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PRODUCAO DE SORO HIPERIMUNE EM Rattus norvegicus COMO INSUMO
PARA CARACTERIZACAO DE VACINAS RECOMBINANTES CONTRA LEPTOS-
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1. INTRODUCAO

A leptospirose, causada por espiroquetas patogénicas do género Leptospira, é
considerada uma doenca negligenciada que afeta humanos e animais (HAAKE; LE-
VETT, 2015). A transmisséo para humanos ocorre pela exposicao direta a urina de
animais infectados ou indireta via agua ou solo contaminados (ADLER; MOC-
TEZUMA, 2010). Regibes de clima tropical, épocas de enchentes e locais com ins-
talagBes sanitarias precarias tendem a aumentar os indices de ocorréncia da do-
enca. No periodo entre 2010 e 2020, foram confirmados 39.270 casos de leptospi-
rose no Brasil, 0 que consiste em uma média anual de 3.734 casos. Nesse mesmo
periodo, foram registrados 3.419 ébitos, com média de 321 6bitos por ano (MINIS-
TERIO DA SAUDE, 2021). A vacinacdo permanece como a medida de controle mais
eficaz contra a leptospirose.

A fim de superar as limitagbes das vacinas inativadas (bacterinas) comercial-
mente disponiveis, para uso animal, diversos estudos tém relatado a avaliacdo de
proteinas quiméricas no desenvolvimento de vacinas recombinantes contra leptos-
pirose, buscando alcancar uma protecdo de amplo espectro contra a doenca (DA
CUNHA et al., 2019; BETTIN et al., 2022). O antigeno quimeérico denominado rQ1,
previamente construido pelo nosso grupo, consiste na fusao das proteinas recombi-
nantes LipL32, LemA e LigAni, que estdo presentes na membrana externa de lep-
tospiras patogénicas. Este antigeno, ja avaliado como vacina de subunidade e va-
cina vetorizada por Mycobacterium bovis BCG, demonstrou potencial na protecao
contra leptospirose em modelo animal de hamster (OLIVEIRA et al., 2019).

No entanto, outros trabalhos ainda precisam ser realizados para avaliar a ca-
pacidade imunoprotetora dessas formulacdes frente a desafio heterélogo, bem como
para desenvolver protoétipos vacinais de menor custo de producgéo. Para isso, se faz
necessaria a producao de insumos, como anticorpos, que permitam confirmar a pro-
ducédo do antigeno recombinante nos sistemas de expressdo heterdloga utilizados.
Diante disso, esse trabalho teve como objetivo a produgéo e caracterizagdo de um
soro hiperimune capaz de reconhecer o antigeno quimeérico rQ1, a fim de permitir a
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caracterizacao de prototipos vacinais desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa
contra leptospirose animal.

2. METODOLOGIA

2.1 Producao do imunogeno: A proteina rQ1 foi produzida conforme metodologia
descrita anteriormente (BETTIN et al., 2022). A formulacdo vacinal foi desenvolvida
contendo 100 pg da proteina recombinante, diluida em um volume ajustado para 150
pL de PBS 1X, e emulsificada com o mesmo volume de adjuvante de Freund incom-
pleto (InvivoGen), totalizando assim um volume final de 300 L por dose.

2.2 Inoculacédo dos animais: Ratos machos da espécie Rattus norvegicus, linhagem
Wistar, de aproximadamente 6-8 semanas receberam doses de 300 pL da formulacéo
preparada por injecdo via intraperitoneal com intervalo de trés semanas entre a pri-
meira e a segunda imunizacao e duas semanas entre a segunda e a terceira dose de
reforco. Os animais foram eutanasiados por aprofundamento de anestesia inalatéria,
seguido de puncédo cardiaca para exsanguinacao total. O sangue foi centrifugado a
7000 rpm, 10 min, 4 °C para a obtencéo dos soros, que foram posteriormente aliquo-
tados e armazenados a -20 °C. Todos os procedimentos foram previamente aprova-
dos pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPel (CEEA 12207-2020).

