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RESUMO

VIANNA, Ana Mufioz. Expressdo heteréloga de EMA-2 de Theileria equi em
Pichia pastoris. 2011. 71f Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacao
em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A Piroplasmose equina causada por Theileria equi € considerada uma das mais
importantes doencas dos equinos em regides tropicais e subtropicais. Acomete 0s
equinos de forma endémica no Brasil levando a significativas perdas econdémicas.
Paises livres da doenca nao permitem a entrada de animais provindos de regides
endémicas devido a alta prevaléncia de animais assintomaticos. Para controle e
prevencdo desta enfermidade se faz necessario desenvolvimento de métodos de
diagnostico eficazes. Os estudos sobre o diagnodstico imunolégico para Theileriose
concentram-se em antigenos da membrana externa. O principal antigeno da
membrana externa deste protozoario, Equi Antigeno Merozoite (EMA) é reconhecido
por anticorpos de cavalos positivos para Theileria equi. Neste estudo reportamos a
expressado, purificacdo e a caracterizacdo da proteina EMA-2 de Theileria equi na
levedura Pichia pastoris. O gene EMA-2 foi clonado no vetor de expressao pPICZaB
sendo a proteina expressa, secretada de forma sollvel ao meio. A expressao e
antigenicidade da proteina rEMA-2 foi demonstrado por Dot e Western Blotting
utilizando-se anti-histidina e anticorpos de equinos clinicamente positivos para
Theileriose. Um ELISA indireto com rEMA-2 foi realizado e foi possivel determinar
uma diferenca de mais de trés vezes entre 0s soros de equinos confirmados como
positivos e negativos para Theileriose. Com os dados obtidos neste trabalho
podemos sugerir que a proteina rEMA-2 é um potencial candidato para ser utilizado

como antigeno em imunodiagndéstico de T. equi.

Palavras chaves: Piroplasmose. EMA-2. Pichia pastoris. EQuinos. Imunodiagnaéstico.



ABSTRACT

VIANNA, Ana Mufioz. Heterologous Expression of Theileria equi EMA-2 protein
in Pichia pastoris. 2011.71f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-graduacédo
em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The equine piroplasmosis caused by Theileria equi is considered one of the most
important equine diseases in both tropical and subtropical countries. Theileriosis is
endemic in Brazil and causes significant economic losses for equine breeders.
Disease-free countries restrict horse transit coming from endemic areas due to the
high prevalence of asymptomatic carrier animals. In order to prevent and control this
disease, it is therefore necessary to develop efficient diagnostic methods. Previous
Theileria equi immunological diagnostic studies have been based in outer membrane
antigens. Equi merozoite antigen (EMA) is a major outer membrane antigen of this
protozoan, recognized by antibodies of Theileria equi positive horses. In this study, we
reported the expression, purification and characterization of EMA-2 protein of Theileria
equi in the yeast Pichia pastoris. The EMA-2 gene was cloned into the expression vector
pPICZaB and the expressed protein was secreted to the medium as a soluble form.
The expression and antigenicity of rEMA-2 protein was demonstrated by Dot and
Western Blotting, using anti-histidine and equine Theileriosis clinically positive
antibodies. An indirect ELISA with the rEMA-2 was performed and it was possible to
differentiate with more than a threefold difference between negative and positive
serum from horses confirmed with Theileriosis. The data obtained in this work
suggest that the rEMA-2 protein expressed in P. pastoris iS a potential candidate for

use as antigen in immunodiagnostic of T. equi.

Keywords: Piroplasmosis. EMA-2. Pichia pastoris. Equines. Immunodiagnostic.
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1 INTRODUCAO

A Theileriose € uma piroplasmose equina causada pelo protozoario Theileria
equi, anteriormente denominado Babesia equi, sendo considerada uma doenca
parasitaria intra-eritrocitaria de equinos (CORREA, et al., 1992). A doenca
apresenta-se de forma endémica em equinos, asininos, muares e zebras em paises
tropicais e subtropicais (SCHEIN, 1988), sendo transportada por carrapatos
principalmente dos géneros, Hyalomma, Dermacentor e Rhipicephalus. No Brasil
apresenta-se de forma endémica levando a significativas perdas econdmicas para
equinocultura nacional.

A transmissdo de T. equi ocorre pela picada do carrapato contendo suas
formas infectantes (esporozoitos), que penetram nos leucécitos (MEHLHORN &
SCHEIN, 1998) antes de penetrarem nos eritrocitos (UILENBERG, 2006). No
carrapato sdo encontradas no intestino, hemolinfa, e principalmente na saliva.
Dependendo do carrapato vetor o periodo de incubacdo no hospedeiro pode variar
de 2 a 21 dias, podendo infectar mais de 80% dos eritrocitos, e ainda permanecer
nestes por anos apos a infeccéo primaria (MEHLHORN &SCHEIN, 1998). Os sinais
clinicos variam de quadros assintomaticos a agudos, sendo este Ultimo,
apresentando febre, anemia, edema, dispnéia e Obito. Os animais que se recuperam
de infec¢cdes agudas podem permanecer como reservatorios de T. equi mantendo a
doenca endémica. A transmissdo congénita de T. equi também pode ocorrer levando
ao aborto ou morte peri natal (HEIM et al. 2007). Devido a grande disseminacéo de
ambos, T. equi e 0s diversos carrapatos vetores, o diagnéstico e prevencdo desta
enfermidade se fazem necessarios tanto em éareas endémicas como em nao
endémicas (HUANG et al., 2003).

N&do ha medicacbes capazes de eliminarem as infec¢cdes crénicas ou de
prevenirem completamente a infeccdo nos animais (KERBER, et al., 1999). H& uma
grande variedade de farmacos sendo utilizada no controle da Theileriose equina o
que dificulta estabelecer um protocolo de tratamento (DE WAAL & VAN HEERDEN,
2004; RADOSTITS et al., 2007). Portanto € grande a necessidade do
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desenvolvimento de métodos de diagnostico que sejam r4pidos, especificos,
sensitivos e capazes de detectar tanto animais em fase aguda como em fase latente
(XUAN, et al., 2001; HUANG et al., 2003).

Theileriose pode ser diagnosticada por diversos métodos como: Esfregacos
sanguineos corados por Giemsa, TFC, IFAT, PCR e ELISA utilizando lisados do
parasito (HUANG et al, 2006). Entretanto, estes meétodos soroldgicos sao
geralmente restritos quanto ao limite de deteccdo de anticorpos e por apresentarem
reacdes cruzadas a outros parasitos e falsos negativos quando da fase aguda da
infeccdo (KNOWLES et al., 1994; ZAUGG, 2002). Em testes de diagndstico
imunolégicos a especificidade, sensibilidade e custo dependem principalmente do
antigeno utilizado. Preparac6es em larga escala sdo extremamente complicadas e
laboriosas. Uma alternativa viavel é a utilizacdo de antigenos recombinantes para a
deteccéo de T. equi (CEREGHINO & CREGG, 2000).

Os antigenos de superficie (EMAs- Equi Merozoite Antigens) exercem
importante papel na aderéncia e penetracdo de T. equi nos eritrocitos dos
hospedeiros, desta forma se tornam alvos especiais para a resposta imune contra
este patogeno (KUMAR et al., 2003; NIZOLI, et al., 2009). EMA-2 de T. equi €
expresso durante os varios estagios de seu ciclo, tanto no hospedeiro definitivo
como no vetor (UETI, M. W. et al., 2003), sendo assim um excelente candidato como
antigeno na deteccdo de anticorpos contra este parasito. Dentre as estratégias
utilizadas para a producdo de antigenos, a utilizacdo da levedura Pichia pastoris tem
recebido especial destaque (TORRES & MORAES, 2000), uma vez que conciliam
vantagens na manipulacdo genética associada ao crescimento em meios de cultivo
simples, facilitando a sua utilizacdo em escalas industriais (CEREGHINO & CREGG,
2000; GELLESSEN, 2000).

No presente trabalho foi clonado e expresso o gene que codifica para a
EMA-2 de T. equi em P. pastoris, sendo 0 mesmo antigénico e capaz de diferenciar
animais naturalmente infectados em teste de ELISA indireto, demonstrando um

promissor potencial para ser utilizado em imunodiagndstico de Theileriose equina.



2 REVISAO DE LITERATURA

O Brasil tem, atualmente, o quarto maior rebanho equino do mundo, com 5,8
milhdes de cabecas, segundo numeros de 2010 do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (CFMV, 2010) perdendo apenas para os Estados Unidos, México e
China. Estima-se que o uso do cavalo ocupe diretamente mais de 500 mil pessoas
no Pais. O desbravamento de novas areas produtivas, além do seu uso ainda como
meio de transporte e servicos, da importante dimensdo econdmica a criacdo de
cavalos no Brasil. Surgiram novos espacos neste mercado promissor, com O
emprego do cavalo em atividades esportivas, de lazer, terapéuticas e manutencéo
de nossas raizes culturais (GUERRA, 2003).

Mesmo com as melhorias na sanidade certas enfermidades ainda causam
enormes prejuizos a criagdo equina no Brasil. Entre estas enfermidades destacamos
a Theileriose que provoca perdas associadas tanto a fatores clinicos como a

restricdo ao transito internacional de animais soropositivos (FRIEDHOFF, 1990).

2.1 Theileria equi

Theileria equi € agente causador da piroplasmose equina (BARROS-
BATTESTI, et al., 2006), sendo um protozoario transportado por carrapatos, parasita
leucadcitos, eritrécitos e células endoteliais de mamiferos (GARCIA, 2008). O parasito
€ distribuido em todo o mundo, e sua prevaléncia estd relacionada com a
distribuicdo de carrapatos capazes da transmissdo (CUNHA et al., 2002).

Os protozoarios sdo organismos unicelulares, heterotrofos que se
reproduzem assexuadamente por esquizogonia, fissdo multipla. Ndo produzem
esporos, ndo tem flagelos, cilios ou formam pseuddépodes. Pertencem ao subfilo
Apicomplexa, sao parasitos intracelulares obrigatorios. Ndo se locomovem quando
estdo na forma madura e caracterizam-se pela presenca de organelas complexas e
especiais. Nas extremidades de suas organelas localizadas no complexo apical

contém enzimas que auxiliam a penetracdo do parasito no tecido do hospedeiro
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(REY, 2008). Os Apicomplexa passam por trés estagios de reproducdo: (1)
Gamogonia — formacdo e fusdo de gametas no intestino do carrapato; (2)
Esporogonia — reproducdo assexuada nas glandulas salivares do hospedeiro
invertebrado e, (3) Merogonia — Reproducdo assexuada no hospedeiro vertebrado
(HOMER et al., 2000).

