ug.mL™ de Concanavalina A (Sigma), 10 pg.mL™ de proteina recombinante, 100 uL
de PBS ou 10* células de L. interrogans inativadas, durante 72 horas, sendo entdo
coletadas com TRI Reagent (Ambion) e armazenadas a -70 °C.
Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total do sangue foi isolado utilizando RiboPure™-Blood kit (Ambion) e a
extragdo de RNA dos esplendcitos e das PBMCs foi realizada com TRI Reagent
(Ambion), ambos de acordo com as instrugbes do fabricante. O RNA extraido foi
tratado com 8 U/uL de DNase | (Applied Biosystems) a 37 °C por 10 min e
quantificado utilizando Qubit™ Fluorometer (Invitrogen). A sintese de cDNA foi
realizada utilizando High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied
Biosystems), segundo instrugbes do fabricante. A sintese de cDNA foi feita em
reagdes de 20 pL (1ug de RNA total, MultiScribe™ Reverse Transcriptase 50 U.uL™,
tampao RT 10 x 2 yL, dNTPs 100 mM, RT Random Primers 10 x 2 yL) com ciclos de
incubacgao de 25 °C por 10 min, 37 °C por 120 min e 85 °C por 5 min.
PCR quantitativo em tempo real

As amplificacdes por PCR em tempo real e as analise foram realizadas no
equipamento Mx3005P (Stratagene). Todas as reag¢des foram realizadas utilizando
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Byosistems) com reagdes de 12,5 uL
(cDNA 0,5 pL, Master Mix 10 uyL, 10 pmol de cada primer). As condi¢bes de
amplificagdo consistiram de uma pré-incubagao a 95 °C por 10 min, seguida pela
amplificagdo do DNA alvo em 45 ciclos (95 °C por 10 min, 60 °C por 30 seg e um
periodo de extensdao variavel a 72 °C). A curva de melting foi realizada
imediatamente apos a amplificagdo com uma taxa de transicdo de temperatura linear
de 0,1 °C.s’ de 55 a 95°C com determinagdo continua da aquisicdo da
fluorescéncia.
Eficiéncia de amplificacéo

Com o intuito de avaliar a eficiéncia da reacdo de amplificacdo de cada gene-
alvo (B-actina, TNFa, IFNy e TGFB), foram realizadas diluicdes seriadas de cDNA,
para amplificacdo nas mesmas condi¢des acima citadas. O grafico gerado pela
concentragdo de cDNA e os respectivos valores de CT foram empregados para o
calculo da equacgao de regressao e a correlagao entre as variaveis pelo R-quadrado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar o desempenho da reagcdao de gPCR em termos de €eficiéncia,
intervalo de precisao linear de quantificacdo e sensibilidade, dados gerados a partir
de uma diluicdo seriada de amostras com concentragdes conhecidas (curva padrao)
sao um excelente meio de determinagdao do desempenho global de um ensaio de
gPCR. A série de diluicdes deve abranger uma ampla gama de concentra¢des (no
minimo 4 pontos) para garantir que a reagao seja executada em igual eficiéncia para
diferentes concentragdes. O ideal € que as concentragcbes testadas tenham os
mesmos niveis que os das amostras alvo. Para obter resultados reprodutiveis e com
exatidao, a eficiéncia da reacédo deve ser préxima a 100%, ou seja, a quantidade de
DNA deve duplicar apds cada ciclo da fase exponencial.

Para testar a eficiéncia de amplificacdo de cada um dos genes-alvo, dilui¢des
seriadas de cDNA foram testadas e os resultados da reacio foram tabeladas para o
calculo da equagao de regressédo do R-quadrado (R2). A curva padréao foi construida
e o valor da inclinacao da reta, que indica a sensibilidade do teste, permitiu o calculo
da eficiéncia da reacdo. A curva padrdo demonstra o log da quantidade de amostra
inicial contra o numero de ciclos da gPCR, e é gerada pelo software MxPro. Uma
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correlagao linear, com um fator de inclinagao da curva entre -3,1 e -3,6, que equivale
a um calculo de eficiéncia de reacao de 90-110%, séo valores aceitaveis para a
maioria das aplicagdes que requerem quantificacdo exata. As equacbes de
regressao obtidas no presente estudo estdo listadas na Tabela 1 e mostram boas
condigdes de amplificagdo (valores de inclinagéo de -3,5) e correlagao positiva entre
as variaveis (R2 entre 0,95 e 0,99) observadas em pelo menos quatro diluigdes
sucessivas, gerando uma eficiéncia de amplificagao entre 90,2 e 92,5%. Além disso,
no final dos ciclos da qPCR foi gerada a curva de dissociagdo que verifica a pureza
do produto formado, ou seja, se existia mais de um fragmento de DNA amplificado
na reacao. A curva de dissociagao avalia a dissociacao da dupla fita de DNA com o
aumento da temperatura, e o produto presente na reagcdo € considerado puro
quando apenas uma unica temperatura de dissociacido € encontrada.

Tabela 1. Equagéo de regresséo, R-quadrado (R2) e eficiéncia das reagbes de amplificagdo de cada

gene alvo.
Gene alvo Equacéo de regresséo R* Eficiéncia (%)
B-actina -3,516* LOG(X) + 22,46 0,981 92,5
IFN-5 -3,582* LOG(X) + 33,64 0,956 90,2
TNF-a -3,566* LOG(X) + 36,09 0,955 90,7
TGF-8 -3,567* LOG(X) + 35,35 0,999 90,7

4. CONCLUSOES

Foi possivel padronizar a reacdo de gPCR em termos de eficiéncia, sensibilidade
e precisdo linear para os quatro genes avaliados, com dados aceitaveis para
quantificacdo. Com base nos resultados gerados neste estudo serdo determinadas
as melhores concentragdes de amplificagcdo, e estas utilizadas nos ensaios de
avaliagao dos niveis de expressao de citocinas. Este estudo permitira determinar o
perfil de resposta imune induzido por diferentes vacinas contra a leptospirose.
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