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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenca infecciosa causada por espiroquetas
patogénicas do género Leptospira, sendo a principal zoonose em termos de
mortalidade e morbidade em todo o mundo (COSTA et al.,, 2015). No Brasil, a
leptospirose € uma doenca endémica, tornando-se epidémica em periodos
chuvosos devido as enchentes associadas, a aglomeragcao populacional de baixa
renda, as condi¢des inadequadas de saneamento e a alta infestacdo de roedores
infectados nas imediagdes urbanas (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

A medida de controle mais eficaz contra a leptospirose € a vacinacéo
através da utilizacdo de bacterinas, as quais sdo amplamente aplicadas em
animais, porém licenciadas para uso em humanos em um numero reduzido de
paises (DELLAGOSTIN et al. 2011). Estas formulacdes apresentam efeitos
adversos, conferem protecdo apenas contra 0os sorovares que compdem a vacina
e induzem uma protecdo de curta duracdo, sendo necessario reforcos anuais
(KOIZUMI e WATANABE, 2005). Considerando essas limitacdes, diversos
estudos tém focado no desenvolvimento de vacinas recombinantes contra a
leptospirose. Essa abordagem permite selecionar proteinas conservadas em
espécies patogénicas e expostas na membrana externa, com potencial de
estimular uma resposta de memoria imunolégica e reduzir os efeitos colaterais
devido ao seu elevado grau de pureza (DELLAGOSTIN et al., 2011; GRASSMAN
et al., 2017).

Dessa forma, nosso grupo de pesquisa identificou novos potenciais alvos
vacinais, utilizando uma abordagem de vacinologia reversa e estrutural, foram
apontadas diversas proteinas preditas como barril-B-transmembrana (Bb-OMP)
presentes na superficie da bactéria (GRASSMAN et al., 2017). Essas proteinas
sdo conservadas em algumas espécies patogénicas, possuindo funcdes
associadas ao transporte de moléculas essenciais ao metabolismo celular. Dentre
estas, destacou-se uma proteina Bb-OMP, que contém um dominio de
transportador de alginato, uma molécula presente na composi¢cdo de biofilmes,
podendo estar envolvida na patogénese e colonizacdo renal do hospedeiro.
Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade imunoprotetora
de uma construgcdo recombinante contendo regibes expostas de um dos


mailto:oliveira_natasha@hotmail.com
mailto:maracamaia@hotmail.com
mailto:caarolpedra@hotmail.com
mailto:odir@ufpel.edu.br

- .
N 52 SEMANA C ,3 c I XXVIII CONGRESSO DE
X LSRADA o INICIACAQ CIENTIFICA

4

antigenos de membrana externa (Bb-OMP), em modelo animal. A identidade da
proteina ndo sera revelada por razdes de protecao da propriedade intelectual.

2. METODOLOGIA

2.1 Producéo e caracterizacdo da proteina recombinante: o gene que codifica
para a proteina em estudo foi sintetizado quimicamente, contendo apenas 0s
fragmentos expostos na membrana externa de Leptospira sp. e clonado no vetor
pAE. Posteriormente o plasmideo pAE/rBb-omp foi utilizado para transformar
Escherichia coli BL21(DE3) Star por choque térmico. A inducdo da expressao da
proteina recombinante foi realizada com 05 M de isopropil B-D-1-
tiogalatopiranosideo (IPTG). Apés a inducao a cultura foi centrifugada e as células
foram lisadas por sonicacéo, as proteinas recombinantes foram solubilizadas em
tampdo contendo 8 M de ureia como agente desnaturante. A purificacdo foi
realizada por cromatografia de afinidade utilizando coluna de Niquel-Sepharose.
As aliquotas contendo a proteina purificada foram dialisadas com tampéo
contendo concentracfes sucessivamente decrescentes de ureia. A caracterizacao
da rBb-OMP foi feita através de SDS-PAGE 12%, seguido de Western blot
utilizando anticorpo monoclonal anti-6xHis e pool de soros humanos e bovinos
positivos para leptospirose.

