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1. INTRODUCAO

O hamster sirio dourado (Mesocricetus auratus) é utilizado como modelo
animal em estudos de doencas infecciosas, como leishmaniose, leptospirose e
COVID-19, bem como de doencgas nao transmissiveis, como alguns tipos de cancer
(MIAO et al., 2019). Este biomodelo € empregado em estudos envolvendo a
progressdo e fisiopatologia de doencas, o isolamento de microrganismos e,
principalmente, o desenvolvimento e avaliacdo de novas terapias e vacinas contra
diversas doencas (ZIVCEC et al., 2011). No entanto, para analisar mecanismos de
acao e fatores que determinam ou néo a eficdcia de uma intervencao, seja ela
profilatica ou terapéutica, é frequentemente necessaria a andlise e caracterizacao
da resposta imunoldgica envolvida.

A maioria dos estudos envolvendo a andlise da imunidade em hamsters
restringe-se a determinacdo da resposta humoral associada a isotipagem de
anticorpos (MIAO et al., 2019). Porém, observa-se também a necessidade de
caracterizagdo da resposta imune celular, principalmente frente a novas
formulacdes vacinais (DELLAGOSTIN et al., 2017) e terapias. A mensuracao e
avaliacao do perfil de citocinas, proteinas responsaveis pelo “dialogo” entre células
do sistema imune, é uma ferramenta que pode fornecer informacfes sobre os
mecanismos de imunidade celular, fatores de progndéstico e avaliagdo prospectiva
da eficacia de vacinas (CHIRATHAWORN; KONGPAN, 2014).

Para outros roedores, como ratos e camundongos, a técnica de ELISA é
utilizada para a quantificagcdo de citocinas a nivel proteébmico (WARNER;
SAFRONETZ; KOBINGER, 2017). Entretanto, em hamsters, essas analises sao
limitadas ao uso de ensaios transcricionais, como PCR quantitativo em tempo real,
que permitem a avaliacao dos niveis de mRNA de citocinas pro- e anti-inflamatorias
(VERNEL-PAUILLAC; MERIEN, 2006). No entanto, técnicas transcricionais
apresentam algumas limitagdes, incluindo o fato de nao refletirem totalmente o
proteoma. Consequentemente, a falta de insumos comerciais para determinacao
da resposta celular a nivel protebmico em amostras bioldgicas de hamsters tem
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iImpactado na queda do uso e do valor deste animal como biomodelo (MCCANN et
al., 2017).

A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina anti-inflamatoéria que desempenha um
papel fundamental na resolucéo de infec¢fes e inflamacdes, funcionando como um
regulador chave das respostas inflamatérias do hospedeiro (PENALOZA et al.,
2016). Diante da necessidade de caracterizacdo do perfil de imunidade induzido
em hamsters em estudos de diferentes areas, o nosso trabalho teve como objetivo
a producéo da citocina IL-10 na forma recombinante e de anticorpos policlonais
contra a mesma, a fim de se obter insumos que possam ser futuramente
empregados no desenvolvimento de um ensaio para analise da resposta imune
celular nesse modelo animal.

2. METODOLOGIA

2.1 Producao e caracterizacdo da citocina recombinante rlL-10: a sequéncia
codificadora da citocina rIL-10 foi sintetizada quimicamente (GenOne) no vetor
pPET28a, para expressao em Escherichia coli. O vetor pET28a/il-10 foi utilizado para
transformar a cepa de expresséo E. coli BL21 (DE3) Star por choque térmico. A
expressdo da proteina recombinante foi induzida utilizando isopropil B-D-1-
tiogalatopiranosideo (IPTG). Apds a centrifugacao, as células foram lisadas por
sonicacdo e solubilizadas em tampado contendo 8 M de ureia como agente
desnaturante. A proteina rlL-10 foi purificada através de cromatografia de afinidade
utilizando colunas de sefarose carregadas com niquel em sistema AKTA start (GE
Healthcare); as fragcbes mais puras foram dialisadas contra tampéao fosfato-salino
(PBS) contendo concentracdes decrescentes de ureia. As aliquotas purificadas
foram separadas através de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
15% e eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose. O reconhecimento da
proteina foi avaliado através de Western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-
6xHis conjugado com a enzima peroxidase (Sigma-Aldrich). As reacfes foram
reveladas usando 3,3- diaminobenzidina (DAB) e peroxido de hidrogénio (H202).

