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TAMEKUNI, Katia. Producdao, caracterizacao e avaliacdo da imunogenicidade do
complexo protéico MSP1 recombinante (rMSP1a e rMSP1b) de isolado
paranaense do Anaplasma marginale. 2006. 77f. Dissertacao (Mestrado em
Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2006.

RESUMO

O Anaplasma marginale (ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae) € o agente
etiolégico da anaplasmose bovina. Esta doenga ocorre mundialmente, com maior
frequéncia nas regides tropicais e subtropicais, determinando perdas econdmicas
consideraveis a pecuaria bovina. O A. marginale possui seis proteinas principais de
superficie designadas de MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4, MSP5. A proteina
MSP1a tem massa molecular de 105kDa e a MSP1b de 100kDa. Os objetivos deste
trabalho foram clonar, produzir, caracterizar as MSP1a e MSP1b recombinantes
(rMSP1a e rMSP1b) e avaliar a resposta imune humoral de camundongos
imunizados com a Escherichia coli BL21 recombinante expressando estas proteinas.
Os genes msp1a e msp1p foram obtidos pela PCR de um isolado Paranaense de A.
marginale e clonados em vetores pET102 e pET101/D-TOPO, respectivamente.
Apos a certificagdo da insergdo dos genes nos vetores, as proteinas foram induzidas
com IPTG e purificadas em colunas de resina ligadas ao niquel. As proteinas
rMSP1a e rMSP1b separadas em SDS-PAGE, reagiram com soros anti-rMSP1a e
anti-rMSP1b produzidos em coelhos, pelo Western blotting, mostrando massas
moleculares de 70kDa a 105kDa e 100kDa, respectivamente. A BL21/rMSP1a e a
BL21/rMSP1b aglutinaram as hemacias de bovinos e esta hemaglutinagao foi inibida
na presenga de IgY anti-rMSP1a e anti-rMSP1b, confirmando a fungdo de adesao
destas proteinas. A reacado de IFI realizada com as IgY anti-rMSP1a e IgY anti-
rMSP1b, produzidas em galinhas, demonstraram a presencga destas proteinas na
membrana externa das E. coli BL21 recombinantes. As BL21/rMSP1a e
BL21/rMSP1b também foram utilizadas para imunizar camundongos Balb/c para
avaliacao de producdo de IgG total e IgG2a, por meio de técnica de ELISA. Os
animais imunizados com BL21/rMSP1a tiveram uma forte resposta humoral (IgG
total e 1gG2a), enquanto que os camundongos imunizados com a BL21/rMSP1b
apresentaram uma fraca resposta apds as trés primeiras imunizagdes. Pelo Western
blotting foi detectado, resposta de IgG total contra as proteinas rMSP1a e rMSP1b.
Soros de camundongos imunizados com BL21/rMSP1a reagiram com a BL21 e
rMSP1a com massas moleculares variando de 70 a 105 kDa e uma banda de 20
kDa sugerindo a quebra da proteina. Soros de animais imunizados com a
BL21/rMSP1b reagiram com a BL21 e rMSP1b com massa molecular de 100 kDa.
Os resultados deste trabalho confirmam o papel das MSP1a e MSP1b como
adesinas no processo de invasao de eritrécitos e evidenciam a importancia destas
proteinas na elaboracdo de uma vacina de subunidades para o controle da
anaplasmose bovina. Também demonstram que as BL21 expressando as rMSP1a e
a rMSP1b na membrana externa sdo capazes de produzir resposta imune em
camundongos.

Palavras-chave: Bovinos. Anaplasma marginale. Clonagem. MSPs.



ABSTRACT

The Anaplasma marginale (Rickettsiales: Anaplasmataceae) is a pathogen that
cause bovine anaplasmosis. This disease occurs in world wide, and it is more
frequently in tropical and subtropical areas, causing important economic losses in
cattle herds. Six Major Surface Protein (MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4 and
MSP5) have been identified in A. marginale. The function of MSP1a and MSP1b is
adhesion in bovine erythrocytes and tick cells. The molecular mass of these proteins
is 105kDa for MSP1a and 100kDa for MSP1b. The objectives of this work were
clone, produce and characterizate recombinant proteins from MSP1a and MSP1 and
to evaluate the humoral immune responses in mice immunized with Escherichia coli
BL21 recombinant expressing rMSP1a and rMSP1 of A. marginale. The msp1a and
msp1/ gene obtained from a PCR assay of A. marginale from Parana isolated, were
cloned into vectors pET102 and pET101/D-TOPO, respectively. After certification of
the recombinant vector construction, these vectors were transformed into E. coli
BL21 Star and the proteins were expressed on E. coli BL21Star after induction by
IPTG and purified in resin charged with the nickel ion. Antibodies anti-MSP1a and
anti-MSP1b reacted with rMSP1a and MSP1b showing a molecular mass of 70 kDa
to 105 kDa and 100 kDa, respectively. rMSP1a and rMSP1b were inoculated in
chickens to produce IgY anti-MSPs. Bovine erythrocytes were agglutinated with
BL21/rMSP1a and BL21/rMSP1b and, this agglutination was inhabited by the
presence of the IgY anti rIMSP1a and rMSP1b, confirming the adhesion function of
these proteins. Indirect immunofluorescence assay (IFA) was performed using IgY
anti-rMSP1a and rMSP1b, and we observed reaction in the external membrane of the
recombinant E. coli BL21. Additionally, Balb/c were immunized with BL21/rMSP1a
and rMSP1b, and the production of whole IgG and IgG2a were determined by
indirect ELISA. The animals immunized with BL21/rMSP1a had a strong humoral
response (whole IgG and IgG2a), while the mice immunized with BL21/rMSP1b
presented a weak response after three immunizations. Western blotting of whole IgG
was detected against the proteins rMSP1a and rMSP1b. Sera of mice immunized
with BL21/rMSP1a reacted with BL21 and rMSP1a with molecular masses varying
from 70 to 105 kDa and a band of 20 kDa suggesting the break of the protein. Sera
from mice immunized with BL21/rMSP1b reacted with BL21 and rMSP1b in a
molecular mass of 100 kDa. In conclusion, the results confirmed the adhesion
function of rIMSP1a and rMSP1b in the bovine erythrocytes invasion mechanism and
showed the importance of these recombinant proteins in the development of a new
vaccine for the bovine anaplasmosis control. In addition these results also
demonstrated that BL21 containing the rMSP1a and arMSP1b in the outer
membrane are able to produce immune response in mice, and could be supposed
that will also be able to induce protection against the bovine anaplasmosis.