T. equi € uma espécie de dimensbes pequenas com forma arredondadas,
amebdides ou piriformes nos eritrocitos. Os esporozoitos inoculados invadem
inicialmente os linfécitos e se desenvolvem formando macro e micro esquizontes
(KERBER, 2008). Desenvolvem-se entdo os micromerozoitos que séo liberados na
circulacdo sanguinea e penetram nos eritrécitos. Os micromerozoitos tém formato
redondo ou alongado, quando atingem 2-3 mm de comprimento. Dificilmente s&o
visiveis ao microscopio quando a parasitemia é baixa e sdo facilmente confundidos
com artefatos de técnica devido ao seu pequeno tamanho (KERBER, 2008). Durante
o ciclo reprodutivo intra eritrocitario eles formam uma tétrade conhecida como "cruz
de malta” (NAVARRETE et al. 1999.), que € importante caracteristica deste agente,
gue facilita a sua observacdo microscopica em esfregacos sanguineos. Esta forma
de desenvolvimento é mais facilmente encontrada nas infec¢cdes de curso agudo e
com alta parasitemia (ZAUGG, 2002; DE WAAL & VAN HEERDEN, 2004).

- A

Figura 1 Theileria equi.
Fonte: PIOTTO, M.A, 2007

Guglielmi, em 1899 na Africa do Sul, descreveu o parasito pela primeira vez,
e em 1901 Laveran o classificou como Babesia equi. Devido a um melhor
conhecimento a respeito da Babesia equi, como por exemplo, a multiplicacdo em
células linfaticas antes da invasdo dos eritrécitos, assim como a auséncia de

transmissao transovariana nos carrapatos vetores, observou-se que este parasito
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apresentava semelhangcas com organismos da familia Theileriidae, sendo, portanto
reclassificado como Theileria equi (MEHLHORN & SCHEIN, 1998).

T. equi pode ainda pertencer a um terceiro grupo, diferente da Babesia € da
Theileria em virtude de estudos filogenéticos feitos, utilizando-se RNA ribossomal e
proteinas de superficie de parasitos de ambas as familias (ALLSOPP et al., 1994;
KATZER et al., 1998; ZAHLER et al., 2000,; ZAHLER et al., 2000,; CRIADO-
FORNELIO et al., 2003,5). Assim como a Babesia, a Theileria hdo forma pigmentos
nas células parasitadas, o que as distingue imediatamente de géneros como o
Plasmodium € Haemoproteus. Evidencias sugerem que a ndo pigmentacédo deve-se ao
fato de digerirem totalmente a hemoglobina sem deixar residuos (UILENBERG,
2006).

2.2 Piroplasmoses

A Piroplasmose equina causada por Theileria equi € Babesia caballi, protozoarios
intracelulares, é considerada a mais importante doenca dos equinos em regides
tropicais e subtropicais (SCHEIN, 1988). Theileria equi € mais patogénica que Babesia
caballi, mas infec¢cdes mistas podem ocorrer (KARATEPE, et al., 2009).

Theileria equi, a0 contrario do que ocorre com as espécies de Babesia,
apresenta, um estagio de esquizogonia em células linfocitarias do hospedeiro
vertebrado (OIE, 2008; AVMA, 2006). E esse estagio linfocitario que causa as
manifestacbes mais graves das infeccbes por Theileria, tais como linfadenopatia,
pirexia, trombocitopenia e panleucopenia (HOMER et al.,, 2000). A formacédo de
merozoitos nos linfécitos ocorre de doze a catorze dias apoés a infeccdo dos animais
sendo entdo liberados para invadir os eritrocitos.

No caso de B. caball, a transmissdo da infeccdo por via transovariana no
carrapato aos seus descendentes pode se manter por 3 ou 4 geracfes de tal forma
gue o carrapato é o reservatério do protozoario na natureza. Diferentemente em
T. equi, 0S cavalos sao 0s reservatorios na natureza e sO ha transmissao
transestadial, ou seja, larva, ninfa, adulta (KERBER, 2008). Na transmisséo
transestadial as larvas ao se alimentarem em equinos infectados se contaminam
mantendo 0s esporozoitos em suas glandulas salivares. Ao mudarem para ninfa,

esta se torna contaminada disseminando o parasito, da mesma forma a ninfa
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contaminada se tornara um adulto infectado (URQUHART et al., 1996). Deste modo,
larvas, ninfas e adultos que se alimentem num cavalo infectado, poder&o transmitir a
infeccdo a outro equino (COSTA, 2005). O macho adulto de R. microplus realiza
transmissao intraestadial, ou seja, adquire o parasito durante sua alimentacdo em
equinos infectados, tanto na fase aguda como na fase crbnica da doenca, e
transmitem a infec¢do para outros equinos saos (UETI, 2008).

A Theileriose acomete os equinos de forma endémica no Brasil e em
diversos outros paises (KERBER et al., 1999; PFEIFER et al., 1995). No entanto,
diferentes tipos de manejo e finalidade da criagdo, que influenciam diretamente na
exposicdo aos carrapatos, determinam os diferentes graus de endemicidade da
infeccdo (BARROS-BATTESTI, 2006). Em paises endémicos como o Brasil, o
controle da Theileriose se torna de fundamental importancia para e transito interno e
manter a exportacdo de animais para paises livres da doenca (KNOWLES Jr., 1996).

O movimento internacional de equinos tem aumentado a importancia desta
doenca devido ao risco da sua transmissao de animais portadores para populacdes
susceptiveis (KERBER et al., 1999). Animais apresentando resultados positivos nos
exames soroldgicos para as espécies B. caballi ou T. equi Sdo impedidos de entrar em
paises livres da doenca. Por estes motivos, a doenca traduz-se em perdas
econdmicas consideraveis, representadas pelo impedimento do transporte de
equinos entre paises, principalmente com a finalidade de participarem em
competi¢cBes internacionais. Como exemplo deste problema, nos Jogos Olimpicos de
1996, em Atlanta, os cavalos detectados com anticorpos para 0s agentes
responsaveis pela piroplasmose, provenientes de areas endémicas, apenas foram
autorizados a competir em eventos de dressage e saltos, realizados em estadio. Foi
impedida a sua participacdo nas fases da competicdo realizadas em zonas de
campo, devido as preocupacdes com a presenca de carrapatos nesses locais. Estes
animais foram "estabulados” isoladamente e foi promovido um grande controle dos
vetores (REGO, 2008). Medidas semelhantes foram realizadas nos Jogos Olimpicos
de Sidney, no ano 2000, na Australia (AVMA, 2006; RADOSTITS et al., 2007).
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2.3 Theileriose equina

A Theileriose equina, também denominada como febre biliar, € uma afec¢éo
gue pode ocorrer sob a forma aguda, sub-aguda ou crénica em membros da familia
Equidae (ALl et al. 1996). Os cavalos afetados podem apresentar anorexia,
abatimento, perda de peso, temperatura corporal aumentada e elevacdo nas
frequéncias cardiaca e respiratéria (REGO, 2008). Os casos agudos caracterizam-se
por febre alta, inapeténcia, dispnéia, edema, ictericia, fraqueza, e prostracao.
Dificiimente estes sintomas s&o observados em animais oriundos de &reas
endémicas, ja que os potros recebem da mae a imunidade passiva e produzem os
seus proéprios anticorpos de forma progressiva a medida que entram em contato com
a doenca. Nos casos sub-agudos os sintomas sdo os mesmos, mas de forma mais
amena e intermitente. Os casos cronicos sd0 0S mais comuns e 0S sinais sdo
inespecificos e na maioria das vezes 0s animais sdo assintomaticos (KERBER,
2008).

Em uma infecgdo priméaria, com periodo de incubacdo de 10 a 15 dias a
parasitemia pode ser superior a 5% (KUMAR, et al., 2003; BARROS-BATTESTI et
al., 2006). Entretanto ha relatos de até 80% de parasitemia (KERBER, 2008),
podendo em equinos adultos levar a morte (BARROS-BATTESTI et al.,, 2006).
Porém, a queda de desempenho apresenta-se como a principal reclamacao
associada a Theileriose, principalmente, em animais de competicdo (BOTTEON et
al., 2005).

No entanto, a maioria dos equinos sobrevive a anemia, causada pela
replicacdo do parasito na fase eritrocitaria, e tornam-se infectados pelo resto de suas
vidas (KNOWLES et al., 1994). ApGs o desaparecimento dos sintomas, 0s animais
se tornam portadores, fase em que a quimioterapia € ineficiente na eliminacdo do
parasita (BARROS-BATTESTI et al., 2006). Neste periodo, os animais podem sofrer
reagudizacdo da infeccéo, especialmente em situacfes de estresse fisico, o que é
frequentemente observado em animais de esporte (BARROS-BATTESTI et al.,
2006).

Por essa razdo muitos paises livres da doenca ndao permitem a entrada de
animais provindos do Brasil devido a alta prevaléncia de animais assintomaticos
(FICK et al., 2008). O diagndstico das infec¢des na fase subclinica € importante para

prevenir a disseminacao da Theileriose equina (KARATEPE et al., 2009).



22

Alguns equinos infectados com T. equi sdo habeis para controlar a
replicacdo do parasito, mas 0 mecanismo imune responsavel por esse controle ndo
é totalmente conhecido (KNOWLES et al., 1997).

A ocorréncia de morte intra-uterina é causa importante de perdas por T. equi
(RADOSTITS et al.,, 2007). A infecg&o intra-uterina pode ocorrer durante todo o
periodo reprodutivo da égua (ALl et al., 1996), provavelmente pela passagem de
eritrocitos parasitados atraves da barreira placentaria (PORTZ et al., 2007). Animais
gue nascem infectados tornam-se portadores, e nestes animais a parasitemia pode
ser alta e as perdas a ela associadas parecem ser relativamente comuns (REGO,
2008).

Esta doenca vem sendo estudada a dezena de anos, principalmente em
funcdo do elevado numero de disturbios que pode acarretar aos animais
acometidos, bem como em todo o plantel sem se subestimar as enormes perdas
econdmicas na equideocultura mundial (FRIEDHOFF et al., 1990; KNOWLES, 1996;
NIZOLI et al., 2009). Nos EUA, Canada, Australia e Japéo, assim como, em alguns
paises da Europa e América Latina, onde o parasito ndo ocorre de forma endémica,
sdo mantidas rigorosas medidas de controle que impedem a entrada de animais
soropositivos (OIE, 2008). Nestes paises, apesar da doenca ser considerada
exotica, o risco de tornar-se endémica € constante devido a existéncia dos
carrapatos vetores, pertencentes aos géneros Amblyomma, Dermacentor € Rhipicephalus
(KERBER et al., 1999; GUIMARAES et al., 1998,,; BATTSETSEG et al., 2002;
STILLER et al., 2002; UETI et al., 2008). Portanto, medidas de controle, tais como,
guarentena, controle de carrapatos e principalmente testes sorologicos (MARTIN,

1999), aumentam os custos de manutencédo destes animais (REGO, 2008).

