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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose de distribuicio mundial causada por
espiroquetas patogénicas do género Leptospira, ao qual pertencem 20 espécies e
mais de 250 sorovares. As espécies L. interrogans e L. borgpetersenii sdo as
mais frequentes em casos de leptospirose humana e animal (ADLER & DE LA
PENA, 2010; RAJAPAKSE et al., 2015) e o processo de infeccdo pode ser
atribuido ao contato direto ou indireto com a urina de animais portadores do
agente patogénico (FAINE et al., 1999; REIS et al., 2008). Esta doenca é
considerada um problema de salde publica, além de causar prejuizos
econdmicos no setor agricola (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001).

Atualmente, a soroaglutinagdo microscopica (MAT) é considerada o “padréo
ouro” para o diagnodstico da leptospirose. Baseando-se em métodos imunoldgicos,
esse teste utiliza cepas de leptospiras vivas para a reagdo com soros de humanos
e animais (OIE, 2014). Contudo, além de apresentar baixa sensibilidade na fase
aguda da doenca (McBRIDE et al., 2005; MUSSO & LA, 2013; RAJAPAKSE et al.,
2015), esse teste apresenta alto grau de reacdes cruzadas entre diferentes
sorovares (ADLER & DE LA PENA, 2010).

Diante das limitacdes existentes, novos testes de diagndstico tem sido
desenvolvidos com objetivo de aumentar a sensibilidade e fornecer resultados
mais precisos e confiaveis. O teste de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay) e outros ensaios imunoquimicos utilizando antigenos recombinantes de
Leptospira sdo exemplos de testes que veem sendo desenvolvidos como métodos
alternativos para o diagnostico da doenca (BOMFIM et al., 2005; HARTLEBEN et
al., 2013; MARIYA et al., 2006). Além disto, a utilizacdo de anticorpos é uma
importante ferramenta, tanto para a caracterizagdo da proteina como para a
busca por teste de diagndstico. Os anticorpos policlonais (pAbs) tem sido uma
alternativa mais acessivel que os anticorpos monoclonais (mAbs) e também (til
para a pesquisa (HARLOW & LANE, 1988).

Andlises de sequéncias genbmicas de isolados de Leptospira spp. tém sido
exploradas com objetivo de conhecer novos alvos com potencial antigénico.
Dentre eles, uma série de proteinas, presentes em leptospiras patogénicas, tem
sido avaliadas (HARTWIG et al., 2011; HARTWIG et al., 2013), como a
lipoproteina ErpY-like, alvo deste estudo. Esta foi reportada como sendo uma
proteina de L. interrogans, que possui sequéncia muito similar a fatores de
viruléncia encontrados em outros patdégenos, e sua expressao foi demostrada
durante a infecgéo in vivo (ESHGHI et al., 2009). Desta forma, a proteina ErpY-
like apresenta-se como uma importante ferramenta no processo de infeccdo e
sugere um grande potencial para aplicacdo em testes diagndsticos e sua
capacidade como antigeno vacinal. Assim, a producdo de pAbs contra essa
proteina é muito importante no avanco dos estudos de viruléncia da bactéria e
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desenvolvimento de diagndsticos sensiveis e especificos, baseados na deteccéo
de anticorpos gerados contra estes antigenos durante a infeccgéo.

Sendo assim, o objetivo desse estudo foi a producao de anticorpos policlonais
(pAbs) contra a proteina ErpY-like em sua forma recombinante (rErpY-like) e a
caracterizacao destes pAbs atraves de ELISA indireto, avaliando seu potencial em
reconhecer a proteina nativa presente em L. interrogans sorovar Copenhageni
cepa Fiocruz L1-130.

2. METODOLOGIA

Para a producdo dos pAbs, dois camundongos BALB/c fémeas, com 6
semanas de idade, foram inoculados com 100 pg/dose de rErpY-like nos dias O,
14, 21 e 28. Para o primeiro inéculo, foi utilizado adjuvante completo de Freund
(Sigma Aldrich, USA) e, nos posteriores, adjuvante incompleto de Freund (Sigma
Aldrich, USA). Em todas as imunizacdes, a concentracdo do adjuvante foi de 1:1.
ApOs a ultima imunizagdo, um ensaio ELISA indireto foi realizado para determinar
o titulo dos anticorpos contra a proteina rErpY-like (pAbs). Os camundongos
foram submetidos a uma dose refor¢co de proteina e, posteriormente, o sangue
total foi coletado, centrifugado e os anticorpos foram purificados por cromatografia
de afinidade em coluna de proteina A-Sepharose CL-4B (GE Healthcare, USA).