Keywords: Bovine. Anaplasma marginale. Cloning. MSPs.
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1 INTRODUCAO

O Anaplasma marginale é uma Proteobacteria da ordem
Rickettsiales, familia Anaplasmataceae (DUMLER et al., 2001) que causa doenga
febril com anemia severa, abortos e mortes de animais, determinando prejuizos
econdbmicos aos rebanhos bovinos, principalmente, de regides tropicais e
subtropicais (RISTIC, 1977; NAKAMURA et al., 1990).

Nos Estados Unidos, a perda anual causada pela anaplasmose,
devido a morbidade e mortalidade dos animais, é estimada em mais de 300 milhdes
de dolares e na América latina em aproximadamente de 800 milhdes de dodlares
(KOCAN, 2003).

O A. marginale é transmitido biologicamente por carrapatos da
familia Ixodidae (KOCAN et al, 1981), sendo o Boophilus microplus (CANESTRINI,
1887) como principal transmissor na América Latina. A transmissdo mecanica pode
ocorrer pela picada de artrépodes (Tabanideos, Stomoxys calcitrans, mosquitos),
instrumento de castragcdo, descorna e agulhas de vacinagdes contaminadas com
sangue infectado (DIKMANS, 1950; KOCAN et al, 1981; 2003).

Animais que se recuperaram da doenga aguda permanecem
infectados, com parasitemias nao detectaveis em esfregagcos sanguineos
examinados ao microscopio 6ptico, tornando-se importantes reservatérios da doenca
(RICHEY & PALMER, 1990; TORIONI de ECHAIDE et al., 1998; KESSLER, 2001;
KOCAN, 2003).

Sao conhecidas seis proteinas principais de superficie do corpusculo
inicial de A. marginale, que sao denominadas de MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP3,
MSP4 e MSP5 (PALMER, 1989; TEBELE et al., 1991; OBERLE et al., 1993;
ALLEMAN et al., 1996). Estas proteinas sdo antigénicas e induzem a producdo de
anticorpos em animais que sofrem infec¢gao natural ou vacinagdo com corpusculos
iniciais de A. marginale (TEBELE et al., 1991). As proteinas designadas de MSP1a e
MSP1b, MSP4 e MSP5 estdo presentes em isolados de diferentes regides
geograficas (PATARROYO et al., 1994; KNOWLES et al., 1996; KANO et al., 2002),
tornando-as importantes na pesquisa como fonte de imunégenos para o diagndstico
(KNOWLES et al., 1996) e a imunoprofilaxia da infecgdo (PALMER et al., 1989b).
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A MSP1 é um complexo proteico formado pela MSP1a e MSP1b,
com massas moleculares em torno de 105kDa e 100kDa, respectivamente. Estas
proteinas estdo envolvidas na adesao de A. marginale em eritrocitos bovinos e
células de carrapatos, sendo que a MSP1b tem importancia na adesao de eritrocitos
bovinos (McGAREY et al.,, 1994; PALMER et al.,, 1987; McGAREY & ALLRED,
1994).

A imunizagdo de animais com o complexo MSP1 conferiu uma
intensa proliferagdo de células mononucleares de sangue periférico e de células T-
CD4" contra isolados homologos e heterélogos de A. marginale. Esta proliferagéo de
células esta relacionada com a participacéo de epitopos T conservados, que estao
localizados na regido C terminal da MSP1a, que estimula altos niveis de interferon .
Porém, a proliferagdo celular contra a proteina MSP1b n&o foi significantiva. A
resposta humoral foi observada contra as MSP1a e MSP1b (BROWN et al, 2001).

