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RESUMO

A leptospirose € uma zoonose de distribuicdo mundial causada por espiroguetas patogénicas
do género Leptospira, responsavel pela ocorréncia de mais de um milh&o de casos graves e 60
mil mortes anuais. Bacterinas existentes para o controle da doenca ndo conferem uma
protecdo de longa duragdo, além de causarem efeitos colaterais indesejaveis. Logo, existe a
necessidade do desenvolvimento de uma nova vacina. A proteina OmpL94 é um receptor
dependente de TonB (TDBR) envolvida no transporte de ferro e foi identificada em um estudo
de vacinologia reversa e estrutural realizado por nosso grupo, na qual mostrou-se um alvo
promissor. Logo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a antigenicidade e imunogenicidade de
uma construcdo recombinante da proteina OmpL94 contendo apenas fragmentos expostos na
membrana externa para validagdo como potencial alvo vacinal. A proteina recombinante
rOmpL94 foi produzida em Escherichia coli BL21 (DE3) Star e purificada em coluna de
Niquel-Sepharose. Analise antigénica foi realizada por Western blot utilizando soros humanos
e bovinos positivos para leptospirose. A avaliacdo da capacidade imunogénica foi realizada
através da obtencdo de anticorpos policlonais (pAbs) utilizando-se ratos Wistar fémeas de 6
semanas de idade. Trés doses contendo 50 pg da proteina emulsificada em adjuvante de
Freund foram administradas via intraperitoneal. Os animais foram eutanasiados, seguido de
coleta do sangue total. Western blot utilizando a proteina nativa e recombinante frente aos
pAbs dos animais imunizados (1:200) foi realizado. A titulagdo dos soros foi realizada por
ELISA indireto utilizando 50 ng da rOmpL94 por cavidade e diluicdes seriadas dos soros na
base 2. Todas as amostras foram avaliadas em triplicata e a absorbancia determinada a 492
nm. Andlise estatistica foi realizada por ANOVA. A rOmpL94 foi reconhecida por soros
humanos e bovinos positivos para leptospirose. A proteina rOmpL94 estimulou a producéo de
anticorpos especificos capazes de reconhecer a proteina nativa e concentracfes de até 1,5 ng
da proteina recombinante, confirmando a manutencdo de epitopos imunogénicos na
construgdo. O titulo dos pAbs produzidos foi de 1.638.400, evidenciando a alta
imunogenicidade da rOmpL94. A proteina rOmpL94 é antigénica e imunogénica e induz a
producdo de pAbs especificos em ratos Wistar, demonstrando ser um promissor alvo vacinal
contra a leptospirose. Atualmente, a capacidade imunoprotetora desta proteina esta sendo
avaliada em modelo animal.
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