2.3 Hospedeiros e vetores

Os hospedeiros vertebrados da Theileria equi sdo 0s Equideos (cavalos,

mulas, burros e zebras) e o0s carrapatos vetores Sao: Dermacentor marginatus,
Dermacentor reticulatus, Hyalomma marginatum, Hyalomma uralense, Hyalomma anatolicum

excavatum, Hyalomma dromedari, Rhipicephalus bursa, Rhipicephalus sanguineus, Rhipicephalus
evertsi, Rhipicephalus microplus (MEHLHORN & SCHEIN, 1998). No Brasil é sabido que
Rhipicephalus microplus pode transmitir T. equi (GUIMARAES et al. 1998,,; HEUCHERT
et al. 1999; BATTSETSEG et al. 2002). Até o0 momento, R. microplus € a Unica espécie
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em que se comprovou, experimentalmente, o desenvolvimento e transmissao de T.
equi entre equinos. Como R. microplus € um carrapato primariamente de bovinos, com
ciclo de apenas um hospedeiro (monoxeno), faltam estudos em condi¢cdes naturais
para caracterizar a capacidade vetorial deste carrapato. Estudos experimentais com
Dermacentor nitens € Amblyomma Cajennnense foram todos negativos, embora haja
evidéncias epidemiologicas para um possivel papel de A. cajennense como vetor de
T. equi no Estado de Sao Paulo (BARROS-BATTESTI et al., 2006).

Os carrapatos sédo encontrados no animal em zonas de pele fina, tais como
na cabeca, baixo ventre, axilas e virilhas, mas podem também invadir o pescoco, as
espaduas e outras regides (CAMPILLO, 1999). Nestes locais, as lesdes
(hemorragias, edema e papulas) sédo produzidas pela fixacdo do vetor, deixando
uma depressdo crateriforme quando o carrapato desprende-se, 0 que pode
funcionar como uma porta de entrada para a invasédo de bactérias e miases. Caso
0s parasitos sejam extraidos manualmente e se deixarem pedacos bucais no local
da ferida, pode ocorrer a formacéao de abscessos (REGO, 2008).

Os carrapatos adultos e ninfas tém a capacidade de transmitir a doenca,
pois ao se alimentarem do sangue de um hospedeiro parasitado, ingerem eritrocitos
infectados (REGO, 2008). Os eritrécitos digeridos em seu aparelho digestivo liberam
0S micromerozoitos, que por reproducdo sexual produzem zigotos. Os zigotos
evoluem para esporozoitos, difundindo-se através da hemolinfa para as glandulas
salivares do carrapato. Uma vez 0s esporozoitos presentes na saliva do carrapato,
este os inocula em um novo hospedeiro suscetivel quando do seu repasto
(NAVARRETE et al., 1999; AVMA, 2006).

Em alguns paises do continente americano as espécies de vetores que
transmitem a Theileriose sdo de trés (trioxeno: Amblyomma cajennense) ou de dois
(dioxeno: Rhipicephalus sanguineus) hospedeiros, 0 que garante a eficiéncia da
transmissdo de um equino infectado para um nao infectado, jA que ndo héa
transmissao transovariana de T. equi no carrapato, h4 apenas a sobrevivéncia
transestadial. Entretanto, como ja citado anteriormente, somente 0 R. microplus
(monoxeno) foi comprovado experimentalmente como transmissor da Theileriose
equina (BARROS-BATTESTI et al., 2006).
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2.4 Resposta imune

Apo6s uma infeccdo, o nivel de anticorpos aumenta gradativamente e ja pode
ser detectado apés 7-10 dias pela Fixacdo do Complemento. O nivel atinge o seu
pico em 30-45 dias e depois cai lentamente podendo alcancar niveis indetectaveis
apos alguns meses na auséncia de aparecimento do quadro (KERBER, 2005). O
teste de Fixacdo de complemento, ainda requerido para permissao de entrada em
poucos paises foi desenvolvido por Hirato e sua equipe em 1945, e desde 1969
vinha sendo utilizado pelo Departamento Americano de Agricultura como teste oficial
na importacao de equinos (FRIEDHOFF, 1990; RONCATI, 2006).

Animais infectados por T. equi desenvolvem uma imunidade que protege
contra a doenca clinica no caso de re-exposicfes ao parasito. Esta protecdo tem
sido atribuida a continua estimulagcédo do sistema imune por parasitos que persistem
no organismo durante a fase cronica da enfermidade (SCHEIN, 1988). Animais
infectados com T. equi respondem com altos titulos de anticorpos contra proteinas de
superficie de merozoitos, 0 que sugere que a resposta imune desempenha
importante papel no controle da multiplicacdo e eliminacdo do parasito. Assim
sendo, tanto mecanismos celulares como aqueles dependentes de anticorpos
parecem desempenhar papéis fundamentais no controle deste hematozoario
(KNOWLES et al., 1994; CUNHA et al., 2006). Nas estacbes em que ocorre uma
diminuicdo na populacdo de carrapatos, a infeccdo pode desaparecer, havendo uma
perda de imunidade. Assim, nas estacdes favoraveis, em que ocorre multiplicacdo
de carrapatos, a infeccdo propaga-se rapidamente na populacdo que se tornou
susceptivel (REGO, 2008). Situacdes semelhantes podem ocorrer, ao serem
instituidos programas ineficientes de utilizacéo de carrapaticidas, capazes de reduzir
a populacao de carrapatos a niveis baixos, mas incapazes de manté-la sob controle
(RADOSTITS et al., 2007).

O baco desempenha um papel determinante na imunidade de infeccOes
hemoprotozoarias. A respeito de infecgbes por T. equi, cavalos com baco intacto,
normalmente controlam a infeccdo e sobrevivem. Por outro lado, cavalos
esplenectomizados, geralmente sucumbem a infeccdo e apresentam altas
parasitemias, superiores a 40% (KNOWLES et al., 1994).

Anticorpos direcionados contra as proteinas de superficie, da fase

eritrocitica, podem ser promotores importantes na imunidade as infecgbes por
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hemoprotozoarios. A resposta imune gerada contra estes antigenos de superficie
tem sido detectada em equinos infectados demonstrando seu papel na imunidade a
doenca clinica (REGO, 2008). Os estudos sobre o diagndéstico imunoldgico para a
Theileriose concentram-se na obtencdo de fragcdes antigénicas. Sendo as mais
importantes as proteinas de superficie: equi merozoite antigen — EMAs: EMA-1,
EMA-2 (KAPPMEYER et al., 1993).

2.5 Equi Merozoitos Antigenos

Os antigenos de superficie de merozoitos desempenham papéis importantes
no reconhecimento do parasito e na penetracdo nos eritrocitos hospedeiros,
tornando-se, alvos das respostas imunes dos hospedeiros (KUMAR et al., 2003;
NIZOLI, et al., 2009).

Em T. equi duas proteinas de superficie de merozoitos, equi merozoitos
antigeno EMAs: EMA-1 (34 kDa) e EMA-2 (30 kDa) foram identificadas como os
antigenos imunodominantes. Knowles et al., 1997, observou que cavalos
imunocompetentes infectados com T. equi produziram anticorpos contra antigenos de
30 e 34 kDa na fase aguda da infeccdo. Demonstrando que EMA-1 e EMA-2 séo
expressas na fase aguda, e sdo reconhecidos por anticorpos produzidos em animais
infectados. Foi demonstrado que a EMA-1 e EMA-2 sdo mutuamente expressas na
superficie dos merozoitos extra-eritrocitarios e ndo expressas durante o estagio
assexual do merozoito no eritrocito. Os merozoitos intra-eritrocitarios liberam apenas
EMA-2 no citoplasma do eritrécito e/ou insere na superficie da membrana, o que é
responsavel pelo seu comportamento eritrocitario obrigatorio (KUMAR, et al., 2003).

EMA-1 e EMA-2 tém 52% de identidade entre 0os seus aminoacidos. Além
disso, possuem uma ancora de fosfatidilinositol-glicosil (GPI) em sua sequéncia,
sugerindo que essas proteinas possam ser expressas sobre a superficie do
merozoito semelhante a outros antigenos de superficie de merozoitos de Babesia
bovis, Babesia bigemina, Theileria annulata € Theileria sergenti (KUMAR, et al., 2003).

Entretanto, ha davidas sobre o sitio de glicosilacdo da EMA-2, pois no
suposto local de ligacdo (N-ligacdo) hd um aminoacido de estrutura anelar, Prolina,
na posicdo 242 na sequéncia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr/Cys, o que dificultaria a
ligacdo (KNOWLES et al. 1997). Segundo Ueti, et al., (2003) a expressao da EMA-2

de T. equi foi identificada dentro do intestino de ninfas de R. microplus € das glandulas
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salivares de carrapatos adultos. O ciclo de Theileria sugere que estas proteinas
conservadas desempenham um papel fundamental no ciclo de vida do parasita
dentro do carrapato vetor e do hospedeiro mamifero.

Apesar de seu papel biolégico ainda ndo ser totalmente esclarecido, a
presenca de EMA-2 expressa por T. equi em varios estagios dentro do hospedeiro
mamifero, do carrapato vetor, e sua conservacao no parasita (UETI, et al., 2003),
torna-se um promissor candidato como alvo para a detec¢ao de anticorpos contra o
parasito (HUANG, et al., 2002).

2.6. Pichia pastoris

Embora a bactéria Escherichia coli represente 0o mais utilizado sistema de
expressdo heterologa, varias proteinas eucarioticas de interesse comercial néo
podem ser expressas eficientemente nesse microrganismo (TORRES & MORAES,
2000). Os sistemas de expressdo em bactérias ndo sdo habeis para expressar
proteinas que necessitem de modificagcdes pos-traducionais, como por exemplo,
glicosilacdo e se esta modificacdo € essencial para a bioatividade da proteina,
outros sistemas de expressdo deverdo ser usados (TERPE, 2006). O sistema de
expressado em E. coli pode ainda produzir proteinas com a conformacao incorreta e
em baixos niveis de expressdao (HUANG et al., 2002). Alguns desses problemas
puderam ser resolvidos quando as mesmas proteinas foram expressas em
Saccharomyces cerevisiae. O ambiente intracelular da levedura é adequado para a
ocorréncia de varias reacfes que normalmente ocorrem em células de mamiferos
(TORRES & MORAES, 2000).

Ao longo dos tempos sabe-se que, outras leveduras tém sido apresentadas
como sistemas alternativos de expressao de proteinas por apresentarem vantagens
sobre S. cerevisiae. Entre esses novos sistemas, destaca-se a Pichia pastoris. A
levedura P. pastoris apresenta duas caracteristicas que a tornam uma atraente
hospedeira para a producéo de proteinas heterélogas. A primeira € o forte promotor
usado para transcrever genes heterdlogos, o qual € derivado do gene da &lcool
oxidase (AOX1) de P. pastoris. A segunda caracteristica importante € que esta

levedura ndo é considerada uma boa fermentadora, como S. cerevisiae. A

fermentacdo realizada por leveduras gera etanol, o qual, em culturas de alta
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densidade, pode rapidamente atingir niveis toxicos (TORRES & MORAES, 2000).
Devido sua preferéncia por crescimento aerobico, a levedura P. pastoris pode crescer
até uma alta densidade celular (500 ODeo) €, dessa forma, permitir alta producéo
das proteinas expressas (CREGG & CEREGUINO, 2000).