Segundo Garcia-Garcia et al. (2003), a imunizagdo de animais com
antigenos de A. marginale estimulou forte resposta de células B apds a imunizagao
com a MSP1a, inibindo a infec¢gdo em eritrocitos bovinos.

MSP2 e MSP3 sao proteinas codificadas por familia multigene, e
sdo descritas como nao conservadas entre os varios isolados de Anaplasma
marginale (ALLEMAN & BARBET, 1996; PALMER et al., 1994; PALMER et al.,
2000). Estudos epidemiologicos e imunolégicos utilizando diferentes MSPs
revelaram que a proteina MSP5, em particular, apresenta caracteristicas antigénicas
que possibilitam o seu emprego como antigeno em ensaios de diagnostico
soroldégico a anaplasmose bovina conferindo sensibilidade e especificidade aos
testes (KNOWLES et al., 1996; TORIONI DE ECHAIDE et al., 1998).

Dentre as técnicas utilizadas como diagnéstico estdo a Reagdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR), e a técnica de “nested” PCR (nPCR), que
possibilitaram a detecgdo do A. marginale em bovinos durante a fase crénica da
doencga (TORIONI de ECHAIDE, 1998).

Outra técnica utilizada como diagnéstico, € o ensaio
imunoenzimatico por competicdo (CELISA), que tem sido utilizado para pesquisar
anticorpos anti-proteinas de superficie e a sua distribuicdo em diversas regides
geograficas (VIDOTTO et al, 1998).

As vacinas existentes comercialmente, compostas por organismos

mortos, vivos atenuados de A. marginale ou da cepa heteréloga de A. centrale,
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apresentam limitacdes quanto a eficiéncia devido a sua incapacidade de proteger
contra isolados heterdlogos de A. marginale e pela indugcdo de anticorpos que sao
transferidos pelo colostro e causam isoeritrolise dos recém nascidos (KUTTLER et
al., 1984).

A protecdo de animais imunizados com a membrana externa do A.
marginale ou com a proteina purificada, esta associada com o desenvolvimento de
linfécitos T dependente de Interferon y (IFNy) e com altos titulos de imunoglobulina G
(IgG) (BROWN, 1998; PALMER, 1986a; TEBELE, 1991).

Adjuvantes como oligodeoxynucleotideos contendo Citosina
dinucleotideo fosfodiester guanina (CpG ODN) tem induzido &tima resposta,
estimulando a proliferacdo de células B e a indugao de interleucinas 6 e 12 (IL-6, IL-
12) e IFN-y, produzidos pelas células mononucleares do sangue periférico (ZHANG,
2003). Outro adjuvante que tem demonstrado boa resposta imune é o ISCOM, que é
um complexo imunoestimulante composto do adjuvante Quil-A, colesterol e
antigenos anfipaticos que estimulam a resposta imune humoral e celular (GUPTA,
1995).

A imunizagao de bovinos com imundégeno composto de membranas
externas purificadas de A. marginale em matrix Quil-A estimulou altos titulos de
anticorpos para as proteinas individuais e o0s animais imunizados foram
uniformemente protegidos contra o desafio com amostras virulentas (COX &
COULTER, 1997). Entretanto, a extracdo e a purificagdo das proteinas de
membrana (MSPs) nativas de A. marginale em larga escala € praticamente
impossivel. Com isso, a utilizacdo de bactérias recombinantes expressando MSP1a
e MSP1b pode ser uma alternativa para a imunizacdo de bovinos contra a A.

marginale.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Clonar, produzir e caracterizar as proteinas MSP1a e MSP1b recombinantes de A.
marginale e avaliar resposta imune humoral em camundongos imunizados com a
bactéria Escherichia coli (BL21) recombinante expressando as proteinas MSP1a e
MSP1b.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Clonar os genes msp1a e msp1/de A. marginale em vetor de expressao pET102
e pET101/D-TOPO;

e Produzir as MSP1a e MSP1b recombinantes de A. marginale;

e Caracterizar as proteinas recombinantes pela técnica de Western blotting;

e Avaliar a fungdo das MSP1a e MSP1b como adesinas em hemacias de bovinos;

e Comprovar a presencga das proteinas recombinantes na membrana externa da E.
coli BL21 (OMP) pelo teste de imunofluorescéncia.

e Avaliar a resposta imune humoral de camundongos imunizados com a E. coli
recombinante BL21/MSP1a e BL21/MSP1b.
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3ARTIGO 1
“CLONAGEM, PRODUCAO E CARACTERIZACAO ANTIGENICA DAS
PROTEINAS MSP1A E MSP1B RECOMBINANTES DE ISOLADO PARANAENSE
(PR1) DO ANAPLASMA MARGINALE”
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Clonagem, producdao e caracterizacdo antigénica das proteinas MSPla e
MSP1b recombinantes de isolado paranaense (PR1) do Anaplasma marginale

K. Tamekuni'; F.S. Kano'; P.M. Kawasaki'; M. Igarashi'; M.C. Vidotto?; A. C. Ataliba’;
O. Vidotto'

! Depto. Medicina Veterinaria Preventiva/CCA/UEL. 2 Depto. de Microbiologia/CCB/UEL.
Caixa Postal 6001, CEP: 86051-970, Londrina, Pr. E-mail: vidotto@uel.br

