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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose de distribuicio mundial, a qual é causada
por sorovares patogénicos do género Leptospira (PICARDEAU et al.,, 2014). A
enfermidade ocorre tanto em areas urbanas como rurais de paises com clima
tropical, onde a prevaléncia é elevada (KO et al., 2009). Atualmente, os testes
disponiveis para o diagnoéstico da leptospirose humana e animal apresentam uma
capacidade limitada para detectar os casos durante a fase aguda da infeccéo
(HARTSKEERL et al., 2011).

O teste de soroaglutinacdo microscopida (MAT), reconhecido pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como referéncia para o diagndstico
sorologico da leptospirose. Porém, o teste apresenta algumas importantes
limitages como o requerimento de uma bateria de antigenos vivos em cultura, a
necessidade de amostras pareadas de soro, além da subjetividade da
interpretacdo dos resultados (OMS, 2013). Dessa forma, surge o desenvolvimento
de novos testes diagndsticos que apresentem boa sensibilidade na fase aguda da
doenca, que sejam rapidos e de execucéao simples.

Nos dultimos anos, houve a identificacdo de um grupo de proteinas
antigénicas, as quais sdo reconhecidas durante as fases aguda e convalescente
da leptospirose. Este grupo foi denominado de Lig (Leptospiral Immunoglobulin —
Like) (MATSUNAGA, 2003), onde a proteina LigB foi identificada como uma
molécula de adesdo envolvida na patogenicidade da doenca, e por conseguinte,
revelando-se com um grande potencial para o desenvolvimento de testes
diagnésticos e de vacinas recombinantes contra leptospirose (FIGUEIRA, 2011).

A imunoglobulina Y (IgY) é o principal anticorpo encontrado em gemas de
ovos de galinhas (Gallus domesticus) (GUIMARAES, 2005). A producgdo de IgY
possui um método rapido para a sua obtengdo, néo interferindo no bem-estar do
animal. VASCONCELLOS et al. (2010) desenvolveram anticorpos policlonais IgY
contra L. interrogans cepa Fiocruz L1-130, aplicados em diferentes formatos de
ELISA, os quais foram capazes de detectar pequenas concentracfes desta
bactéria em soros experimentalmente contaminados.

O objetivo deste estudo foi produzir IgY contra a proteina recombinante
LigBNI (rLigBNI), visando o posterior desenvolvimento de um teste diagndéstico
para a leptospirose humana e animal.

2. METODOLOGIA
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2.1 Imunizagdes: Uma galinha poedeira da raga Leghorn, de 29 semanas
de idade, foi selecionada e alocada no aviario do Conjunto Agrotécnico Visconde
da Graca (CAVG). Quatro imunizacdes, com intervalo de 15 dias cada, através
davia intramuscular, foram realizadas. Cada dose possuia 100 ug de
rLigBNI, emulsificadas em adjuvante oleoso. Amostras de 3 a 5 mL do sangue da
ave foram coletadas nos dias 0, 15, 30 e 45, através da puncéo da veia ulnar.
Anteriormente a cada uma das imunizagbes, a producdo de anticorpos de
interesse foi verificada por ELISA indireto.

2.2 Obtencdo dos anticorpos IgY: A extracdo da IgY total da gema foi
realizada utilizando precipitacao por polietilenoglicol (PEG 6000) (SCHADE et al.,
2005). As gemas foram separadas por semanas, homogeneizada em PBS 1x e
centrifugadas por 20 min a 4 °C para precipitacdo, utilizando concentracdes
crescentes de PEG. O extrato foi dialisado e a concentracéo de IgY foi mensurada
através de quantificacdo por espectrofotometria a 280nm.

2.3 ELISA indireto: No ELISA foram utilizados como anticorpo primario a
IgY na diluicdo de 1:800 e como secundario o conjugado anti-IgY de galinha e
peroxidase diluido (1:2000) em PBS.

2.4 SDS-PAGE para avaliacdo da purificacdo das IgY total: Treze
amostras foram aquecidas a 100 °C por 10 minutos em tampé&o de amostra (SDS
5%). Para a corrida, 20 yL de cada amostra, com excecdo do marcador (5
pL), foram aplicados em um gel de poliacrilamida 12% e separados
eletroforeticamente.

