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INTRODUCAO

A Leptospirose € uma doenca bacteriana que afeta os seres humanos e
os animais (WHO, 2003; Hotez & Ferris, 2006). O niumero de casos humanos e
em animais no mundo n&o é bem documentado, considerando-se atualmente a
leptospirose como uma doenca bacteriana tropical negligenciada (Hotez &
Ferris, 2006).

As vacinas atuais disponiveis contra a leptospirose sédo direcionadas
principalmente ao LPS das leptospiras. Entretanto, ja foram descritos mais de
230 sorovares, que evidenciam diferencas antigénicas entre si, e limitando
assim a protecdo cruzada e de longa duracdo (Bharti et al., 2003). A
identificacdo dos alvos novos expressos durante a infec¢éo € importante para o
desenvolvimento de novas estratégias para a imunoprotecao (Guerreiro et al.,
2001).

Nos ultimos anos, proteinas recombinantes demonstraram o0 seu
potencial protetor contra outras doencas em modelos animais (Fikrig et al.,
1990; Kyd et al., 1995; Von Specht et al. 1995). Proteinas de membrana
externa (OMPs) de leptospiras como OmpL1, LipL41, LipL32, e Leptospiral
immunoglobulin-Like proteina A (LigA) foram avaliados como os candidatos
vacinais potenciais (Branger et al., 2005; Faisal et al., 2007; Haake et al., 1999;
Palaniappan et al.,, 2006). Recentemente, nosso grupo demonstrou que a

imunizacédo de hamsters com um fragmento de LigA (Silva et al., 2007) e com



BCG expressando LipL32 (Seixas et al., 2007), podem constituir em estratégias
potenciais na intervengao da leptospirose.

Em rosso presente estudo, quatro lipoproteinas recombinantes foram
selecionas e avaliadas de forma preliminar, em um experimento piloto, como
candidatas a uma vacina de subunidade contra a leptospirose. Nossos achados
revelaram que um das lipoproteinas recombinantes induziu um nivel de
protecdo significativo em hamsters contra o desafio letal com leptospiras

virulentas.

MATERIAL E METODOS

L. interrogans sorovar Copenhageni, cepa Fiocruz L1-130 (Ko et al.,
1999) foi cultivada em meio EMJH liquido (Difco Laboratories) a 29 °C. As
cepas de Escherichia coli TOP10F and BL21(DE3)-RIL foram crescidas em
meio Luria-Bertani (LB) & 37 °C. Primers com 0s nomes arbitrariamente
denominados de Lipl a Lip4 foram desenhados. As sequencias codificadoras
foram amplificadas por PCR e clonadas no vetor de expressdao pQE30
(Invitrogen) ou pAE. Os plasmideos recombinantes foram usados para
transformar cepas de E. coli BL21(DE3) através de eletroporacao e purificadas
através de cromatografia de afinidade usando o sistema AKTAPrime
chromatography system (Amersham Biosciences, USA). Posteriormente foi
realizada a didlise e a quantificacdo das lipoproteinas através do método de
Bradford (1976).

Grupos de 6 fémeas hamsters com 4 a 5 semanas de idade foram
imunizadas através da via intramuscular com as diferentes lipoproteinas com
hidroxido de aluminio (15%) no dia 0 e 14. A imunizacdo dos animais foi
realizada na dose de 80 pg/40 ug (dose 1l/dose 2), com 0 maximo volume de
250 pL. Um grupo controle negativo de hamsters foi imunizado com a mistura
de hidroxido de aluminio e PBS. Soros pré e pdés-imune foram coletados
através de flebotomia do plexo venos retro-orbital no dia antes da primeira e da
segunda dose, e antes do desafio homdélogo com a administracao
intraperitonial de 100 leptospiras (5 x LDso) da cepa Fiocruz L1-130 (Silva et al.,

2007). Hamsters foram monitorados diariamente quanto ao aparecimento de



sinais clinicos da leptospirose e eutanasiados quando sinais de doenca
terminal ocorreram.