Resumo

O Anaplasma marginale é uma bactéria intracelular obrigatéria da familia
Anaplasmataceae, que se multiplica nos eritrécitos de bovinos determinando um
quadro febril e hemolitico que provoca importantes perdas econdmicas a pecuaria
bovina, principalmente, nas regides tropicais e subtropicais. As proteinas MSP1a e
MSP1b formam um complexo antigénico que esta envolvido no processo de adesao
e invaséo de eritrocitos de bovinos e em células intestinais de carrapatos. O objetivo
deste trabalho foi clonar, produzir e caracterizar as proteinas recombinantes MSP1a
e MSP1b (rMSP1a e rMSP1b) do A. marginale. Os genes msp1a e msp1p, de A.
marginale, obtidos pela PCR, foram clonados nos vetores pET102 e pET101/D-
TOPO. Apods a certificagdo da insercdo dos genes nos vetores, as proteinas foram
induzidas com IPTG e purificadas em colunas de resina ligadas ao niquel. No
Western blotting os soros anti-rMSP1a e anti-rMSP1b produzidos em coelhos
reagiram com a rMSP1a e a rIMSP1b separadas em SDS-PAGE, mostrando massas
moleculares de 70kDa a 105kDa e 100kDa, respectivamente. A BL21/rMSP1a e a
BL21/rMSP1b aglutinaram hemacias de bovinos e esta hemaglutinacao foi inibida na
presenca de IgY anti-rMSP1a e anti-rMSP1b, confirmando a fungdo de adesao
destas proteinas. A reacao de IFI realizada com as IgY anti-rMSP1a e anti-rMSP1b,
produzidas em galinhas, demonstraram a presenga destas proteinas na membrana
externa das E. coli BL21 recombinantes. Os resultados deste trabalho confirmam a
funcdo das MSP1a e MSP1b como adesinas no processo de invaséo de eritrocitos e
evidenciam a importancia destas proteinas na elaboracdo de uma vacina de

subunidades para o controle da anaplasmose bovina.

Palavras-chave: Anaplasma marginale, clonagem, MSP1a, MSP1b, IgY
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Abstract

The Anaplasma marginale is a bacteria of the Anaplasmataceae family that have a
obligate intraerythrocytic multiplication and causes important economic loss in
tropical and subtropical areas, due to high morbidity and mortality in susceptible
cattle. This disease is characterized by severe anemia and fever. The Anaplasma
marginale major surface protein 1 (MSP1) complex is formed by MSP1a and MSP1b.
MSP1a was shown to be an adhesin for bovine erythrocytes and tick cells and
MSP1b is adhesin only for the bovine erythrocytes. This work aims the production
and characterization of the MSP1a and MSP1b recombinants of A. marginale. The
msp1a and msp1/ gene were cloned, using PCR with DNA of A. marginale from
Parana isolated, into vectors pET102 and pET101/D-TOPO. After certification of the
recombinant vectors construction, they were transformed into E. coli BL21 Star and
the proteins were expressed on E. coli BL21Star after induction by IPTG and purified
in resin charged with the nickel ion. Antibodies anti-MSP1a and anti-MSP1b reacted
with rIMSP1a and MSP1b showing a molecular mass of 70 kDa to 105 kDa and 100
kDa, respectively. Bovine erythrocytes were agglutinated by BL21/rMSP1a and
BL21/rMSP1b and, this agglutination was inhabited by the presence of the IgY anti
rMSP1a, confirming the adhesion function of these proteins. Additionally, using the
IgY anti rMSP1a and rMSP1b in a IFI, it was confirmed the presence of rMSP1a and
rMSP1b on the outer membrane of the recombinant E. coli BL21. In conclusion, the
results confirm the adhesion function of rMSP1a and rMSP1b in the bovine
erythrocytes invasion mechanism and show the importance of these recombinant

proteins in the development of a new vaccine for the bovine anaplasmosis control.

Keywords: Anaplasma marginale, cloning, MSP1a, MSP1b, IgY
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INTRODUCAO

A anaplasmose bovina € uma enfermidade causada pelo Anaplasma
marginale pertencente, a familia Anaplasmataceae (DUMLER et al., 2001). Este é
um patégeno de multiplicagao intraeritrocitica obrigatéria e causa importantes perdas
econdmicas, principalmente nas regides tropicais e subtropicais, devido ao quadro
febril e hemolitico com anemia grave que determina altas taxas de morbidade e
mortalidade em animais suscetiveis, (RICHEY & PALMER, 1990; KESSLER et al,
1992; KOCAN et al., 2003).

O corpusculo inicial Anaplasma marginale é formado por seis proteinas
principais de superficie designadas de MSP1, MSP2, MSP3, MSP4 e MSP5
(PALMER, 1989; TEBELE et al., 1991; OBERLE et al., 1993; ALLEMAN et al., 1996).
Estas proteinas sdo antigénicas e induzem a produgédo de anticorpos em animais
que sofrem infecgado natural ou vacinagdo com corpusculos iniciais de A. marginale
(TEBELE et al., 1991).

