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Producao de anticorpos policlonais contra a proteina recombinante OmpL68
de L. interrogans visando sua caracterizagdo como potencial alvo vacinal
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1. INTRODUCAO

A leptospirose, uma doenca causada por espiroquetas patogénicas do
género Leptospira, é considerada uma importante zoonose negligenciada que
afeta humanos e animais em todo o mundo (HAAKE; LEVETT, 2015). A
transmissdo para humanos ocorre acidentalmente pela exposicdo direta a urina
de animais infectados ou indireta via agua ou solo contaminados (ADLER,;
MOCTEZUMA, 2010). Estima-se que ocorram cerca de um milhdo de casos
graves de leptospirose por ano mundialmente, ocasionando 60 mil mortes
(COSTA et al.,, 2015). Estes indices tendem a aumentar em regides de clima
tropical, épocas de enchentes e em locais com instalagfes sanitarias precarias
(MCBRIDE et al., 2005).

A vacinacdo permanece como a medida de controle mais eficaz contra a
leptospirose. Bacterinas comerciais sdo amplamente aplicadas em animais
domésticos e de producdo, no entanto apresentam algumas limitagdes como a
inducdo de imunidade de curta duracdo, protecdo apenas contra 0S sorovares
presentes na sua formulagédo, além de causarem efeitos colaterais indesejaveis,
limitando sua aplicacdo em humanos a alguns poucos paises (HAAKE; LEVETT,
2015; KOIZUMI; WATANABE, 2004). A melhor alternativa para sanar as
deficiéncias apresentadas pelas bacterinas é o desenvolvimento de uma vacina
recombinante. A utilizacdo desta abordagem permite selecionar proteinas
conservadas em espécies patogénicas e expostas na membrana externa, com
maior potencial de estimular uma resposta de memdria imunoldgica e reduzir a
ocorréncia de efeitos colaterais devido ao seu elevado grau de pureza
(DELLAGOSTIN et al., 2011; GRASSMANN et al., 2017).

Dessa forma, com o intuito de identificar novos potenciais alvos vacinais,
nosso grupo de pesquisa utilizou uma abordagem de vacinologia reversa e
estrutural, a qual apontou diversas proteinas preditas como barril-f
transmembrana (Bb-OMP) presentes na superficie da bactéria (GRASSMANN et
al., 2017). Algumas destas proteinas sao conservadas em todas as Leptospira
spp. e possuem fungdes associadas ao transporte de moléculas importantes para
o metabolismo celular e patogénese. Dentre estas, destacou-se a proteina
OmpL68, que contém um dominio de transportador de alginato, uma molécula
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presente na composicdo de biofilmes e considerada um importante fator de
viruléncia.

Devida a elevada especificidade das reacfes antigeno-anticorpo, anticorpos
sao ferramentas uteis e amplamente empregados para caracterizacdo de
candidatos vacinais triados in silico. Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho foi
produzir anticorpos policlonais (pAbs) contra uma construgdo recombinante
contendo fragmentos expostos da proteina OmpL68 para posterior caracterizacao
da localizacédo subcelular desta proteina e validacdo como potencial alvo vacinal.

2. METODOLOGIA

2.1 Producédo e caracterizacdo da proteina recombinante rOmpL68: o gene
sintético codificante para a proteina rOMPL68, contendo apenas os fragmentos
expostos na membrana externa da bactéria, foi sintetizado quimicamente e
clonado em vetor pAE para expressao em Escherichia coli. Este gene foi utilizado
para transformar E. coli BL21(DE3) Star por choque térmico. A expressao da
proteina recombinante foi induzida com 05 M de isopropil B-D-1-
tiogalatopiranosideo (IPTG). Ap6s a centrifugacdo da cultura, as células foram
lisadas por sonicacao e as proteinas recombinantes foram solulizadas em tampéao
contendo 8 M de uréia como agente desnaturante. A rOmpL68 foi purificada por
cromatografia de afinidade utilizando coluna de Niquel-Sepharose. As aliquotas
da purificacdo foram avaliadas por SDS-PAGE 12% e aquelas contendo as
proteinas puras foram dialisadas contra tampdo contendo concentracdes
sucessivamente decrescentes de uréia. A caracterizagdo da proteina
recombinante foi feita através de SDS-PAGE 12%, seguido de Western blot
utilizando anticorpo monoclonal anti-6xHis e pool de soros humanos positivos
para leptospirose.

