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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose de distribuigdo mundial causada por
espiroquetas patogénicas do género Leptospira (FAINE et al., 1999). A infeccdo
em humanos ocorre principalmente através do contato direto ou indireto com a
urina de animais infectados por leptospiras, especialmente os roedores (BHARTI
et al., 2003).

O “padrao ouro” para o diagndstico da leptospirose € o teste de aglutinacao
microscopica (MAT), o qual utiliza cepas de leptospiras vivas para a reagdo com
soros de humanos e animais (WHO, 2003). Entretanto, o MAT apresenta baixa
sensibilidade na fase aguda da doenca e um alto grau de rea¢Bes cruzadas com
outros sorovares (ADLER; MONTEZUMA, 2010).

A OmpL37 é uma proteina de membrana externa conservada entre
diferentes sorovares patogénicos da bactéria (ESHGHI et al., 2009). Esta proteina
€ reconhecida pelo soro de humanos e de animais infectados, e demonstra ser
antigénica e de facil acesso ao sistema imunolégico (PINNE et al., 2010). Além
disso, ensaios in vitro demostraram a capacidade da OmpL37 de se ligar aos
componentes da matriz extracelular do hospedeiro, com afinidade ao fibrinogénio,
fibronectina e elastina (PINNE; HAAKE, 2009; PINNE et al., 2010), o que
demonstra sua importancia durante a infeccdo do hospedeiro.

Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi a producdo de anticorpos
policlonais (pAbs) contra a proteina OmpL37 em sua forma recombinante
(rOmpL37), e a caracterizacdo destes pAbs através de ELISA indireto e Western
Blotting, visando sua utilizacdo em ensaios de diagnostico para a deteccdo do
patdgeno ou para compor ensaios de detec¢do de anticorpos.

2. METODOLOGIA

Para a producéo dos pAbs, cinco doses de rOmpL37 na concentracdo de
75 pg foram administrados nos dias 0, 14, 21, 28 e 39. As inoculacdes foram
realizadas individualmente em dois camundongos Balb/c com oito semanas de
idade. Na primeira dose foi utilizado adjuvante completo de Freund (1:1) e, nas
doses posteriores, adjuvante incompleto de Freund (1:1). Os niveis de anticorpos
séricos dos modelos biolégicos utilizados foram previamente verificados por
ELISA indireto, utilizando a proteina rOmpL37 para sensibilizacdo das placas.

Apés confirmar a soroconversdo através da reacdo com rOmpL37 em
ELISA indireto, o sangue total foi coletado, centrifugado e o soro utilizado para a
titulacdo dos pAbs através de ELISA indireto. Para tal, placas de poliestireno
foram sensibilizadas com 100 ng/cavidade de rOmpL37 por 16h a 4°C em tampao
carbonato-bicarbonato pH 9,8. As placas foram bloqueadas com soro fetal bovino
(SFB) 1%, e adicionadas de 11 dilui¢des (1:100 — 1:102.400) dos pAbs. A seguir,
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anticorpos anti-lgG de camundongo conjugados a peroxidase foram adicionados.
Como controles negativo e positivo foram utilizados soro normal de camundongo
e soro policlonal anti-L. interrogans sorovar Canicola cepa CCZ463 produzido em
coelho (BROD et al.,, 2005), respectivamente. Entre todas as etapas foram
realizadas trés lavagens com phosphate buffered saline-tween 20% (PBS-T) e
incubacbes a 37°C por 1h. As reacdes foram reveladas com solucdo
substrato/cromogena contendo o-phenylenediamine (0,4 mg/mL em 0,1 M tamp&o
citrato, pH 5,0) e 0,03% de perdxido de hidrogénio (H»O,) durante 15 min. As
densidades 6ticas (DO) foram mensuradas a 450 nm usando VICTOR™ X5
Multilabel Plate Reader (Perkin Elmer, USA).

Para o Western blotting as proteinas de Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni L1-130 e a proteina rOmpL37 foram submetidas a SDS-PAGE 15%
sob condi¢Bes redutoras. Entdo, as proteinas foram eletrotransferidas para uma
membrana de nitrocelulose. A membrana foi bloqueada com PBS SFB 1% por 1h
a temperatura ambiente sob agitacdo, e posteriormente adicionada do pAb anti-
rOmpL37. Apdés, anticorpos anti-lgG de camundongo conjugados a peroxidase
foram adicionados. Os soros controles utilizados foram os mesmos utilizados no
ELISA indireto descrito acima. Entre todas as etapas foram realizadas trés
lavagens com PBS-T e incubac¢des a 37°C por 1h. As reacfes foram reveladas
com solucao substrato cromégena contendo 0,6 mg diaminobenzidina, 0,03% de
sulfato de niquel, 50 mM Tris-HCI pH 8,0 e H,O, 30 vol.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No ELISA indireto, os pAbs anti-rOmpL37 foram capazes de reagir com a
proteina recombinante OmpL37, alcancando o titulo de 12.800, conforme a Figura
1. No Western blotting, o pAb anti-rOmpL37 foi capaz de reagir tanto com a
proteina na sua forma recombinante, reconhecendo a banda com peso molecular
de 37 kDa, quanto com a proteina nativa presente em L. interrogans sorovar
Copenhageni L1-130, gerando as correspondentes bandas de tamanho esperado,
conforme evidenciado na Figura 2.

O titulo do pAb anti-rOmpL37 de 12.800 comprova a imunogenicidade e
antigenicidade da rOmpL37 ao reagir com o pAb anti-rOmpL37. No Western
blotting nossos resultados se mostraram promissores, pPois 0S anticorpos
policlonais anti-rOmpL37 além de reagir com rOmpL37, também foram capazes
de reagir com a proteina na forma nativa, permitindo a conclusdo de que os pAbs
anti-rOmpL37 apresentam conformagfes semelhantes a anticorpos contra a
proteina nativa OmpL37 (PINNE; HAAKE, 2009; PINNE et al., 2010).
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Figura 1- Titulacdo dos anticorpos policlonais anti-rOmpL37 em ELISA indireto:
rOmpL37 (100ng/poco), anticorpo secundario anti-lgG de camundongo diluido
1:1.000.
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Figura 2 - Western blotting para a caracterizacao dos pAbs anti-rOmpL37. 1-
rOmpL37, 2- L. interrogans L1-130: A- pAb anti-rOmpL37, B- Controle positivo
(pAb anti-L. interrogans); C- Controle Negativo (soro normal de camundongo).

4. CONCLUSOES

Os pAbs anti-rOmpL37 produzidos foram capazes de reconhecer as
proteinas OmpL37 recombinante e nativa. Esses anticorpos policlonais podem ser
Gteis em pesquisas visando o entendimento da funcdo da proteina OmpL37 na
patogénese da Leptospira e em estudos que visam o desenvolvimento de ensaios
diagnésticos para a deteccdo do patdgeno e para compor ensaios de deteccéo de
anticorpos para a leptospirose.
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