A MSP1a e MSP1b compdem o complexo protéico MSP1. A MSP1a é
codificada por um unico gene msp1a e a MSP1b codificada por dois genes msp131
e msp1B2 (BARBET et al., 1987; CAMACHO-NUEZ et al., 2000; de la FUENTE et
al., 2005). A MSP1a apresenta massa molecular variavel entre diferentes isolados de
A. marginale, em funcdo da variagdo do numero de repeticbes de 28 ou 29
aminoacidos, localizados na porgdo amino terminal da proteina (ORBELE et al.,
1988; ALLRED et al., 1990). Estas repeticbes determinam epitopos que séao
conservados em diversos isolados de A. marginale (MCGAREY et al., 1994;
PALMER et al., 1987; ALLRED et al., 1990; KANO et al., 2002).

Estas proteinas MSP1a e MSP1b tém como fungcdo a adesdo e invasao

celular; a MSP1a esta relacionada com o mecanismo de invasdao em células
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intestinais de carrapatos e eritrocitos bovinos e a MSP1b apenas com a invasdo em
eritrocitos bovinos (McGAREY et al.,, 1994; McGAREY & ALLRED, 1994; de la
FUENTE, 2003).

O complexo protéico MSP1 induziu intensa proliferagdo de células
mononucleares de sangue periférico e células TCD4" em bovinos inoculados com
isolados homdlogos e heterélogos de A. marginale (PALMER et al., 1989a; BROWN
et al, 2001). A proliferacdo de células mononucleares esta relacionada com a
participacado de epitopos T conservados, que estido localizados na regiao C terminal
da MSP1a, os quais estimulam altos niveis de interferon y. Entretanto ha uma fraca
resposta imune celular contra a MSP1b. Uma intensa resposta imune humoral foi
observada contra as MSP1a e MSP1b (BROWN et al, 2001).

O objetivo deste trabalho foi clonar, produzir e caracterizar as proteinas

rMSP1a e rMSP1b do isolado paranaense de A. marginale.
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MATERIAL E METODOS
Extracdo de DNA de Anaplasma marginale e Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR)

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com o Kit Puregene Genta
System®, utilizando sangue isolado de um bezerro Holandés parasitado com

Anaplasma marginale da regido de Londrina (PR1) (KANO et al., 2002).

A amplificacéo dos genes msp1a € msp14 foi obtida pela técnica de PCR,
utilizando os oligonucleotideos iniciadores (primers) confeccionados a partir de
sequéncias cadastradas no GenBank (N° M32871; N° M59845). Na posi¢ao 5 dos
primers diretos foi adicionada a sequéncia CACC, que é complementar ao vetor
pET101/D-TOPO e pET102/D-TOPO, e nos primers reverso foram removidos os
codons de parada. mspl1a F: 5 CACCATGTCAGCAGAGTATGTG 3 e R: %
CGCCGCCGCGTGCGCC 3'; msp1p F: 5 CACCATGACAGAAGACGACAA 3’ e R:

5’CCTAGACCAACCAGAAGACTGC 3

Na reacao de amplificacdo do DNA, utilizou-se 20 pmoles de cada Primer,
10 mM dioxinucleotideo trifosfato, 1,5 mM MgCl,, uma unidade de Pfx DNA
polimerase Platinum® (Invitrogen Life ThecnologiesTM), tampéo da PCR 1x (40 mM
Tris-HCI pH 8,0, 100 mM KCI) . As condi¢cbes de amplificagao do gene msp1a foram:
uma desnaturagao inicial de 94 °C por 5 min, seguidos por 30 ciclos de 1 min a
94°C, 55 °C e 68 °C e finalizado com extensao realizada a 68 °C por 7 min. As
condicbes de amplificacdo do gene msp1B foram semelhantes, exceto na
temperatura de anelamento que foi de 63 °C.

A sequéncia parcial do gene msp1a amplificado a partir do isolado de A.

marginale PR1 esta cadastrado no GenBank (acesso N° AY602768).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=142160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=142172
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=47558826
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Clonagem, producdo e purificagdo das proteinas MSP1a e MSP1b

Os fragmentos de DNA que expressam a MSP1a e a MSP1b, foram
clonados em vetor de expressdao pET102/D-TOPO e PpET101/D-TOPO,
respectivamente, segundo as especificacbes do fabricante (Invitrogen Life
Thecnologies™).

Estes plasmidios recombinantes foram transformados em E. coli TOP10
competente e extraidos pela técnica de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1990), e
entdo submetidos a PCR e a digestdo com endonuclease de restricao para verificar
a presencga dos genes inseridos nos vetores. O plasmidio pET102/msp1a foi clivado
com enzima Bgl Il e o plasmidio pET101/msp1b com a enzima Acc | e visualizados
em gel de agarose 0,8%. Apds a confirmacao da presenga dos genes, os plasmidios
recombinantes foram utilizados para transformacgéo em E. coli BL21 Star (DE3) One
Shot, para expressao das proteinas recombinantes.