Hamsters sobreviventes foram eutanasiados no dia 24 apds o desfio e o
sangue, rins, pulmdes, e figado foram coletados para sorologia, cultura
bacteriologica e analise histopatoldgica. Todos os animais foram mantidos no
Centro de Biotecnologia da UFPel, e foram manipulados de acordo com as
normas do comité de ética e uso de animais em experimentacdo animal da
UFPel.

O Teste de Fisher e Log-rank sum test foram usados para determinar as
diferencas estatisticas para mortalidade e sobrevivencia (P <0.05),

respectivamente, entre 0s grupos imunizados e o grupo controle negativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os produtos de PCR foram clonados com sucesso, expressos em
E. coli e purificados através so sistema AKTAPrime. Todas as quatro
lipoproteinas foram expressas em corpos de inclusdo. Elas foram solubilizadas
e purificadas usando uréia. Apés a dialise e a analise por SDS-PAGE, a pureza
foi estimada como acima de 95%. O rendimento das lipoproteinas variou de 4
mg/L to 80 mg/L de cultura, dependendo da proteina.

A imunizacdo com proteina recombinante e hidroxido de aluminio
conferiu protegcédo contra desafio com dose letal somente no grupo vacinado
com Lipl. A protecao conferida com 80/40 ug de Lipl foi de 100% (P<0.001),
entretanto somente um animal sobreviveu nos grupos com Lip 2 e Lip3.
Nenhum animal sobreviveu nos grupos de Lip4 e controle negativo (TABELA 1
e FIGURA 1).



TABELA 1. Protecao conferida pela imunizacdo de hamsters com lipoproteinas
recombinantes contra o desafio com dose letal de leptospiras.

Grupo® Dias até a morte Sobreviventes/total % Protecao
Lipl - 6/6 100°
Lip2 11,13,13,13,18 1/6 16.7
Lip3 11,11,11,11,13 1/6 16.7
Lip4 11,11,12,13,14,14 0/6 0

Controle 11,11,12,13,13,14 0/6 0

# Animais vacinados com 2 doses (80 / 40 ng), em um intervalo de 2 semanas, desafiados com
Fiocruz L1-130, 2 semanas ap6s a Ultima dose.
Protecdo contra desafio estatisticamente significativo (P<0.001).

Os hamsters que sobreviveram ao desafio ndo demonstraram evidencia
clinica da doenca durante 24 dias apés o desafio. A necropsia dos
sobreviventes também néo revelou lesbes macroscopicas e histoldgicas

comuns da enfermidade e a tentativa de isolamento de leptospiras dos rins ndo

obteve sucesso ao final de 7 semanas de cultivo.

FIGURA 1. Sobreviéncia de hamsters imunizados com lipoproteinas

recombinantes apés o desafio letal com Fiocruz L1-130.

Nossos achados fornecem evidencia que, similar ao obtido com o
fragmento de LigA, uma lipoproteina recombinante purificada pode induzir
imunidade protetora contra desfio letal em modelo animal de leptospirose. Além



disso, a eficacia desta formulacdo com Lipl foi demonstrada em hidroxido de
aluminio, um adjuvante aceito para 0 uso em humano e animal.

Embora nossos resultados sejam promissores, 0 mecanismo de
imunoprotecdo em leptospirose permanece desconhecido. Existe a
necessidade de estudos direcionados para definir qual imunidade resulta da
imunizagdo com lipoproteinas recombinantes. Experimentos objetivando a
avaliacdo da protecdo passiva estdo sendo realizados por nosso grupo, além
de estudos com dose-resposta com diferentes doses.

Em nosso estudo, nés identificamos uma lipoproteina que quando
administrada com hidréoxido de aluminio foi habil em conferir protecdo em
hamsters (100%, p<0,001). Futuros experimentos serdo realizados para
confirmar este resultado e determinar a minima dose de proteina a ser
administrada nos animais, o que pode reduzir consideravelmente o custo por

dose, tornando o seu uso acessivel para humanos e animais.
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