Pichia pastoris € uma levedura hapléide e metilotréfica muito utilizada na
industria, capaz de utilizar o metanol como fonte de carbono e energia e que pode
ser geneticamente modificada para expressar proteinas heterdlogas (CEREGHINO
& CREGG, 1999).

Durante os Ultimos anos, ela tem se tornado um importante sistema de
producdo de uma variedade de proteinas heter6logas (NIZOLI et al., 2007,
DUMMER et al., 2007) uma vez que conciliam vantagens na manipulacao genética
associada ao crescimento rapido em meios de cultivo relativamente simples o que
permite a sua utilizagcdo para a producao de proteinas em escalas industriais. Por
ser um organismo eucarioto simples, P. pastoris proporciona a expressao de proteinas
com modificacBes pos-traducionais, como a O- e N- glicosilacdo e adicdo de pontes
dissulfidicas, além de secretar as proteinas heterélogas de forma soluvel no meio,
simplificando etapas de purificacdo e expressas sob controle de um promotor
induzivel, evitando danos celulares pela toxicidade de algumas proteinas e
permitindo a obtencdo de uma grande quantidade celular antes do inicio da
expressdo protéica (CEREGHINO & CREGG, 2000). Este sistema também é
considerado de uso rapido e facil, e mais econdmico que os sistemas de expressao
derivados de eucariotos superiores, como 0s sistemas baseados em culturas de
células de mamiferos (GELLESSEN, 2000).

A levedura P. pastoris € capaz de crescer através da utilizacdo de metanol
como fonte Unica de carbono, sendo que esta rota metabdlica é totalmente reprimida
na presenca de outra fonte, como o glicerol. As enzimas que participam desta rota
estdo presentes em altos niveis na célula, como a Alcool Oxidase (AOX), no entanto
ndo sao detectaveis quando outras fontes de carbono estdo disponiveis
(CEREGHINO & CREGG, 2002; GELLESSEN, 2000). A maioria das proteinas
heterélogas é de alguma forma deletéria para a célula, quando expressas em altos
niveis, assim, a habilidade de manter a cultura em um estado reprimido ou desligado
€ altamente desejavel (TORRES & MORAES, 2000).

Uma vez que o promotor AOX1 é controlado pela manipulagdo da fonte de

carbono adicionado ao meio de cultura, o crescimento e a inducao de cepas de
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P. pastoris, que expressam proteinas heterdlogas, séo facilmente obtidos em todas as
escalas, desde frascos até grandes fermentadores (TORRES & MORAES, 2000).

A primeira etapa no metabolismo do metanol é a sua oxidagdo pela AOX,
resultando na formacédo de formaldeido e peréxido de hidrogénio, o qual € enviado
para 0s peroxissomos para evitar a toxicidade. Por ter pouca afinidade com O2, a
AOX é gerada em grandes quantidades pela célula, como forma de compensacao
(COUDERC & BARATTI, 1980; CREGG et al., 1985; CEREGUINO & CREGG, 2000;
GELLESSEN, 2000). Dois genes codificam para a enzima AOX: AOX1 e AOX2,
sendo o primeiro responsavel por grande parte da presenca de AOX ativa nas
células. A regulacdo dos genes envolve dois mecanismos: inibicao/desinibicdo mais
um mecanismo de indugdo (CEREGHINO & CREGG, 2000). Os vetores utilizados
para a transformagéo da P. pastoris beneficiam-se da forte represséo exercida sobre
0s genes AOX e na facilidade de induzi-los, permitindo que altas densidades
celulares sejam obtidas sem que a proteina heterdloga, a qual pode ser toxica, seja
expressa (GELLESSEN, 2000).

A maioria das proteinas secretadas por P. pastoris S80 glicosiladas, o que pode
ou nao afetar a atividade biolégica da proteina recombinante (TORRES & MORAES,
2000), uma vez, que a hiperglicosilacdo pode gerar proteinas nédo funcionais (NOHR
et al., 2003). A glicosilacdo € uma modificacdo pos-traducional que ocorre,
primeiramente, no reticulo endoplasmatico e, posteriormente, no aparelho de Golgi.
Observou-se que o tamanho da cadeia de carboidratos adicionados por P. pastoris €
bem menor que aquele adicionado por S. cerevisiae. Além disso, essa levedura
glicosila as proteinas de forma mais proxima aos metazoarios (8-14 residuos de
manose em cadeias de oligossacarideos) ao contrario da S. cerevisiae que
hiperglicosila (mais de 40 residuos de manose) muitas proteinas heter6logas
secretadas (BRETTHAUER & CASTELLINO, 1999). E por ndo ser capaz de
adicionar manoses terminais com ligacdes a-1,3, como S. cerevisiae, as proteinas
produzidas em P. pastoris podem se tornar menos imunogénicas. Todavia, se a
glicosilacdo ndo é desejada, as proteinas de interesse devem ser produzidas
intracelularmente, ou serem desglicolisadas enzimaticamente (TORRES &
MORAES, 2000).

A forma preferencial de transformacdo em P. pastoris € pela integracéo
cromossomal. Ha vérias vantagens de se usar esse tipo de transformagéo:

estabilidade do cassete de expressdo, geracdo de transformantes com mdultiplas
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copias, controle do sitio de integracéo e a capacidade de construir diferentes modos
de integracdo. Vetores linearizados podem gerar transformantes em P. pastoris por
recombinacdo homologa entre sequéncias compartilhadas pelo vetor e pelo genoma
da levedura (ARAUJO, 2008).

2.6 pPICZaB

Vetor comercializado pela Invitrogen (figura 2) tem aproximadamente 3.6 Kb
e € utilizado para expressar e secretar proteinas recombinantes em P. pastoris,
possuem a sequéncia 5’ do promotor AOX1 e na 3’, uma seqliiéncia necesséria para
conduzir o término da transcricdo. Entre as sequéncias promotoras e terminadoras,
ha um sitio de mdltipla clonagem para a insercdo do gene heterdlogo. O vetor
pPICZaB permite que as proteinas sejam secretadas no meio, e para tal possui a
sequéncia sinal do -Mating Factor (-MF) de Saccharomyces cerevisiae fusionada. Para a
manutencao e replicacdo do plasmideo em E. coli ha uma origem de replicacéo de
procariotos, sendo que a selecdo, tanto em procariotos como em leveduras, €
realizada através do gene de resisténcia ao antibiotico Zeocina. A deteccdo da
proteina recombinante bem como a purificacdo mediante cromatografia de afinidade
pode ser realizada pela adicdo de uma cauda de seis histidinas (6xHis) na porcéo
carboxi-terminal da proteina (CEREGHINO & CREGG, 2000; DALY & HEARN,
2005).

pUC origin AOX1 promoter

- i pPICZalpha B - .
CYC 1 transcription terminator 5" AOX1 primer
2ot ]

alpha-factor signal peptide
alpha-factor primer
ZeofR) Mmcs
Faell (1z60)
EM7 promoter Fhaliaged
TEF1 promoter c-myc epitope
6xHis
3" AOX1 primer
AO0X 1 transcription terminator

Figura 2 Vetor pPICZaB
Fonte: Vector NIl (2010) - Invitrogen



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Expressar a proteina de superficie de Theileria equi, EMA-2, na levedura

Pichia pastoris.

3.2 Objetivos Especificos

- Construir uma cepa de P. pastoris que expresse a rEMA-2 de Theileria equi;
— Verificar atraves de Dot e Western Blotting a antigenicidade da rEMA-2;

— Avaliar por ELISA soros equinos utilizando a rEMA-2 como antigeno.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagens, cultivo e extracdo de DNA.

Escherichia coli pertencente a bacterioteca do Cenbiot/UFPel, a cepa de Pichia
pastoris (X33) e o vetor de expressdo pPICZaB (Invitrogen) foram preparados
conforme recomendacédo do fornecedor (Invitrogen). O DNA de T. equi foi extraido
conforme o protocolo de Extracao de DNA, Método de Miller et al., (1998) modificado
a partir de sangue de equinos infectados experimentalmente, cepa UFPel E15 e
comprovados por Imunofluorescéncia cedido por Laboratorio de Doengas
Parasitarias da UFPel.

4.1.1 Amplificacdo da sequéncia que codifica EMA-2

A sequéncia do gene que codifica para EMA-2 foi amplificada por PCR como
descrito: O total do PCR-Mix foi de 25uL contendo 0,5uL de Tag DNA polimerase
(5U/uL), 2,0uL 10x PCR buffer, 1,5uL 50 mM MgCl, 0,5uL dNTPs, 0,5uL 10 pmol/uL
primer forward (5 — CAC CGC GGG GAA TGT TGA GCA A - 3’) e primer reverse
(5" — CCT CTA GAC GGT AGA ACA AAG CAA CGG CG - 3'), 1uL de DNA (solugéao)
obtido como descrito acima e agua estéril para completar o volume da reacédo. Os
primers para EMA-2 foram desenhados utilizando-se o programa Vector NTI a partir
das sequéncias depositadas no GenBank, acesso AB013725.

A amplificacdo foi feita nas seguintes condi¢des: 95 °C por 5min (1 ciclo),
95 °C por 45s, 60 °C por 45s, 72 °C por 1min (40 ciclos) e 72 °C por 7min (1 ciclo).
Todos os primers usados neste estudo foram sintetizados em MWG-Biotech AG

(EUA). A reacéo foi realizada em um Termociclador (Mastercycle Eppendorf).

4.1.2 Purificagédo dos produtos de PCR
A sequéncia do gene foi purificada usando-se o Kit Real Genomics da Bio
America - Hiyield™ Gel/PCR DNA Minikit. Seguiu-se o protocolo descrito no kit com

algumas modificacdes: as eluicbes foram feitas com agua ultra pura estéril a 37 °C.
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4.2 Clonagem do gene EMA-2 no sistema pPICZaB

4.2.1 Digestédo do gene EMA-2 e do vetor pPICZaB

Foi feita a digestdo do vetor pPICZaB (Invitrogen) e do gene EMA-2 com as
enzimas de restricdo Sacll (Biolabs- 20.000U/mL) e XBal (Invitrogen — 20.000U/mL)
Para um volume final de 30uL da reagao foram utilizados 20uL do vetor pPICZaB,
enzima Sacll 1uL, tampdo da reac¢do 10X 3L e agua ultra pura estéril 6uL. A reacdo
foi repetida usando-se a amostra do gene EMA-2. As reacdes ficaram em banho
maria a 37 °C overnight. A enzima foi inativada a 65 °C por 20min, conforme
orientacdo do fornecedor e procedeu-se a digestdo com a outra enzima, XBal
repetindo-se o processo descrito acima. A enzima foi inativada a 65°C por 15min e
apos as amostras foram purificadas usando-se o Kit Real Genomics da Bio America
- Hiyield™ Gel/PCR DNA Minikit, eluindo as amostras em agua ultra pura estéril
aquecida a 37°C.