As bactérias E. coli BL21 recombinantes foram cultivadas, até atingir a
densidade optica (DOego) de 0,5 para induzir a expressao da proteina pela adi¢ao de
Isopropil-thio-D-Galactoside (IPTG) na concentragdo de 1mM. O tempo adequado de
inducdo da expressao das proteinas foi de aproximadamente 4 h. A cultura foi
centrifugada e lisada por sonicagao e congelamento em nitrogénio liquido. Esta
suspensao foi centrifugada, e o sobrenadante foi utilizado na purificagdo protéica
utilizando coluna de resina ligada ao niquel (QIAGEN - Integrated Solutions for the
Life Sciences), segundo o protocolo do fabricante. A concentracdo de proteinas foi

determinada pelo método de Bradford (1976).


http://www.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/
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Producéo de soro hiperimune em coelhos e de IgY em galinhas

Os procedimentos realizados nos animais foram aprovados pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal - CEEA n° 47/05, processo n° 26957/05.

Para a producao de soro hiperimune foram utilizados dois coelhos da racga
Nova Zelandia, com idade entre 60 e 70 dias, e para producdo de IgY foram
utilizadas duas galinhas da linhagem Shaver, para cada proteina recombinante.

Cada animal recebeu trés inoculagdes de 100 ug de proteina, sendo nos
coelhos por via subcutanea e nas galinhas via intramuscular, com intervalo entre as
imunizagdes de 14 dias. Na primeira imunizagao utilizou-se adjuvante completo de
Freund (Sigma-Aldrich) e nas demais imunizagdes, utilizou-se adjuvante incompleto
de Freund (Sigma-Aldrich).

Nos coelhos foi colhida uma aliquota de sangue cinco dias apos a ultima
imunizacdo, para a certificacdo da produgao de anticorpos pela técnica de Western
blotting. Com a confirmagdo da produgéo de anticorpos anti-MSP1a e anti-MSP1b, a
colheita de sangue foi realizada por via intracardiaca para obteng¢ao do soro.

A colheita de ovos foi realizada diariamente, no periodo entre uma
semana anterior a primeira imunizagao (pré-imune) até duas semanas apos a ultima
inoculagédo (-7 até 42 dias). A extragdo de IgY dos ovos foi realizada segundo a
técnica de precipitagao de IgY com polietilenoglicol (POLSON, et al., 1980). A gema
foi separada da clara e a pelicula protetora removida e adicionado tampao fosfato de
sédio (100 mM Nay;HPO4 pH 7.6). Entédo cloroférmio foi adicionado até formar uma
massa semi-solida e centrifugada, o sobrenadante foi colhido e decantado com
PEG-6000 (polietilenoglicol). O produto foi novamente centrifugado e o sedimento foi

ressuspensso com 2 ml de tampao fosfato de sédio e estocado a - 20 °C.


http://www.sigma-aldrich.com.br/
http://www.sigma-aldrich.com.br/
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As extracdes da IgY pré e pds-imune foram previamente adsorvidas com
a E. coli BL21 Star para realizagao dos testes de inibicdo da hemaglutinacao e

imunofluorescéncia indireta.

Deteccdo de anticorpos contra MSPla e MSPlb, pela técnica de Western
blotting

As proteinas recombinantes e as extragcdes de proteinas de membrana
externa da E. coli BL21 recombinante (MORONA AND REEVES, 1981).
Posteriormente, as proteinas foram transferidas para a membrana de nitrocelulose
(Amersham Biosciences 0.45um). A membrana foi bloqueada durante 1 h em
tampéo de bloqueio (PBS + 0.1% Tween 20 + 5% leite em pd desnatado). Em
seguida, foi incubada com os soros pré e pos-imunes de coelhos anti-MSP1a e anti-
MSP1b (nas diluicbes de 1:5000) e com as extra¢des de IgY pré-imune e pos-imune
(na diluicdo de 1:2000). E novamente incubada com proteina G (1:5000) para soro
de coelho e, anti-IgY de galinha marcado com peroxidase. ApOs cada etapa descrita
acima foram realizadas trés lavagens por 10 min com PBS-T (PBS + 0,1% tween
20). As membranas foram reveladas por quimioluminescéncia (ECL — NEN® Life

Science Products).

Teste de imunofluorescéncia indireta (IFI) utilizando IgY em E. coli
recombinantes

As E. coli BL21 recombinantes foram crescidas em LB caldo e induzidas
para expressar as proteinas MSP1a e MSP1b. As bactérias foram sedimentadas,

lavadas com PBS pH 7.2 e ressuspendidas para a confecgdo de laminas contendo
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as bactérias recombinantes, que foram fixadas em metanol por 15 min e em acetona
por 1 min.

As laminas foram bloqueadas em PBS contendo 1% de soro albumina
bovina (SAB) durante 10 min. Em seguida, as laminas foram incubadas durante 60
min com as extragdes de IgY pré e pos-imune nas diluicdes 1:200, 1:400 e 1:800
em PBS contendo 1% de SAB. As laminas foram lavadas trés vezes em PBS e
incubadas com anticorpo secundario marcado com isotiocianato de fluoresceina
(FITC-anti-chicken, Sigma, diluido em 1:1000 em PBS com 1% de SAB) por 30 min e

lavadas trés vezes em PBS. A leitura foi realizada em microscoépio epifluorescente.