2.2 Avaliagcdo da capacidade imunoprotetora da proteina recombinante:
hamsters fémeas de quatro a cinco semanas de idade foram utilizados para
avaliar a capacidade imunoprotetora. Dez animais foram inoculados com a
proteina recombinante e dez animais foram inoculados com uma solucédo salina
(PBS) (controle negativo). Cada dose da vacina conteve 50 pg do antigeno
associado ao adjuvante hidroxido de aluminio, Alhydrogel® adjuvant 2%
(InvivoGen), assim como o controle negativo. Foram realizadas duas imunizagdes
com 14 de intervalo e trés coletas de sangue nos dias 0, 14 e 28. O desafio foi
realizado 14 dias apO6s a Ultima imunizacdo, utilizando 10 x a EDso de L.
interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130. Apds o desafio, os
animais foram acompanhados durante 28 dias, ao fim do experimento os animais
sobreviventes foram eutanasiados, seguido da coleta do rim, pulmédo e figado
para analise histopatolégica. Para o reisolamento do patégeno, foi realizada a
coleta de um dos rins, maceracdo e cultivo em meio liquido EMJH por até 12
semanas. Foram realizados dois experimentos independentes.

2.3 Avaliagcdo da resposta humoral: Para avaliar a resposta humoral dos
animais imunizados, foi realizado ELISA indireto conforme descrito previamente
(CONRAD et al., 2017). Para a sensibilizacéo foi utilizada 50 ng de rb-OMP por
cavidade. A placa foi bloqueada com leite em pd desnatado 5% a 37 °C,
posteriormente foi incubada com soro dos animais imunizados a uma diluicdo de
1:50. Anti-IgG de hamster conjugado com peroxidase (1:5000) foi utilizado como
anticorpo secundario. A reacao foi desenvolvida pela adicdo de peréxido de
hidrogénio e diaminobenzidina (DAB). Todas as amostras foram avaliadas em
triplicata e a absorbancia foi determinada a 492 nm.

2.4 Analise estatistica: A analise estatistica dos resultados dos grupos foi
realizada por ANOVA. Para determinar diferenca significativa nas taxas de
mortalidade foi utilizado o Teste de Fisher.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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A expressao da proteina recombinante, assim como a sua solubilizacdo em
ureia e purificacdo por cromatografia foi eficiente. O Western blot com anti-
histidina confirmou a identidade da proteina recombinante com o tamanho
esperado de ~36 kDa. A proteina foi reconhecida pelos soros humanos e bovinos
positivos para leptospirose, comprovando a sua antigenicidade e expressao
durante a infeccédo (dados ndo apresentados).

Todos 0s animais imunizados com a proteina recombinante apresentaram
100% de protecao frente ao desafio letal com a cepa de L. interrogans (Figura 1).
Todos os animais do grupo controle apresentaram sinais clinicos caracteristicos
de leptospirose e critérios para eutanasia entre os dias 10 e 13 pds-infec¢do, no
primeiro experimento, e entre os dias 15 e 16 no segundo experimento. Este
namero de sobreviventes constitui uma protecdo estatisticamente significativa
(p>0,0001). N&o houve reisolamento de leptospiras dos rins dos animais
sobreviventes, indicando uma possivel inducdo de imunidade esterilizante. A
analise histopatolégica dos érgaos encontra-se em andamento.
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Figura 1. Gréafico de sobrevivéncia dos animais imunizados com a proteina
recombinante, desafiados com inoculo letal de L. interrogans. Os gréaficos sao
representativos dos dois experimentos realizados. ***P <0,0001 indica diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo dos imunizados e o controle (PBS)
pelo teste de Fisher.

O ELISA indireto demonstrou que todos os animais imunizados com a
proteina recombinante apresentaram niveis significativos de imunoglobulinas
(P>0,05) quando comparados ao grupo controle no dia 28, em ambos os
experimentos. Entretanto, no segundo experimento os niveis de anticorpos foram
maiores que no primeiro experimento. De acordo com ANOVA, no primeiro
experimento houve producédo de anticorpos anti-rBb-OMP no dia 14 com diferenca
estatisticamente significativa em relacéo ao dia 28 (Figura 2).
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Figura 2. Resposta imune humoral dos animais imunizados com a proteina
recombinante, amostras foram realizadas em triplicata. Os graficos sao
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representativos dos dois experimentos. As barras representam o desvio padrao.
*indica diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. P<0,0001.

4. CONCLUSOES

A proteina recombinante estudada é imunoprotetora, jA que houve uma
protecdo de 100% nos animais imunizados, assim como também induziu uma
possivel imunidade esterilizante, estes dados ainda serdo confirmados por
analises moleculares. Além disso, a proteina recombinante foi capaz de induzir
uma resposta imune humoral. Futuramente, realizaremos desafios heter6logos
para avaliar a capacidade de imunoprotecdo bem como testes com diferentes
doses e adjuvantes, buscando desenvolver uma vacina mais eficaz em uma
estratégia inovadora nesta area.
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