4.2.2 Ligacédo do gene EMA-2 com o vetor pPICZaB
Para analise dos produtos digeridos, estes foram submetidos a eletroforese

em gel de agarose 1%. A ligacao procedeu-se segundo o protocolo da Invitrogen.

4.2.3 Preparo de células competentes de E. coli

Foram utilizadas células de E. coli TOP 10 (Invitrogen) e a eletroporacéao foi
realizada empregando-se o protocolo de Sambrook & Russel (2001). Quando o
inéculo atingiu a D.O = 0,7 (ODeqo) iniciou-se o procedimento para o preparo das
células competentes. Apds todas as lavagens e centrifugacdes requeridas pelo
método empregado, o pellet foi suspendido em 2mL de glicerol estéril, filtrado a 4 °C.

O material obtido foi fracionado em micro tubos com 50uL e armazenados a -70 °C.

4.2.4 Transformacao em E. coli

O protocolo de transformacédo de E. coli foi realizado conforme Sambrook &
Russel (2001), com algumas modificacfes. As células competentes foram removidas
do -70 °C e colocadas em um recipiente com gelo. Para transformacéao foi utilizado

50uL de células competentes de E. coli TOP 10 previamente preparadas como
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descrito acima e 3uL do produto de ligagao (vetor 1pL+ gene EMA-2 3uL). As
amostras foram misturas gentiimente e transferidas para as cubetas de
eletroporagao (31 GENE Pulser Curvette — BioRad Laboratories) e acopladas ao
eletroporador GENE Pulser Il (Bio-Rad Laboratories), ajustado para as seguintes
condices: 25uF de capacitancia, 2,5kV de voltagem e 200 ohms de resisténcia.
Imediatamente apds o choque elétrico, 500uL de meio LB liquido foi adicionado a
cubeta, homogeneizado e transferido para um tubo de microcentrifuga estéril, sendo
incubado em agitador orbital a 225 rpm a 37 °C por 1h.

ApoOs incubacéo, as células transformadas foram centrifugadas a 6.000 x g
por 5min. Do sobrenadante foram removidos 0,5mL e o restante do volume foi
suspendido e semeado em uma placa de meio agar LB acrescido de Zeocina
(50 pg/mL) e incubadas a 37 °C overnight.

4.2.5 Selecéo dos clones recombinantes E. coli.

Foram selecionadas 20 colbnias ao acaso e as mesmas semeadas em meio
LB com zeocina (50 pg/mL) incubadas a 37 °C sob agitacdo overnight. Prosseguiu-
se entdo, a extracdo dos plasmideos pelo método microprep (JOUGLARD, et al.,
2002), com algumas modificacdes. Foi centrifugado a 5.000 x g por 20min o
sobrenadante descartado e o pellet lavado com 400uL de etanol 70% gelado. Foi
centrifugado por 5min a 5.000 x g, descartado o sobrenadante e incubado em estufa
a 37 °C por 30min para evaporacao do alcool. O pellet foi suspendido com 3L de
agua e armazenado a -20 °C até sua utilizacdo. Para confirmar a transformacéo das
colbnias procedeu-se eletroforese em gel de agarose a 1 % corado com brometo de
etideo, usando-se como marcador o vetor pPICZaB néo transformado comparando-

se o transformante pela a altura das bandas no gel.

4.2.6 Confirmacéao dos clones recombinantes

As amostras cujas bandas encontravam-se mais altas que as bandas do
marcador usado, vetor pPICZaB nao transformado, foram tratadas com RNase — 1L
por amostra por 1h. Foi feita entdo, a confirmacao dos clones recombinantes através
de digestdo para liberacdo do inserto com as enzimas de restricdo Sacll e XBal
descritas anteriormente. Fez-se a confirmacdo também por PCR para amplificacédo

do gene da EMA-2, como descrito anteriormente (4.1.1).
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4.2.7 Extracdo de DNA plasmidial de E. coli TOP 10

Ap6s a confirmacdo das colbnias transformadas, fez-se a extracdo de DNA
plasmidial para posterior transformagdo em Pichia pastoris: Um pré-inéculo de
200pL foi semeado em 50mL de LB com 50ug/mL de zeocina por 18h em agitador
orbital a 225 rpm. As amostras foram centrifugadas a 5.000 x g por 5min.
Prosseguiu-se a extracdo do DNA plasmidial pelo Método Microprep (Jouglard, et
al., 2002) e visualizado por eletroforese em gel de agarose a 1%.

4.2.8 Precipitacao, quantificacao e sequienciamento das amostras

As amostras foram precipitadas e purificadas com acetato de amonio
segundo protocolo de Sambrook, et al., 1989, para serem quantificadas (aparelho
Nanovue, versao 4282 V2.0.3 com 2 pL) e posteriormente sequenciadas.

4.2.9 Linearizagao do plasmideo pPICZaB/EMA-2

Para um total de 60uL, usou-se 40uL do plasmideo pPICZaB/EMA-2
(6,12pg/uL), 2uL da enzima Pmel (New England Biolabs- 10.000U/mL), 6uL de
tampédo (10 X tampéo 4), 6uL de BSA 10% e 6uL de agua ultra pura estéril. A
reacdo foi incubada a 37°C overnight. A confirmacdo da digestdo foi feita por

visualizacao da eletroforese em gel de agarose a 1%.

4.3 Transformacéo de P. pastoris e selecdo de clones recombinantes

4.3.1 Preparacéao de células competentes de P. pastoris

Seguiu-se o protocolo da Invitrogen (EasySelect Pichia Expression Kit) com
modificacdes nos volumes da amostra e reagentes. Foi feito um pré-inéculo usando-
se colonias de P. pastoris X33 em 5mL de meio YPD. Deste pré-inéculo foram
retirados 250uL e inoculados em 200mL de meio YPD (in6culo). O inéculo foi
incubado em agitador orbital a 28 °C, 225 rpm, overnight. Quando a DOgy atingiu
entre 1,3 — 1,5, o cultivo foi colocado em banho de gelo por 20min e apos dividido
em frascos de 50mL. Os frascos foram centrifugados por 10min a 1.500 x g a 4°C.

Os pellets foram suspendidos com 50mL de agua ultra pura estéril a 4°C e



35

centrifugados novamente, o sobrenadante descartado e ao pellet foi adicionado
100pL de sorbitol 1M 4 °C.

4.3.2 Eletroporagdo da P. pastoris e triagem das colbnias
transformantes
Seguiu-se o protocolo da Invitrogen (EasySelect Pichia Expression Kit) com
modificacées. O eletroporador foi ajustado como descrito no item 4.2.4. Apés o
choque foi adicionado 1 mL de sorbitol 1M a cubeta e transferido para um frasco de
15 mL. O frasco foi incubado na estufa a 28 °C por 1h. Foi adicionado 1mL do meio
YPD e incubado em agitador orbital a 28 °C por mais 1h. Apds este tempo, a cultura
foi semeada em meio agar YPD contendo zeocina nas concentracdes de 100ug/mL
e 200ug/mL e colocado na estufa a 28 °C. As colbnias transformantes foram
transferidas para placas contendo agar YPD e cultivadas a 28 °C até o seu

crescimento e posterior isolamento.

4.3.3 Dot Blotting e PCR das colbnias recombinantes de P. pastoris

Para verificar a expressdo da proteina recombinante foi realizado um Dot
Blot de coldnia nos meios MM e BMMY. ApOs o crescimento das colonias procedeu-
se a inducdo com metanol a 1% (200uL) por 3 dias, mantendo-se as placas na
estufa a 28 °C. A seguir a montou-se a membrana de nitrocelulose para a
transferéncia: O sistema foi preparado colocando-se papéis de filtro e incubado a
28 °C por 3h. Apos o sistema foi desmontado e as colénias lavadas com PBS-T. A
membrana de nitrocelulose foi seca sobre papel de filtro e bloqueada com leite em
p6 em PBS-T a 5% durante 1h sob agitacdo. A membrana foi lavada com PBS-T 5X
e foi adicionado o anticorpo primario. Foi usado um anticorpo conjugado — Anti-his
(C — terminal) HRP (horsedish peroxidase) Antibody — Invitrogen 1/5.000 v/v - 2uL
em 10 mL de PBS-T. Foi incubado por 1h sob agitacdo. Apds lavado 5x com PBS-T
e foi feita a revelacdo usando-se comprimidos Sigma Faz: DAB w/co e urea
H,O,/NaCl dissolvidos em 10mL de agua ultra pura estéril. Foi usada como controle
positivo a proteina NCSRS2 expressa em P. pastoris € cOmo controle negativo a
proteina BSA 10%.
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Das coldnias positivas no Dot Blot, 6 foram selecionadas pela intensidade do
Dot. Para confirmar a transformagdo da levedura P. pastoris foi feito um PCR de
col6nia seguindo o protocolo mencionado no item 4.1.1.

4.3.4 Cultivo da P. pastoris transformada

Foram preparados os pré-inoculos das 6 coldénias seguindo o protocolo da
Invitrogen (EasySelect Pichia Expression Kit) para col6nias Mut® com algumas
modificacbes. Usou-se um volume de meio BMGY de 50mL e apds passou-se para
90mL do meio BMMY. As amostras foram induzidas com 450uL metanol filtrado
para a producdo da proteina por 5 dias (144h) e a cada inducao foi coletado 1 mL
de amostra para posterior analise e controle de contamina¢do com laminas coradas
pelo Método de Gram. Apos os 5 dias de inducéo as amostras foram centrifugadas a
10.000 x g por 10min, o pellet foi desprezado e o sobrenadante armazenado.

4.3.5 Dot Blotting

Dos seis cultivos foram selecionados trés para a execucdo do Dot Blot. Foi
usada uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare) e adicionado em cada
espaco previamente delimitado 3L das amostras nos diferentes tempos de inducao:

To, T1, T2, T3, T4, Ts, Te. ApOs procedeu-se conforme item 4.3.3.

4.4 Obtencéao da Proteina rEMA-2

4.4.1 Precipitacdo com Sulfato de amoénio

No sobrenadante do cultivo foi adicionado sulfato de aménio suficiente para
atingir 80% de saturacdo. O sulfato de aménio foi adicionado ao sobrenadante sob
agitacdo a 4 °C e mantido overnight.