2.3 Titulacéo do soro através de Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA):
Uma placa de poliestireno foi sensibilizada, conforme descrito previamente por CON-
RAD et al., 2017, com 200 ng da proteina recombinante diluida em tamp&o carbonato
bicarbonato e deixada overnight a 4 °C. Ap6s a sensibilizacao, foi realizado um blo-
queio com 5% de leite em po6 diluido em PBS-T (tampao fosfato-salino + 0,05% de
Tween 20) por 2 h a 37 °C. Em seguida, os soros foram submetidos a uma diluicéo
seriada de 1:50 a 1:102.400 em PBS 1x ao longo da placa. Posteriormente, a placa
foi incubada com anticorpo anti-lgG de rato conjugado com peroxidase na diluicdo
1:5000 por 1 h a 37 °C. Foram realizadas 5 lavagens de 5 min com PBS-T apds cada
etapa. A reacéo foi revelada através da adi¢cdo de uma solucdo composta de 10 ml de
tampao citrato-fosfato (pH 4,0), 4 mg de OPD (o-Phenylenediamine) e 10 uL de agua
oxigenada (H202) 30 volumes, seguido de incubacdo em temperatura ambiente por
15 min na auséncia de luz. A reacao foi parada pela adicdo de 50 pL de &cido sulftrico
3% (H,SO,). As absorbancias foram determinadas em espectrofotometro de placa
utilizando um comprimento de onda de 492 nm. A analise estatistica foi feita através
do software GraphPad Prism versao 8.

2.4 Caracterizacao do soro através de Western blot: Diferentes concentragbes da
proteina rQ1 (1,5-100 ng) foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE 12% seguido de eletrotransferéncia para uma membrana de nitrocelulose.
O bloqueio das reacdes inespecificas foi realizado a partir da incubagéo da membrana
em leite em po 5% por 16-18 h a 4 °C, sob agitacdo. Apos 3 lavagens com PBS-T, o
soro hiperimune produzido diluido 1:200 foi adicionado para incubagdo em tempera-
tura ambiente por 1 h. Por fim, 0 anticorpo secundario anti-lgG de rato conjugado com
peroxidase na diluicdo de 1:5000 foi adicionado e a reacgao foi revelada pela adi¢ao
de solucéo contendo Tris 50 mM, peroxido de hidrogénio 30 volumes e diaminobenzi-
dina (DAB).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A obtencé&o de anticorpos policlonais (pAbs) produzidos em ratos foi eficaz. No
ELISA, o soro hiperimune obtido reconheceu o antigeno recombinante de maneira
eficiente até a diluicdo de 1:819.200 demonstrando uma alta afinidade ao antigeno
(Figura 1). No Western blot, o pAb anti-rQ1 foi capaz de reconhecer a proteina na
sua forma recombinante com o peso molecular esperado de 70 kDa, até a quanti-
dade de 50 ng de proteina (Figura 2), demonstrando sua utilidade para caracterizar
a expressao desse antigeno em prototipos vacinais contra leptospirose.
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Figura 1: Titulag&o do soro hiperimune anti-rQ1 por ELISA indireto. O soro hiperimune
reconhece o antigeno recombinante até a diluicdo de 1:819.200.

Figura 2: Caracterizacao do soro hiperimune contra a proteina rQ1 atraves de Wes-
tern blot; M, marcador de peso molecular; 1: 100 ng de rQ1; 2: 50 ng de rQ1; 3: 25
ng de rQ1; 4: 12,5 ng de rQ1.

4. CONCLUSOES

A proteina rQ1 € capaz de induzir a produc¢do de anticorpos especifico em ratos
Wistar, demonstrando sua imunogenicidade. O soro hiperimune produzido
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demonstrou ter capacidade de reconhecer a proteina recombinante com alta
afinidade, podendo assim ser utilizado como insumo para confirmar a producao do
antigeno rQ1 em etapas de desenvolvimento e caracterizacdo de novos protétipos
vacinais.
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