2.5 SDS-PAGE e Western Blotting: Cinco amostras foram separadas
eletrofereticamente, de acordo com o processo citado acima. As amostras do gel
foram entdo, eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose. Ap6s a
transferéncia a membrana foi bloqueada com solucdo de leite em
p6 desnatado 5% e PBS e incubada a 4 °C overnight. Realizou-se a lavagem da
membrana com PBS-Tween 20 por 3 vezes e se fez a adicdo do anticorpo
primario, na proporcgdo 1:50, sendo a membrana incubada por 1 h, a temperatura
ambiente. A membrana foi entdo lavada com PBS-T por 3 vezes e 0 processo
repetido com anticorpo secundario anti-chicken conjugado na diluicdo 1:4000, e a
revelacdo com diaminobenzidine (DAB).

2.6 Aspectos Eticos: Este trabalho faz parte de um projeto cadastrado no
COCEPE/UFPel sob o nimero 50502153 e analisado pela Comiss&o de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA 5237) da UFPel.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O ELISA com o sangue coletado previamente as imunizagbes demonstrou
que houve producéo de anticorpos contra a proteina recombinante logo apés a
primeira dose. Uma vez que 0s anticorpos estao presentes no sangue do animal,
sao transferidos para a gema do ovo, de onde podem ser extraidos e purificados.

A purificagdo da IgY total da gema dos ovos coletados foi confirmada por gel
SDS-PAGE na diluicdo 1:100, apresentando as bandas esperadas para a IgY
(Figura 1).
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Figura 1: SDS-PAGE da purificacdo da IgY total da gemas dos ovos: 1. IgY
Semana 10 (S10), 2. S9, 3. S8, 4. S7, 5. S6, 6. S5, 7. S4, 8. S3, 9. S2, 10. S1,
11.rLigB, 12. IgY anti-LigA, 13. Marcador pré-corado (Protein Ladder).
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A IgY obtida da semana 3, foi escolhida para utilizacdo no Western Blotting
e foi visualizada em gel de SDS-PAGE, juntamente com a proteina rLigBNI,
apresentando tamanho esperado de 60 KDa (Figura 2).
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Figura 2: SDS-PAGE para visualizacdo da IgY S3 e da proteina LigBNI: 1.
Marcador pré-corado (Protein Ladder), 2. IgY s3, 3. rLigBNI.

O WB realizado com o antigeno rLigBNI demonstrou que esses anticorpos
reconhecem fortemente a proteina nativa no tamanho esperado de 60 kDa (Figura
3).
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Figura 3: Western Blotting utilizando antigeno rLigBNI: 1. LIC 11207, 2.
Antigeno bruto da cepa L1-130, 3. rLigBNI, 4. IgY S3 1:100, 5. Marcador pré-
corado (Protein Ladder)

Recentemente, o uso de galinhas tem sido uma alternativa a producéo de
anticorpos policlonais (SHADE, 2005). A imunoglobulina Y € o principal anticorpo
produzido por aves e se mostra equivalente a IgG de mamiferos, tanto na
estrutura quanto na transferéncia para a gema que se assemelha a transferéncia
placental ou colostral (GUIMARAES, 2005). As IgYs ndo reagem com IgG ou IgM
e nem com componentes do sistema complemento de mamiferos.

A IgY ja tem sido amplamente utilizada como imunoterapia em animais e
humanos (KOVACS-NOLAN, 2012), bem como em imunohistoquimica detectando
virus, bactérias e parasitos. Por fim, a producdo de IgY contra leptospiras inteiras
bem como contra proteinas recombinantes constitui-se em uma alternativa ética,
de baixo custo e com uma boa quantidade de anticorpos obtidos, quando
comparada a producédo de anticorpos em mamiferos.

4. CONCLUSOES

A IgY anti-rLigBNI obtida reconhece a proteina LigB nativa em leptospiras
virulentas. O préximo passo sera a conjugacdo dos anticorpos com fluoresceina e
peroxidase para a sua utilizagdo em formatos de testes que fagam a deteccao de
leptospiras em amostras clinicas de humanos e animais suspeitos de
leptospirose.
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