Apbs este periodo foi novamente centrifugado a 6.000 x g /15min/4 °C e o
pellet suspendido com 2mL de agua destilada. Para confirmacdo da presenca e
concentracdo da proteina recombinante foi realizado Dot Blot, seguindo os

protocolos previamente mencionados.
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4.4.2 Didlise da proteina

Para purificar a proteina recombinante foi realizado didlise. Para tal utilizou-
se uma membrana semipermedvel para didlise de 12 kDa ponto de corte (Viskase
corporation Dry 21mm). A membrana foi acondicionada em Becker contendo 1L de
agua destilada e mantido a 4 °C sob agitagdo durante 48h, sendo que nas primeiras
12h a agua foi trocada a cada 2h. ApGs este periodo, o material dialisado foi dividido
em trés frascos, levado ao ultra freezer e mantido a - 70°C para posterior liofilizagcao
(Liofilizador L101 — Liptop, Liobras).

4.4.3 Quantificacdo da proteina

Para quantificar a proteina recombinante segui-se o protocolo proposto por
Bradford (1976). Uma amostra de 10mg da proteina liofilizada foi diluida em 1mL de
agua destilada. O método foi padronizado usando-se uma curva de diluicdo de BSA
10%. A leitura das amostras foi feita em espectrofotometro TP-READER — Thermo
Plate com onda de 630nm.

4.4.4 Dot Blotting da Proteina liofilizada

Usou-se 5uL da proteina liofilizada e reconstituida com agua destilada nas
concentracfes de 10mg/mL e 5mg/mL; levedura P. pastoris X33 nao transformada e
BSA 10% (controles negativos) e uma proteina conhecida como controle positivo de
concentracgdo igual 1ug/uL. Apos o blogueio com leite em p6 a membrana foi lavada
5X com PBS-T e colocada em contato com o soro de equino positivo para
Theileriose diluido 1:200. Foi colocada sob agitacdo por 1h. Apds foi lavada
novamente 5X com PBS-T. Foi adicionado o anticorpo secundario (anti-horse
conjugado com peroxidase) diluido 1:5000. E mantido em agitacdo por 1h. A
membrana foi novamente lavada com PBS-T 5X e revelada conforme descrito no
item 4.3.3.

4.4.5 Western Blotting

O Western Blot foi realizado segundo Sambrook & Russel (2001).
Brevemente, apds eletroforese de SDS-PAGE 12%, procedeu-se a transferéncia das
proteinas para membrana de nitrocelulose (Amershan™ Hybond™- ECL GE

Healthcare). Foi utilizado marcador de proteinas — Marcador BenchMark™
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Prestained Protein Ladder 250uL — Invitrogen; 20uL da proteina EMA-2; 20uL de
BSA 10%; 20puL de P. pastoris X33 ndo transformada. A membrana foi bloqueada com
leite em po diluido em PBS-T a 5% durante 1h sob agitacdo. Apdés a membrana foi
incubada com soro anti-histidina conjugada diluida 1: 5000 v/v em PBS-T (Anti-His
C-terminal — HRP Ab — Invitrogen). Apés a membrana foi lavada com PBS-T por

cinco vezes e revelada conforme descrito no item 4.3.3.

4.4.6 ELISA

Para o ELISA, a concentracdo da proteina usada f baseou-se nos resultados
obtidos pelo Método de Bradford. Foram usados quatro soros de equinos positivos
para T. equi provenientes da Faculdade de veterinaria (UFPel), trés soros negativos
para T. equi (UFPel), uma amostra de soro fetal bovino (controle negativo). As
proteinas foram usadas na concentracdo de 200ng e 400ng e 0S SOros positivos e
negativos foram diluidos 1:25, 1:50 e 1:100. Placas de Poliestireno com
96 cavidades (nunc™ - Placa imuno Polysorp) foram sensibilizadas com 200ng da
proteina recombinante diluida em tampdo carbonato/bicarbonato pH 9,6 nos
primeiros 48 orificios (100uL por orificio) e 400ng da proteina recombinante diluida
em tampdo carbonato/bicarbonato pH=9,6 nos 48 ultimos orificios (100uL por
orificio). A placa foi incubada a 37 °C durante 90min e apés lavada 3 vezes com
PBS-T. A placa foi bloqueada com leite em p6 a 5% em PBS-T(100uL por orificio) e
apos incubacdo de 60min a 37°C lavou-se novamente com PBS-T. Adicionou-se a
placa os soros positivos e negativos diluidos conforme citado acima. Incubou-se a
37 °C e lavou-se com PBS-T 3 vezes. O soro anti-lgG equino conjugado com
peroxidase (Sigma) foi diluido 1:8000 conforme orientacdo do fabricante em PBS-T e
adicionado as placas (100uL por orificio), incubou-se a 37 °C durante 60min. ApGs
lavou-se 5 vezes com PBS-T e adicionou-se o cromoégeno/substrato (tampao
citrato/fosfato (TPS) 10mL, H,O, 10uL e ortofenil-enodiamina — Sigma, 4mg). A
placa foi mantida 15min no escuro, a reacdo interrompida pela adicdo de
50uL/orificio de H,SO4 1N. As placas foram lidas em espectrofotémetro TP-READER

— Thermo Plate utilizando 492nm de comprimento de onda.



5 RESULTADOS

5.1 Construcéo do Vetor pPICZaB/EMA-2

5.1.1 Amplificacdo do Gene EMA-2

O gene EMA-2 foi amplificado com sucesso por PCR. O tamanho esperado
deste produto é de aproximadamente 832 pb o que foi evidenciado apds a

realizacado da eletroforese em gel de agarose a 1% (Figura 3).

500pb . B2

Figura 3 Eletroforese do produto de amplificagdo do gene EMA-2.
Eletroforese em gel de agarose a 1% Linha 1 Marcador Kb plus (Invitrogen);
Linhas 2, 3 e 4 Gene EMA-2 amplificado.
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5.1.2 Digestéo do Vetor pPICZaB e do Gene EMA-2

Apés a amplificagdo do gene os produtos foram purificados e digeridos com
as enzimas de restricdo. Fez-se o0 mesmo com o vetor pPICZaB e como mostrado
na linha 5 da figura 4 a digestao do vetor ocorreu com sucesso, Visto que este esta
representado por uma banda mais alta que o vetor pPICZaB nao digerido e usado

como marcador (linha 4).

& pPKZaB digerido

pPICZaB ndo

1Kb plus digerido 3400pb

2000 p

Figura 4 Eletroforese da digestdo EMA-2 e pPICZaB. Eletroforese em gel de
agarose a 1%. Linha 1 Marcador Kb plus (Invitrogen); Linha 2 Gene EMA-2
controle (Nao digerido); Linha 3 Gene EMA-2 digerido com as enzimas de
restricdo Sacll e XBal; Linha 4 Vetor pPICZaB controle (N&o digerido); Linha 5
Vetor pPICZaB digerido com as enzimas de restricdo Sacll e XBal.

O vetor de expressao pPICZaB possui sitios de clonagem que permitiu a
insercdo do gene de interesse, possui também uma cauda de seis histidinas C-
terminal que possibilitou a detec¢éo da proteina, um gene de resisténcia a zeocina,
o que facilitou a identificagéo das col6nias transformadas e o alfa factor que permitiu
a secrecao das proteinas produzidas para o exterior da células. As caracteristicas
deste vetor estdo demonstradas na figura 5 e a ligagao do vetor pPICZaB com o

gene EMA-2 resultou no plasmideo pPICZa/EMA-2.
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5.1.3 Mapa do Vetor de expressao pPICZaB/EMA-2

Ema-2

Xho |

Sacll

__
Xbal
7]
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B
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Figura 5 Mapa do Vetor de expressao pPICZaB/EMA-2

Fonte: Manual Invitrogen (Modificado). O Mapa apresenta o sitio de insercéo
do gene EMA-2 entre as enzimas de restricdo Sacll e XBal; O fator-a que
direciona a proteina para o exterior da célula; Cauda de 6 x Histidina para a
deteccdo e purificagdo da proteina; fragmento contendo o promotor AOX1,;
Origem de replicagdo em Escherichia coli, pUC e o Gene de resisténcia a
Zeocina.

5.1.4 Extragao dos plasmideos pPICZaB/EMA-2

Para confirmar as colénias transformadas com o vetor pPICZaB procedeu-se
a extracdo do plasmideo. Os resultados puderam ser observados a partir de
eletroforese em gel de agarose a 1% o qual as colénias transformadas
apresentaram bandas mais altas que o controle pPICZaB néo transformado como

mostra a figura 6.
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12 345 67 89 10

Figura 6 Eletroforese da extracdo de plasmideos transformados em E. coli
TOP 10. Eletroforese em gel de agarose a 1%. Linha 1, Plasmideo nao
transformado pPICZaB; Linha 2, Plasmideo transformado pPICZaB/EMA-2;
Linhas 3,4 e 5, plasmideos ndo transformados; Linha 6, espaco sem amostra;
Linha 7, Plasmideo transformado pPICZaB/EMA-2; Linhas 8, 9 e 10
plasmideos nao transformados.

5.1.5 Digestao do plasmideo pPICZaB/EMA-2

Para a confirmacao da presenca do gene EMA-2 ligado ao vetor pPICZaB o
vetor recombinante foi digerido com as enzimas Sacll e XBal para liberagcdo do
inserto, o que foi demonstrado por eletroforese em gel de agarose a 1% com
sucesso como mostra a figura 7.

pPICZaB
3400 pb
1Kbplus
2000 pb
1Kbplus
1000pb EMA-2
832pb

Figura 7 Eletroforese da digestdo do vetor pPICZaB/EMA-2 com as
enzimas Sacll e XBal. Eletroforese em gel de agarose a 1%. Linha 1,
Marcador Kb Plus (Invitrogen); Linha 2, Gene EMA-2 (832 pb); Linhas 3 e 4,
plasmideo transformado, mostrando a liberacé@o resultado da digestdo com as
enzimas de restricdo do Gene EMA-2 e do Plasmideo pPICZaB; Linha 5,
Plasmideo pPICZaB nao transformado (Controle negativo).
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5.1.6 Quantificacdo dos plasmideos pPICZaB/EMA-2

Na quantificacdo do plasmideo pPICZaB/EMA-2 efetuada no aparelho
Nanovue, versédo 4282 V2.0.3, com 2 puL de amostra obtivemos 5.409 ng/uL e 6.048
ng/pL, para as amostras 7 e 2 respectivamente, na figura 6.

