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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose de distribuicdo mundial, causada por
sorovares patogénicos da espiroqueta Leptospira spp A doenca é comumente
subdiagnosticada, uma vez que seus sintomas clinicos sdo similares aos de
outras doencas infecciosas como gripe, malaria e dengue. Além disso, os testes
laboratoriais sdo pouco sensiveis na fase aguda da doenca (MCBRIDE et al.,
2005). O teste de soroaglutinacdo microscopica (MAT) € o método de referéncia
para o diagnostico sorolégico da leptospirose. Este teste apresenta sérias
limitacdes, uma vez que requer o uso de um amplo painel de antigenos vivos,
amostras de soro pareadas, ndo possui boa sensibilidade na fase inicial da
doenca e a interpretacéo dos resultados € subjetiva (LEVETT, 2001).

Nos dUltimos anos, esforcos para a identificacdo de componentes
Imunogénicos nas leptospiras, com potencial para o desenvolvimento de vacinas
e testes diagnosticos resultaram na caracterizacdo de varias proteinas que sdo
expressas durante a infeccdo e bem conservada entre as espécies. Uma destas
proteinas € conhecida como LigA (Immunoglobulin-like),

Recentemente, Vasconcellos et al (2010) produziram anticorpos
policlonais (IgY) contra L. interrogans cepa Fiocruz L1-130, a maior causadora de
leptospirose urbana no Brasil. Estes anticorpos foram testados em diferentes
formatos de ELISA de captura de antigeno, obtendo resultados promissores na
deteccao de leptospiras em soros experimentalmente contaminados.

Além disso, anticorpos IgY sdo encontrados em grande quantidade na
gema do ovo, o processo de obtencdo € rapido e diario, ndo interfere no bem-
estar do animal e elimina a necessidade de realizar a eutanasia destes, como
ocorre em outros processos para a obtencdo de anticorpos (SILVA E
TAMBOURGI, 2010), sendo considerado um meétodo ético e eficiente para a
producédo de anticorpos.

Assim, o0 objetivo deste trabalho é a producdo, purificacdo e
caracterizacdo de anticorpos IgY contra parte da proteina LigA (LigANI) de
leptospira interrogans cepa Fiocruz L1-130.

2. METODOLOGIA

2.1 Expressao da proteina recombinante: Todos os procedimentos para a
obtencdo da proteina recombinante foi realizado no laboratério de Vacinologia do
Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico da Universidade Federal de Pelotas
(CDTec/UFPel). Os primers foram desenhados a partir da sequéncia depositada
no GenBank sob o numero de acesso NC005823, derivada do sequenciamento
da cepa L. interrogans Icterohaemorragiae sorovar Copenhageni FIOCRUZ L1-130, com 0
auxilio do software Vector NTI 10.0 (Invitrogen). O vetor recombinante pET/LigANI
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foi obtido segundo Silva et al., (2007) e utilizado para transformar E. coli BL21
(DE3) Star™. Na fase de crescimento logaritmico do cultivo, a expressdo da
proteina recombinante foi induzida com 1mM de IPTG durante 4h. A purificacao
foi realizada por cromatografia de afinidade em coluna de Ni-Sepharose. A
proteina recombinante purificada foi caracterizada por SDS-PAGE e Western
Blotting (WB) e quantificada pelo kit comercial BCA Protein Assay (Thermo
Scientific Pierce).

2.2 Obtencdo de anticorpos policlonais de galinha (IgY): Duas galinhas
poedeiras (raca Leghorn) de 29 semanas de idade, foram selecionadas e
alocadas em aviario no Conjunto Agrotécnico Visconde da Graca (CAVG), com
umidade e ventilacdo controladas. O programa de luz seguiu o recomendado pelo
manual da linhagem. O alimento foi fornecido através de comedouro tipo calha,
localizado dentro do cercado, com mais de 10cm/ave. As aves tiveram livre
acesso a agua através de dois bebedouros tipo nipple. Realizaram-se quatro
imunizacdes, com intervalo de 15 dias entre cada imunizacdo, via intramuscular.
Cada dose possuia 100ug de rLigANI (Vasconcellos et al., 2010) emulsificadas
em adjuvante oleoso (Montanide), totalizando um volume de 500uL por dose.
Amostras de 3 a 5 mL do sangue cada ave de foram coletados nos dias 0, 15, 30
e 45, através da puncao da veia ulnar. O soro foi armazenado a -20°C até o uso.
Anteriormente as imunizacbes, a producdo de anticorpos de interesse foi
verificada por ELISA indireto. Os ovos foram coletados durante trinta dias, a partir
do terceiro dia apés ultima imunizacao (dia 48) e estocados a 4°C até o uso.

2.3 Purificacdo das IgY: A extracdo da IgY total da gema foi realizada
utilizando precipitagdo por polietilenoglicol (PEG 6000) (SCHADE et al., 2005).
Brevemente: retirou-se a maior quantidade de clara possivel com auxilio de um
separador de gemas e papel filtro. A gema foi homogeneizada com PBS e foram
adicionados 3,5% (w/v) de PEG, seguido por uma homogeneizacdo de 10 minutos
em agitador rotativo de cilindros. Os tubos foram entdo centrifugados por 20min a
4°C e o sobrenadante descartado. As etapas de homogeneizacao e centrifugacao
foram repetidas por mais duas vezes, apés a adicdo de 8,5% (w/v) de PEG,
guando o sobrenadante foi novamente descartado e o pellet dissolvido em 1mL
de PBS e apoés a adicdo de 12% (w/v) de PEG. O pellet resultante foi dissolvido
em 800 uL de PBS e acrescido mais 400uL, para completar o volume necessario
para a dialise. O extrato foi dialisado por 8h em solu¢éo salina 0,1% seguido por
mais 3 horas de dialise em PBS. As amostras foram estocadas a -20°C até o uso.