2.2 Producédo de anticorpo policlonal: ratos Wistar fémeas de 6 semanas de
idade foram utilizados para obtencdo de anticorpos policlonais contra a proteina
rOmpL68. Dois animais foram inoculados com a proteina rOmpL68 e um animal
foi utilizado como controle negativo. Foram realizadas trés imunizagdes, cada
dose contendo 50 ug do antigeno emulsificado em adjuvante de Freund (completo
na primeira dose e incompleto nas doses subsequentes). O controle negativo
recebeu apenas solucdo salina e o adjuvante de Freund. Os animais foram
eutanasiados por aprofundamento de anestesia inalatéria, seguido de
exsanguinacdo cardiaca para coleta de sangue total. O soro foi separado por
centrifugagéo e armazenado a -20 °C até o momento do uso.

2.3 Western blot e titulacdo dos anticorpos policlonais: a avaliacdo do soro
quanto a sensibilidade e especificidade de deteccdo de rOmpL68 foi feita atraves
de Western blot. Para isso, diferentes concentracdes da proteina recombinante
(1,5-100 ng) foram separadas em SDS-PAGE 12% seguido de eletrotransferéncia
para uma membrana de nitrocelulose. A membrana foi incubada com os pAbs dos
animais imunizados com a rOmpL68 na diluicdo de 1:200. Anti-IgG de rato
conjugado com peroxidase (1:5000) foi utilizado como anticorpo secundario. A
reacdo foi desenvolvida pela adicdo de peréxido de hidrogénio e
diaminobenzidina. Posteriormente, foi realizada titulagdo individual dos soros
reagentes por ELISA indireto conforme descrito previamente (CONRAD et al.,
2017). Para sensibilizacdo foi utilizada 50 ng de rOmpL68 por cavidade. A
titulacdo abrangeu diluicbes seriadas de base 2, de 1:25.600 até 1:6.553.600, o
titulo foi definido como a maior diluigdo do anticorpo em que ainda é possivel
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observar reacdo colorimétrica de antigeno-anticorpo visivel. Soro do animal
inoculado com PBS e adjuvante de Freund foi utilizado como controle negativo.
Anti-IgG de rato conjugado com peroxidase (1:5000) foi utilizado como anticorpo
secundario. Todas as amostras foram avaliadas em triplicata e a absorbancia foi
determinada a 492 nm. A andlise estatistica dos resultados da titulacdo foi
realizada por ANOVA. Valor de P < 0,05 foi considerado significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A expresséo da proteina rOmpL68 em E. coli (DE3) BL21 Star, bem como a
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 rOmpL68 foi reconhecida por soros humanos
positivos para leptospirose, comprovando a sua antigenicidade (dados né&o
mostrados). A obtencdo de anticorpos policlonais produzidos em ratos foi
realizada com sucesso. No Western blot, o pAb anti-rOmpL68 foi capaz de reagir
com a proteina na sua forma recombinante evidenciando a eficiéncia na producao
e reconhecimento de tais anticorpos até a quantidade de 6,25 ng de proteina
(Figura 1), dessa forma, podemos afirmar que a proteina rOmpL68 possui
capacidade imunogénica.

52 kDa—>
38 kDa—>

Figura 1: Western blot para caracterizacao dos pAbs contra a proteina

rOmpL68. M, Marcador de massa molecular (Rainbow protein marker full range —

BioRad); Extrato de E. coli (DE3) BL21 Star nao transformado foi utilizado como
controle negativo.

A titulacdo dos pAbs foi eficiente apresentando um titulo de 1:819.200
(Figura 2) com diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controle (P <
0,05) observada até esta mesma diluicdo, evidenciando a alta especificidade dos
pAbs e imunogenicidade do antigeno rOMPLG8.
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Titulagao pAb anti-rOmpL68

-~ rOmpL68
-= PBS

Abs 492 nm
N

= 2 5 5 7 2
1:25.600  1:51.200 1:102.400 1:204.800 1:409.600 1:819.200 1:1,638.400 1:3,276.800 1:6,553.600

Dilui¢ao dos soros

Figura 2: Titulacdo por ELISA indireto dos pAbs anti-rOmpL68. * Indica diferenca
estatisticamente significativa (P < 0,05).

4., CONCLUSOES

A proteina rOmpL68 é imunogénica e induz a producédo de pAbs especificos
em ratos Wistar. Futuramente, esses anticorpos serdo utilizados na
caracterizacao funcional e na localizagdo subcelular desta proteina para validacao
de sua aplicagcdo como um potencial alvo vacinal contra leptospirose.
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