5.2 Transformacao de P. pastoris X33 com pPICZaB/EMA-2

5.2.1 Digestao do pPICZaB/EMA-2 com Pmel

O plasmideo pPICZaB/EMA-2 foi digerido com a enzima Pmel para sua
utilizacdo na transformac&o da levedura P. pastoris por integracdo cromossomal e
sua linearizacao ocorreu com éxito como demonstrado através de eletroforese em
gel de agarose a 1% e visualizado na figura 8.

pPICZaB/EMA-2ndo
digerido pPICZaB/EMA-2
pPICZaB digerido

Figura 8 Eletroforese da digestdo do vetor pPICZaB/EMA-2 com Pmel.
Eletroforese em gel de agarose a 1%.Linha 1, Marcador pPICZaB conhecido;
Linha 2, plasmideo pPICZaB/EMA-2 nédo digerido; Linhas 3 e 4, plasmideos
pPICZaB/EMA-2 digeridos com a enzima Pmel
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5.2.2 Dot Blotting de coldnia

No meio MM todas as coldnias que cresceram expressaram a proteina. O
gue foi demonstrado no Dot Blot realizado. Foram escolhidas para o segmento do

estudo as seis colonias que melhor marcaram no Dot.

Figura 9: Dot Blotting de col6nia. Circulos azuis: Controle positivo (+)
proteina NP43 (Neospora caninum) produzida em P. pastoris. Controle
negativo (-) colénia de P. pastoris X33 ndo transformada. Circulos

vermelhos: Colbnias selecionas.

5.2.3 PCR colbnia P. pastorissEMA-2

Para confirmacédo das colénias de P. pastoris transformadas realizou-se PCR
com os primers usados para a amplificacdo do gene EMA-2. A figura 10 mostra a
amplificacdo dos genes EMA-2, demonstrando que este gene esta inserido no

genoma da levedura P. pastoris.
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1 23 456789

Gene EMA-2
832 pb

1Kb plus
850 pb

Figura 10 Eletroforese da amplificacdo do fragmento EMA-2 por PCR de
colénia. Eletroforese em gel de agarose a 1%. Linha 1, Marcador Kb plus
(Invitrogen); Linha 2, 3, 4, 5, 6 e 7 amplificacdo do gene EMA-2 coldnias
selecionadas no Dot Blotting; Linha 8, controle negativo- Colénia P. pastoris
nao transformada; Linha 9, Controle positivo- E. coli transformada com o gene
EMA-2.

5.3 Expressao das proteinas recombinantes

As col6nias selecionadas expressaram a proteina rEMA-2 como observado
no Dot Blot demonstrado na figura 11 e a expresséo ja pode ser visualizada nas
primeiras 24h de inducdo mantendo-se crescente até as 120h e estabilizando-se
apos. Com 144 horas de inducdo ndo demonstrou diferenca significativa em relagéo
as 120h.

T0 ™ T2 Lk T4 5 T6 C-

Col.A

Col.B

Col. C

Figura 11 Dot Blotting do sobrenadante induzido da cultura de P. pastoris.
TO (ndo induzido), T1(24h) ao T6 (144h). Controle negativo, sobrenadante da
cultura de P. pastoris ndo transformada.
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5.4 Quantificacao da proteina

As proteinas precipitadas com sulfato de amdnio foram dialisadas,
liofilizadas e reidratadas em agua destilada (10mg/mL) para a quantificacdo pelo
Método de Bradford.

A concentracdo da proteina foi 0,400 pg/uL, o que foi a média esperada para

a producao da proteina por este meio de expressao.

5.5 Dot Blotting da proteina liofilizada

Dot Blotting da proteina liofilizada e diluida em agua em duas concentracfes
com soro equino positivo para Theileriose equina 1:200 e anti-equino 1:5.000.
Demonstrando que a proteina rEMA-2 foi reconhecida pelo soro equino positivo para

Theileriose equina, 0 que nos sugere certa antigenicidade.

1 2 3(C) () 5(cH

Figura 12 Dot Blotting da proteina rEMA-2 com soro equino 1-Proteina
EMA-2 (10mg/mL) 2- Proteina EMA-2 (5mg/mL) 3- Controle negativo -P. pastoris
ndo induzida 4- Controle negativo - BSA 10% 5 Controle positivo (Proteina M).
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5.5 Western Blotting

A expressao da proteina rEMA-2 foi confirmada através de Western Blotting.
Usando-se anticorpos anti-histidina. Observou-se que a migragéo da proteina no gel
ficou acima do marcador, sugerindo problemas de solubilidade da mesma ou mesmo
a presenca de glicosilacdo, o que foi analisado in silico e apresentou trés possiveis
sitios de O-glicosilacdo (resultados ndo demonstrados). O controle negativo (C -)
nao formou banda confirmando a especificidade da banda da rEMA-2.

EMA-2 C-

60 kDa

Figura 13 Western Blotting da proteina rEMA- Marcador de proteinas —
Bench Mark™ - e Anti-Histidina C-terminal (HRP Ab) — Invitrogen. Proteina
rEMA-2 com o anticorpo anti-histidina conjugada. Controle negativo, BSA 10%.

5.6 ELISA

A figura 14 mostra a leitura média da absorbancia nos soros positivos e
negativos diluidos 1:25. A placa sensibilizada com 400ng da proteina EMA-2
recombinante expressa em P. pastoris.

O Elisa com a rEMA-2 expresso em P. pastoris mostrou que foi capaz de
diferenciar animais positivos para Theileriose infectados naturalmente de animais
negativos. Apesar de uma amostragem pequena, pois foram usados apenas 4 soros
positivos para Theileria equi confirmados por IFAT e 3 soros negativos, os resultados
demonstraram uma sensibilidade 3,7 vezes maior entre as amostras dos soros

positivos e negativos o que sugere capacidade antigénica da rEMA-2.



0,200

0,160

0,120 -

0,080 -

Absorbéancia (492nm)

0,040 -

0,000 -

Soros Testados

M Positivos

M Negativos

Figura 14 ELISA — A figura representa a média das absorbéancias de

soros positivos e negativos para Theileriose equina (492nm).
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6 DISCUSSAO

As técnicas empregadas para o diagnéstico da Theileriose usadas sao
demoradas, dispendiosas, necessitando muitas vezes da presenga de profissionais
experientes como o que ocorre com IFAT. Método este, usado para a comprovagao
de Theileriose equina no sangue dos animais usados neste experimento. Métodos
de microscopia direta sdo pouco eficazes, pois ndo detectam o parasito nas fases
cronicas da enfermidade (HUANG et al.,, 2003; 2006). A deteccdo da Theileriose
equina por PCR (RAMPERSAD et al.,, 2003) também envolve procedimentos
complexos e demorados sem custo-beneficio para a rotina de diagnostico
(ALHASSAN et al., 2004). O teste de Fixacdo de Complemento (TFC) é restrito por
limites de deteccédo de anticorpos e por reacdes cruzadas.

Os testes soroldgicos exercem papel importante para o transito internacional
de equinos por serem mais confiaveis que exames de esfregacos sanguineos
(MEHLHORN & SCHEIN, 1998). Segundo a OIE (2008) o método oficial desde 2005
para que se obtenha permissdo para o transporte internacional de equinos para
paises livres da doenca é o teste ELISA.

A proteina EMA-1 expressa em P. pastoris apresentou potencial para
utilizacdo como antigeno em testes imunobioldgicos (NIZOLI et al., 2009). A proteina
EMA-2 de T. equi por ser um antigeno de superficie e sendo expresso em diferentes
estagios do parasita se torna um alvo mais promissor que a EMA-1 para ser utilizado
no imunodiagnostico. Por essa razdo e dando continuidade aos trabalhos com
EMA-1, pesquisamos a proteina EMA-2 recombinante como antigeno em ELISA.

O gene da proteina EMA-2 foi amplificado por PCR usando como template o
DNA extraido do sangue de cavalos infectados experimentalmente com T. equi
comprovados por testes de imunofluorescéncia (NIZOLI et al., 2009). A utilizacdo de
sangue total de animais da regido como fonte de DNA de Theileria Ndo restringe sua
utilizacdo como antigeno a ser utilizado para deteccdo de animais de outras areas,
pois estas proteinas sdo altamente conservadas em todo o mundo (KNOWLES et
al., 1997).
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O sistema de expressdo em P. pastoris € um excelente método para a
producdo de uma variedade de proteinas recombinantes intracelulares e
extracelulares. Portanto, seguindo outros trabalhos com proteinas de superficie de
protozoarios também expressas em P. pastoris COMO Plasmodium falciparum merozoite
surface protein 1 (MSP-1) e Plasmodium vivax apical membrane antigen 1 (AMA-1)
(CEREGHINO & CREGG, 1999) e a expressdo da EMA-1de T. equi (NIZOLI et al.,
2009), utilizamos este sistema de expresséo.

O gene que codifica a EMA-2 foi clonado inicialmente em E. coli através do
vetor pPICZaB para sua propagacao antes da clonagem em P. pastoris utilizando-se o
protocolo da Invitrogen com sucesso. A clonagem em P. pastoris € a constru¢ao do
vetor de expressao pPICZaB/EMA-2 que utiliza o peptideo sinal (a — Factor) de
Saccharomyces cerevisiae para promover a secrecdo desta proteina recombinante
facilitou sua obtencédo e purificagdo (CEREGHINO & CREGG, 1999). No presente
trabalho a proteina EMA-2 foi expressa em P. pastoris ha conformacdo similar a
proteina original, pois foi reconhecida por soro de equinos naturalmente infectados
(figura 12). Estas observacdes sugerem que ao utilizar um sistema de expressao
eucarioto, P. pastoris, @ conformacao da proteina recombinante ndo sofreu mudancas,
0 que pode ter ocorrido nos experimentos descritos por XUAN et al. (2001) quando
expressa em E. coli e demonstrando resultados desanimadores devido a baixa
expressao e conformacéo incorreta (HUANG et al., 2002).

No Colony Blot realizado ap0s a transformacéo da levedura P. pastoris, todas
as colonias selecionadas expressaram a proteina indicando que o processo foi
eficiente. Entretanto, para dar continuidade ao experimento foram selecionadas as
colébnias que marcaram mais fortemente a membrana. Estas col6nias foram
cultivadas em meio liquido BMMY e induzidas com metanol a 1% por um periodo de
144h e através de Dot Blot confirmou-se que os clones eram capazes de expressar
a proteina de interesse com um aumento gradativo de expressao até as 120h de
inducdo, mantendo-se estavel até as 144h, quando o experimento foi interrompido.

O Western Blotting, utilizando anticorpo anti-histidina, confirmou a presenca
da proteina rEMA-2 precipitada por sulfato de ambnia, o que também ocorreu na
execucdo do Dot Blot com soros equino positivos e diluidos 1:200. Estes resultados
corroboram os resultados obtidos por Nizoli (2009), que mostrou a EMA-1 reagindo
com soros positivos de equinos em Dot Blot, ndo obtendo os mesmos resultados em

Western Blot. Pode-se ter usado soros muito diluidos para reagir com a proteina
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(1:500), uma vez que no ELISA houve reacdo e os soros utilizados estavam mais
concentrados (1:25), a proteina pode estar degradando rapidamente ou a obtencéo
da proteina pura nao foi suficiente.