Com o objetivo de recuperar a viruléncia das leptospiras, foi realizado um
cultivo prévio de L. interrogans cepa Fiocruz L1-130 em 5mL de meio
Ellinghausen—McCullough—Johnson—Harris (EMJH, Difco-USA) com adicdo de
10% de suplemento Difco-USA. O cultivo foi incubado a 30 °C por um periodo de
7 dias, sendo as células posteriormente lavadas com PBS 1x e ressuspendidas a
uma densidade aproximada de 108 células/mL.

Para o desenvolvimento do teste de ELISA, placas de poliestireno foram
revestidas com solucao 0,1% de poli-I-lisina e incubadas a 37 °C por uma hora.
Posteriormente, as cavidades foram sensibilizadas com aproximadamente 108
células de Leptospira. Algumas cavidades foram sensibilizadas com as células
inteiras, ja outras sensibilizadas com as células lisadas (por sonicacdo) para
expor as proteinas e outras com a proteina recombinante rErpY-like. As
cavidades foram blogqueadas com solu¢éo de soro fetal bovino (FBS) 1% por uma
hora e, na sequéncia, pAbs anti-rErpY-like foram adicionados em uma diluigéo de
1:100 em PBS 1x. Anticorpos monoclonais (mAbs) anti-LipL32 (FERNANDES et
al., 2007) e soro fetal bovino, foram utilizados como controles positivos e
negativos, respectivamente. Anticorpos secundarios anti-lgG de camundongo
conjugados a enzima peroxidase foram adicionados e a presenca do complexo
antigeno-anticorpo foi verificada através da adicdo de uma solu¢cdo contendo
peréxido de hidrogénio 0,03% e dihidrocloreto de o-fenildiamina (OPD). Entre
todas as etapas, as cavidades foram lavadas com solu¢cdo PBS-T. Os resultados
da reacdo foram visualizados em leitor de ELISA VICTOR™ X5 Multilabel Plate
Reader (Perkin ElImer, USA) com comprimento de onda de 450 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No ELISA indireto, os pAbs anti-rErpY-like foram capazes de reagir com a
proteina rErpY-like, alcancando o titulo de 1:12.800. Observou-se, também, que
houve reacdo dos pAbs tanto com células inteiras de Leptospira quanto com
células lisadas. Na Figura 1 é possivel visualizar os resultados de absorbancia
gerados pela reacdo dos pAbs com a proteina recombinante e nativa, bem como
os resultados das reacbes correspondentes aos controles negativo e positivo.
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Esses resultados evidenciam a capacidade de exposicao da proteina ErpY-like na
membrana externa da bactéria, além de demonstrar a existéncia dos mesmos
epitopos tanto na expressao heterdloga quanto na bactéria nativa. Desta forma, a
aplicacdo da proteina recombinante ErpY-like em testes diagndsticos torna-se um
importante alvo para avaliar a resposta imunitaria gerada durante a infeccdo do
hospedeiro (SILVA et al., 2016).
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Figura 1. Representacdo dos resultados de absorbancia da reacao da proteina
ErpY-like nativa presente em células de L. interrogans inteiras (barras cinza-claro)
e lisadas (barras cinza-escuro), e da proteina recombinante ErpY-like (barras
pretas) com pAbs anti-rErpY-like. Como controles positivos e negativos foram
utilizados anticorpos monoclonais (mAbs) anti-rLipL32 e soro normal de
camundongo, respectivamente.

4. CONCLUSOES

O desenvolvimento de ensaios mais precisos e sensiveis utilizando
antigenos recombinantes, como o teste de ELISA, sédo ferramentas alternativas
para o controle da leptospirose. Além de sua eficacia, estes métodos apresentam
maior facilidade de manipulacdo, seguranca e rapidez, facilitando, assim, a
obtencao de resultados.

Desta forma, a lipoproteina ErpY-like apresenta-se como um importante
alvo a ser considerado no ambito do controle da leptospirose. Contudo, mais
estudos sdo necessarios para maior compreensao desta proteina, bem como sua
utilizagdo como diagnoéstico nas rotinas de laboratoriais.
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