Hemaglutinacao

Hemaglutinacao in vitro (HA)

O sangue utilizado para a realizagao de HA e HI foram colhidos sangue
de bovino Holandés negativo para Anaplasma marginale, que foi mantido isolado em
uma baia. O sangue foi acondicionado em frasco contendo anticoagulante elsever
na propor¢cao de 1:1, lavadas cinco vezes em PBS pH 7.2 e fixadas em PBS
contendo Glutaraldeido a 1% durante 12 h, a 4 °C. As células fixadas foram lavadas
quatro vezes em PBS e centrifugadas quatro vezes com agua destilada estéril. As
hemacias fixadas foram estocadas em PBS contendo 1.54 uM de NaNs; (Azida
Sadica) e estocadas a 4 °C até o momento do uso.

A HA foi realizada adicionando-se 5 x 10" heméacias/ml em 2 x 10° células
de E. coli. Apos a homogeneizagdo, as células foram incubadas a 37 °C sem
agitacado por 30 min, lavadas em PBS e ressuspenssas com 0 mesmo volume para

a confeccéo do esfregaco sanguineo. As Iaminas foram fixadas com metanol por 15
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min e corada pelo Giemsa. As porcentagens de hemaglutinagdo foram realizadas

calculando-se o numero de bactérias aderidas nas hemacias (JAY et al., 2004).

Inibicdo de Hemaglutinacéo in vitro (HI)

A HI foi realizada utilizando IgY pds-imune e adicionados em 2 x 10°
células de E. coli recombinantes expressando as proteinas MSP1a e MSP1b. As IgY
foram diluidas em 1:2, 1:5 e 1:10 e incubadas a 37 °C, por 30 min. Posteriormente, 5
x 10" hemacias/ml foram adicionadas e novamente incubadas a 37 °C, por 30 min. O
material foi lavado com PBS e ressuspendido com o mesmo volume anterior e
realizado esfregaco sanguineo, fixado com metanol por 15 min e corado pelo

Giemsa (JAY et al, 2004).



27

RESULTADOS
Clonagem, expressdo e caracterizacdo das proteinas MSPla e MSPlb
recombinantes

A Figura 1 mostra a confirmacgéo da inser¢cédo dos genes msp7a e msp13
de A. marginale nos plasmidios pET102 e pET101, respectivamente. O plasmidio
pET102/msp1a recombinante clivado com a enzima Bgl/ Il apresentou tamanho
molecular de 8.5Kb, sendo 6.3Kb do tamanho do vetor e 2.2Kb do gene msp1a. O
gene msp1a foi amplificado pela PCR com tamanho molecular de 2.2Kb a partir
deste plasmidio recombinante. O plasmidio pET101/msp18 recombinante, ao ser
linearizado apresentou tamanho molecular de 7.7Kb, sendo 5.7Kb o tamanho do
vetor e 2Kb do gene msp1B. O gene msp1B foi amplificado com o tamanho
molecular de 2.0Kb a partir do plasmidio pET101/msp1B. As proteinas induzidas
rMSP1a e rMSP1b foram recuperadas do sobrenadante do lisado das bactérias, o
que as caracteriza como proteinas soluveis.

As Figuras 2 e 3 demonstram a indugéo das rMSP1a e rMSP1b e suas
reatividades contra soros hiperimunes de coelhos pelo Western blotting. As
proteinas recombinantes purificadas, as proteinas de membrana externa da BL21
recombinante (OMP) e a BL21/rMSP1a induzida, foram observadas no SDS-PAGE,
caracterizadas por massas moleculares entre 70 a 105 kDa (Fig. 2A).

O soro anti-MSP1a produzido em coelhos reagiu contra a BL21/rMSP1a
induzida, rMSP1a, OMP e corpusculos iniciais de A. marginale do isolado PR1, com
massas moleculares variando de 70kDa a 105kDa (Fig. 2B).

A inducdo da rMSP1b, a rMSP1b purificada e a OMP foram observadas
no SDS-PAGE com a massa molecular de 100kDa (Fig. 3A). No Western blotting, a

BL21/rMSP1b induzida, a proteina rMSP1b, a OMP e o corpusculo inicial de A.
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marginale (PR1), reagiram com o soro anti-MSP1b de coelho apresentando massa
molecular de 100kDa (Fig. 3B).

Na figura 4 podem ser visualizados os resultados do Western blotting das
IgY pés-imunes especificas contra a rMSP1a e rMSP1b reagindo com as rMSP1a e
rMSP1b purificadas com massas moleculares de 70 a 105kDa e 100kDa,
respectivamente. As IgY pré-imunes nao reagiram contra estas proteinas

recombinantes.