2.2 Producéao de anticorpos policlonais (pAbs): a citocina purificada riL-10 foi
utilizada para a producdo de anticorpos policlonais em trés ratos Wistar com 6
semanas de idade. A imunizagdo foi realizada em um esquema vacinal de trés
doses, com um intervalo de 21 dias entre a primeira e a segunda dose, e 14 dias
entre a segunda e a terceira. Foram utilizados 50 pug de proteina por dose,
emulsificados em adjuvante de Freund (Sigma-Aldrich) completo para a primeira
dose e as doses posteriores com adjuvante de Freund incompleto, conforme
indicac&o do fabricante. O sangue foi coletado antes de cada imunizacao e o soro,
separado por centrifugacdo para analises de ELISA e Western blot. A eutanésia
dos animais foi realizada por aprofundamento de anestesia inalatéria e o sangue
foi coletado por exsanguinagao cardiaca. Todos os procedimentos descritos acima
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPel (12207-
2020).

2.3 Western blot e titulacédo do anticorpo policlonal: a avaliacdo do soro quanto
a sua sensibilidade e especificidade de deteccdo de rIL-10 foi feita através de
Western blot. Para isso, amostras da proteina rIL-10 nas concentra¢des de 100 ng
até 1,562 ng (diluicdes em base dois) foram separadas atraveés de SDS-PAGE 15%
e eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose. Além disso, foi
adicionado um controle negativo, a citocina rIL-10 de camundongo, obtida de um
kit comercial (BD Biosciences). Apos o bloqueio da membrana com leite em p6 5%,
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0s pAbs foram adicionados em uma diluicdo de 1:100, seguido da adicdo de
anticorpo secundario anti-lgG de rato conjugado com peroxidase (diluicdo 1:5000).
Em seguida, as reacdes foram reveladas com 3,3'- diaminobenzidina (DAB) e H20:.
A titulacdo do anticorpo policlonal foi realizada por ELISA indireto. Placas de
poliestireno foram sensibilizadas com 200 ng da citocina recombinante. Foram
realizadas diluicbes seriadas de base dois, de 1:200 até 1:1.638,400. O titulo foi
considerado como a maior diluicho em que 0s soros apresentaram absorbancia
maior que o ponto de corte. O ponto de corte foi calculado usando a média + dois
desvios padréo (DP) dos valores de absorbancia obtidos para os soros dos animais
pré-imunizacdo. 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.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A expressdao heteréloga e a producdao e purificagdo da citocina recombinante
foram eficientes. O Western blot com anticorpo monoclonal anti-histidina permitiu
demonstrar o reconhecimento da citocina no tamanho esperado de 19,8 kDa. A
obtencéo dos anticorpos policlonais produzidos em ratos foi realizada com sucesso.
No Western blot, o pAb anti-rIL-10 foi capaz de reagir com a proteina na sua forma
recombinante, de forma especifica, até a concentracao 6,25 ng, demonstrando sua
sensibilidade. Além disso, a citocina rlL-10 de camundongo, usada como controle
negativo, ndo foi reconhecida pelo pAb, confirmando a caracteristica espécie-
especifica do insumo produzido (Figura 1).
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Figura 1: Caracterizacdo dos pAbs produzidos contra a proteina riL-10 por
Western blot; M- Marcador de peso molecular (Thermo Fisher Scientific, USA); 1-
100 ng; 2- 50 ng; 3- 25 ng; 4- 12,5 ng; 5- 6,25 ng; 6- 3,12 ng; 7- 1,56 ng; 8- E. coli

BL21 STAR; 9- IL-10 de camundongo.

A titulagdo dos anticorpos policlonais por ELISA indireto foi considerada
eficiente. A maior diluicdo onde foi possivel observar absorbancia maior que o ponte
de corte foi 1:102.400, sendo assim, este foi considerado o titulo (Figura 2).
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Figura 2: Titulagdo dos pAbs anti-rlL-10 por ELISA indireto. A linha verde refere-
se ao cut-off. O asterisco refere-se ao titulo do soro produzido.

4. CONCLUSOES

Neste trabalho, demonstramos a produc¢ao e caracterizacao da citocina IL-10
de hamster sirio na forma recombinante, assim como a producdo de anticorpos
policlonais especificos contra a citocina produzida, demonstrando a reatividade
destes reagentes. Futuramente, pretendemos validar os anticorpos produzidos
frente a amostras bioldégicas de hamsters, que contenham a citocina na forma
nativa. Além disso, também pretendemos produzir anticorpos monoclonais contra
esta e outras citocinas de hamster visto que esses insumos poderéo ser utilizados
para o desenvolvimento de novos ensaios e ferramentas para quantificacdo de
efetores séricos em amostras biolégicas de hamster sirio.
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