Xuan et al. (2001) reportaram um ELISA utilizando como antigeno a EMA-1
recombinante para diagnostico de T. equi. Em trabalhos consecutivos utilizou a
EMA-2 expressa também em E. coli, entretanto, como j& reportamos 0s seus
resultados ndo foram bons. No ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA) a proteina
produzida expressa em P. pastoris apresentou caracteristicas antigénicas da proteina
nativa o que permitiu 0 seu reconhecimento por soros de diferentes equinos
positivos. Estes resultados sugerem que o sistema de expressao P. pastoris € mais
eficiente para a expressao da proteina EMA-2 de Theileria equi.

Tanaka et al. (1999), em ELISA com EMA-2 expressa em baculovirus
mostraram uma clara diferenca entre amostras de soros positivos e negativos de
equinos experimentalmente infectados. Os soros positivos e negativos de Tanaka
(1999) foram diluidos na concentracdo 1:100, enquanto no presente trabalho a
concentracdo que melhor mostrou diferenca no ELISA foram os soros diluidos 1:25.
Nesta concentracdo e com a placa sensibilizada com 400ng do antigeno houve uma
diferenca de quase quatro vezes entre 0Ss soros positivos e negativos. A diferenca
entre os dois trabalhos pode ter ocorrido porque foram utilizados soros de equinos
naturalmente infectados, porém com titulos de anticorpos inferiores aos utilizados
por Tanaka. Foram testadas somente duas concentracbes da proteina
recombinante, bem como néo foram testados diferentes protocolos de sensibilizacao
das placas. Estas observacdes enfatizam a necessidade da exploracdo de outros
protocolos, tanto nas fases de expressédo, concentracao e purificacdo para otimizar a
utilizacdo da rEMA-2 como antigeno para ser utilizado em imunodiagndstico.
Entretanto, os resultados obtidos neste estudo sugerem que a proteina rEMA-2 é um

promissor antigeno para ser utilizado no diagndstico de Theileriose equina.



7 CONCLUSOES

O estudo demonstrou que a proteina EMA-2 de Theileria equi pode ser

expressa em Pichia pastoris.

A proteina recombinante EMA-2 expressa em Pichia pastoris apresentou
promissor potencial para ser utilizado como antigeno em imunodiagnéstico de

Theileriose.



8 METAS FUTURAS

Otimizar a expressao da EMA-2, as formas de purificacéo e suas aplicacdes

em testes de imunodiagnésticos;

Determinar a expressao e antigenicidade da proteina recombinante EMA-2

nos sistemas de expressao Pichia pastoris € Escherichia coli.

Mais estudos serdo necessarios para otimizar a expressado desta proteina

em Biorreatores e determinar seu uso em testes imunodiagnastico.
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ANEXOS

MATERIAIS UTILIZADOS

1 — Microrganismos:
— Bactérias: Escherichia coli TOP 10 (Invitrogen)
— Leveduras: Pichia pastoris X33 (Invitrogen)

2 — Enzimas:

Tag DNA Polimerase (Invitrogen), Sacll (New England Biolabs), Xbal
(Invitrogen), T4 DNA Ligase (New England Biolabs), RNase, PMEI (New England
Biolabs).

3 — Marcadores:

— De DNA: 1 Kb Ladder Promega

— De Proteina: BenchMark™ Prestained Protein Ladder 250uL — Invitrogen

4 — Vetores:

Vetor para clonagem em P. pastoris: pPICZaB — Invitrogen

5 — Antibiotico:

— Zeocina™ - Invitrogen — 100mg/mL
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6 — Meios de Cultura:

Os meios de cultura foram preparados com agua destilada e autoclavados a
120°C por 20 minutos.

6.1 — Meio LB (Luria Bertani)

Extrato de levedura 0,5% (p/v)
Peptona 1% (p/v)
NacCl 0,5% (p/v)

pH ajustado em 7,2

6.2 — Meio LB-Agar

Adiciona-se ao Meio LB Agar bacteriologico 1,5% (p/v)

6.3 — Meio YPD

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Glicose 2% (p/v)

6.4 — Meio YPD-agar
Adiciona-se ao Meio YPD Agar bacteriologico 2% (p/v)
6.5 — Meio YPD-S

Adiciona-se ao Meio YPD Sorbitol (182,2g/L = 1M) e Agar bacteriolégico 2%
(p/v).
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6.6 — Meio MM (Meio Minimo Metanol)

YNB 1,34%
Biotina 4 X 10°%
Metanol 0,5%
Agar Bacteriol6gico 1,5%

6.7 — Meio BMGY (Meio tamponado contendo glicerol)

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Tampao Fosfato pH=6,0 100mM
YNB 1,34%
Biotina 4 X 10°%
Glicerol 1%

6.8 — Meio BMMY (Meio tamponado contendo metanol)

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Tampao Fosfato pH=6,0 100mM
YNB 1,34%
Biotina 4 X 10°%
Metanol 0,5%

Preparacdo de YNB para 100 mL: YNB (p6) 3,49 em 90 mL de &gua
destilada e autoclavada. Adiciona-se 10g de sulfato de aménio. Esteriliza por
filtrac&o. Filtro 0,2mm.

O metanol e a Biotina também séo esterilizados por filtracdo em filtro 0,2 mm.
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7 — Solucgdes:

7.1 — Extrac&o de DNA plasmidial

Solucéo |

Tris-HCI pH 8,0 25mM
EDTA 10mM
Glicose 50mM
Solucéo Il

NaOH 0,2M
SDS 1% (p/v)
Solucéo I

Acetato de potassio 3M
Acido acético 2M

pH ajustado para 5,0

7.2 — Tampéo TBE 5X (Solucéo estoque) — para 500 mL

Tris base 279
Acido bérico 149
EDTA 0,5M 10 mL
H,O destilada 490 mL

7.3 — Tampéo TBE 0,5X (Solucéo uso) — para 500 mL

TBE 5X 50 mL
H,O destilada 450 mL



7.4 — Gel de agarose (eletroforese de DNA)

Agarose

TBE 0,5X

7.5 = SDS- PAGE 12%

— Gel de corrida:

Agua deslilada

Acrilamida 30%

Tris 1,5M (pH=8,8)

SDS 10%

Persulfato de aménio 10%

TEMED

— Gel de empilhamento:
Agua deslilada

Acrilamida 30%

Tris 1,5M (pH=8,8)

SDS 10%

Persulfato de amonio 10%

TEMED

7.6 — Solucao corante

Coomassie Brilliant Blue G-250

Metanol

Acido acetico glacial

1%

as

3,3 mL
4,0 mL
2,5 mL
100 pL
100 pL
4 pL

1,4 mL
330 pL
250 pL
20 L
20 L
2 UL

0,25% (p/v)
30% (v/v)
7% (VIV)



7.7 — Tampéo de corrida 5X (Solugéo estoque)

Tris base (25mM) 15,19
Glicina (250mM) 93,89
SDS 10% (0,1%) 50 mL
H,O ultra pura estéril qsp 1000 mL

Ajustar o pH = 8,3

7.8 — Tampéo de corrida 1X (Solugéo uso)

Tampao de corrida 5X 200 mL
H,O ultra pura estéril qsp 1000 mL

7.9 — Tampéo de Transferéncia 1X (Solugéo uso)

Tris base (48mM) 5,81g
Glicina (39mM) 2,939
Metanol (20%) 200 mL
SDS 10% (0,0375%) 3,7 mL
H,O ultra pura estéril qsp 1000 mL

Ajustar o pH = 8,3

7.10 — PBS 10X (Solucéo estoque)

NaCl 8,09
KCI 0,29
Na,HPO, 1,449
KH,PO, 0,249

H,O Ultra pura estéril gqsp 1000 mL



7.11 — PBS-T 1X (Solucéo uso)

PBS 10X 100 mL
Tween-20 0,5 mL
H,O Ultra pura estéril gsp 1000 mL

7.12 — Tampéo Carbonato/Bicarbonato (ELISA)

Carbonato de sédio (Na,CO3) 1,599
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 2,939
H,O Ultra pura estéril gsp 1000 mL
pH=9,6-98

7.13 — Tampé&o para substrato (TPS) — Fosfato citrico

Acido citrico 1,48¢
Fosfato de sodio anidro (NaOHPO,) 1,379
H,O Ultra pura estéril gqsp 100 mL

pH =4,0. Estocar a 4°C.

7.14 — Reagente de Bradford (Quantificacdo de proteinas)

Coomassie Brilliant Blue G-250 0,05% (p/v)
Etanol 25% (V/v)
Acido fodférico 17M 50% (V/Vv)

7.15 - TE 5X (pH = 8,0)

Tris HCI pH 7,4 0,39
EDTA pH 8,0 0,079
Ajustar o pH em 8,0

H,O Ultra pura estéril gqsp 50 mL
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7.16 - TE 1X
TE 5X 200pL
H,O Ultra pura estéril 800pL

Método de Miller et al.modificado para Extracdo do DNA a partir

de sangue periférico.

- Amostra de sangue periférico venoso colhido com EDTA,;

- LISE DE HEMACIAS: Adicionar 2 volumes da solucdo de lise de hemacias
gelada - NH,Cl 114 mM, NH4HCO3 1mM;

- Agitar os tubos no vortex e incubar por 30min a 4 °C;

- Centrifugar o material por 30min a 3000 x g/4 °C e ap0s desprezar o
sobrenadante;

- Repetir a lise das hemacias por mais 2 vezes, porém centrifugando por 15min;

- LISE DE LEUCOCITOS: Ressuspender o botdo de leucécitos na seguinte
reacdo: 3mL da solucéo de lise de leucocitos - NaCl 150 mM, Tris-HCI 10 mM, 60 ug
de SDS 10% - 50 pL de Proteinase K (10mg/mL);

- Agitar no vortex;

- Incubar em banho maria por 16h a 37 °C seguidas de 2h a 56 °C;

- Colocar as amostras em banho de gelo por aproximadamente 2h;

- Adicionar 1200uL de NaCl 6M em cada tubo;

- Vortex por apenas 5s;

- Centrifugar o material por 30min, a 3000 x g/4 °C;

- Transferir o sobrenadante para um novo tubo;

- Adicionar igual volume de etanol absoluto gelado;

- Incubar por 30min a — 20 °C;

- Com auxilio de uma pipeta Pasteur retirar o DNA precipitado e transferir para um
tubo contendo 1000uL de etanol 70%. Agitar manualmente e centrifugar por 5min a
10000 x g/4 °C;

- Retirar o etanol e repetir a lavagem;

- Retirar o etanol a 70% e repetir a lavagem com etanol absoluto;

- Retirar o etanol absoluto deixando-o evaporar por completo;



72

- Ressuspender o DNA em 400pL de TE pH 8,0 seguido de banho maria a 60 °C
por 5min;

- Armazenar a 4 °C para posterior verificacdo da qualidade e concentragcédo do
DNA, ap0s 5-7 dias do final da extracao.