2.4 Quantificacdo e Especificidade das IgY: A concentracdo de IgY foi
mensurada através de quantificacdo por espectrofotometria a 280nm com
coeficiente de extin¢ao de 1,33.

2.5 Purificacdo de anticorpos especificos anti- LigANI (IgY a-LigANI): 5ug
de rLigA foram colocados sobre uma membrana de nitroceluse (marca) e
incubados a temperatura ambiente até que a membrana estivesse seca. Apos,
adicionou-se 50mL de leite em p6é 5% em PBS e foi incubada por uma hora a
temperatura ambiente. A membrana foi, entdo, novamente incubada com 10mL
de IgY total purificada pelo método de precipitacdo com PEG 6000 durante duas
horas a temperatura ambiente, sob agitagdo. Apos a remoc¢do do liquido, a
membrana foi lavada uma vez com PBS-T e trés vezes com PBS. Mediu-se a
densidade optica a 280nm, e uma vez estando abaixo de 0,1, procedeu-se o
choque de pH com tampéao glicina pH=2,3 por tempos que variaram de 2,5 min a
15 min. Imediatamente, o eluido foi neutralizado com tampé&o tris 200mM pH=8,00
a uma razao de 2:1, respectivamente. A concentracéo final do anticorpo purificado
foi mensurada por espectrofotometria a 280nm, com fator de correcao de 1,33.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Expresséao e caracterizacao das proteinas recombinantes:

A expressao e caracterizacdo da proteina recombinante foi realizada com
sucesso, uma vez que apresentou o tamanho esperado (63kDa) e foi reconhecida
por soro de humano convalescente na técnica de WB, confirmando que os
epitopos da proteina recombinante sdo capazes de ser reconhecidos por
anticorpos gerados pela infeccdo natural, e, portanto, apresentam conformacao
similar a proteina nativa (FIGURAS).

3.2 Obtencédo de anticorpos policlonais de galinha (IgY): Os ELISAS do
sangue coletado previamente as imunizag6es demonstraram que houve producéo
de anticorpos contra a proteina recombinante logo apés a primeira dose. Uma vez
gue os anticorpos estdo presentes no sangue do animal, sdo transferidos para a
gema do ovo, de onde podem ser extraidos e purificados.

3.3 Purificacdo das IgY: A purificacdo da IgY total da gema dos ovos
coletados foi confirmada por SDS-PAGE, apresentando as bandas esperadas
para a IgY. O WB realizado com o antigeno LigANI demonstrou que esses
anticorpos reconhecem fortemente a proteina em questéao.

3.4 Quantificacao e Especificidade das IgY: A quantificacdo pelo método se
espectrofotometria resultou em uma concentragao final de 3mg/mL.

3.5 Purificacdo de anticorpos especificos IgY a-LigA: A metodologia
empregada para a obtencao dos anticorpos da gema dos ovos extrai a IgY total. A
fim de diminuir ao maximo o reconhecimento inespecifico para posterior
conjugacao com peroxidase e analise da viabilidade destes anticorpos quanto ao
seu potencial de deteccdo em amostras experimentalmente contaminadas,
efetuou-se a purificacdo de anticorpos anti-LigANI especificos a partir do extrato
de IgY total.

Figura 1. WB dos anticorpos IgY anti-LigANI. 1. Anticorpo especifico purificado (1:250), 2.
Anticorpo especifico purificado (1:1000), 3. IgY total (1:1000). 4. IgY total (1:250). 5. Marcador
molecular.

A imunizacdo de galinhas é um excelente método para a obtencéo de uma
grande quantidade de anticorpos através de um método ndo estressante e nao
invasivo, onde o isolamento e a purificacdo de anticorpos sao relativamente
simples e com um 6timo rendimento (ZHANG, 2003). A imunidade passiva
adquirida envolve a obtencdo de anticorpos antigeno-especificos de outra fonte
administrado para proteger individuos susceptiveis.

Os anticorpos IgYs tém sido amplamente utilizados para imunizacao
passiva em animais e humanos (KOVACS-NOLAN, 2012) além de substituir os
antibidticos, que muitas vezes causam resisténcia bacteriana, no uso como
aditivos alimentares para atingir alvos especificos e aumentar o crescimento dos
rebanhos. Em adic&o, a producado de IgY contra leptospiras inteiras ou proteinas
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recombinantes constitui-se em uma alternativa de baixo custo quando comparada
a producdo de anticorpos em mamiferos.

4. CONCLUSOES

Realizou-se com sucesso a obtencdo de IgY anti-LigANI purificados da
gema dos ovos das galinhas imunizadas. O proximo passo € a conjugacao e a
posterior avaliagdo do potencial diagnéstico dessas moléculas.
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