Andlise da expressao das rMSPla e rMSP1b na membrana externa de E. coli
recombinantes pela IFI

A Figura 5 mostra a reatividade das IgY anti-rMSP1a e anti-rMSP1b pds-
imunes, pela IFl, com BL21/rMSP1a e BL21/rMSP1b, respectivamente. As IgY pos-
imunes das aves inoculadas com ambas as proteinas foram reativas na diluicao de
1:800, enquanto as pré-imunes foram todos negativos. Nenhuma reacgédo foi
observada quando se utilizou IgY anti-MSP1a em BL21/rMSP1b e IgY anti-MSP1b
em BL21/rMSP1a. O mesmo aconteceu quando IgY anti-MSP1a e anti-MSP1b foram
incubadas com BL21 e com as IgY pré-imunes incubadas com BL21, BL21/rMSP1a

e BL21/rMSP1b (Tabela 1).
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Avaliacdo da participacdo das MSPla e MSP1b como adesinas em hemacias de
bovinos pelas técnicas de HA e HI in vitro

As Figuras 6 e 7 mostram esfregaco de hemacias, utilizadas nos testes de
HA e HI coradas pelo Giemsa, onde podem ser visualizadas as bactérias
BL21/rMSP1a e BL21/rMSP1b aderidas aos eritrocitos. A HA com a BL21/rMSP1a
apresentou 59,7% bactérias recombinantes aderidas as hemacias e com a
BL21/rMSP1b 53,9% de aglutinagdo. O controle negativo, representado pela BL21,
apresentou apenas 10% de aglutinacao (Fig. 6).

Na HI utlizando IgY anti-MSP1a e anti-MSP1b, as bactérias
BL21/rMSP1a apresentaram hemaglutinagcdo de 5,3% e a BL21/rMSP1b 9,2%.
Como controle negativo da reacdo foi utilizado PBS, no qual a média da
porcentagem de hemaglutinagéo foi de 55,8% com a BL21/rMSP1a e 48,5% com a

BL21/rMSP1b (Fig.7).
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DISCUSSAO

Imunizagdes em bovinos utilizando as proteinas MSP1a e MSP1b
mostraram protecdo contra isolados homélogos e heterélogos de A. marginale,
sugerindo que estas proteinas sao importantes para o desenvolvimento de uma
vacina de subunidade contra a anaplasmose bovina (PALMER et al., 1989;
MCGAREY, 1994; BROWN et al., 2001).

Os plasmidios recombinantes ao serem submetidos a PCR amplificaram
os genes mspla e msp1B com tamanho molecular esperado, que confirma a
presencga do gene no vetor. A rMSP1a e a rMSP1b, obtidas da clonagem dos genes
especificos do isolado PR1 de A. marginale, mantiveram a antigenicidade na
imunizagdo dos coelhos, uma vez que os anticorpos produzidos reagiram pelo
Western blotting com as proteinas nativas do corpusculo inicial do A. marginale.

A proteina MSP1a possui repeticdes que variam de 28 a 29 aminoacidos
localizados na porgao amino terminal (ORBELE et al., 1988; ALLRED et al., 1990).
Os soros hiperimunes de coelhos e IgY das aves reagiram com a rMSP1a
caracterizada neste trabalho, evidenciando proteinas com massas moleculares de
70 a 105kDa. As proteinas rMSP1a e rMSP1b expressas em E. coli estdo presentes
na superficie das bactérias, como evidenciadas pelas técnicas IFI e Western blotting
da OMP das E. coli BL21/ pET102-msp1a e BL21/pET101-msp1b.

Trabalho descrito por de la FUENTE et al (2003) demonstrou por IFI, a
expressao da proteina MSP1a na membrana da E. coli recombinante. Porém ao
realizar a IFI com MSP1a sem a porgdo das repeticbes obtiveram pouca
fluorescéncia, mostrando que a regido das repeticbes da proteina MSP1a é

necessaria para a adesao em células de carrapatos e eritrocitos bovinos.
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As bactérias BL21/pET102-msp1a e BL21/pET101-msp1b aglutinaram as
hemacias bovinas e a IgY pds-imunes contra a MSP1a e a MSP1b inibiram esta
reacado, demonstrando que MSP1a e MSP1b tem a funcdo de adesao em eritrécitos
bovinos. Estes resultados estdo de acordo com MCGAREY & ALLRED (1994), os
quais sugeriram que eritrocitos bovinos possuem receptores de superficie que
interagem com as hemaglutininas do A. marginale. A associagao entre as proteinas
MSP1a e MSP1b é essencial para completar a funcdo de adesao, devido a
conformagao molecular destes polipeptideos na superficie da bactéria. Acredita-se
que a associagao destas duas proteinas tem agao sinérgica, devido ao aumento de
numero de células aderidas em hemacias bovinas em relagdo a utilizagdo das
proteinas isoladas (MCGAREY et al., 1994).

Anticorpos anti-MSP1a reduzem a infectividade de A. marginale em
células de carrapatos in vitro e in vivo (de la FUENTE et al, 2003). Portanto, os
anticorpos anti-MSP1a produzidos em bovinos, além de inibirem a adesdo nos
eritrécitos, poderiam também controlar a infeccdo em carrapatos e,
consequentemente, controlar a transmissdo da anaplasmose bovina. Os resultados
deste trabalho ratificam a fungdo das MSP1a e MSP1b como adesinas no processo
de invasao de eritrécitos e evidenciam a importancia destas proteinas na construgao

de uma vacina de subunidades para o controle da anaplasmose bovina.
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Tabela 1: Reacdo da IgY em E. coli BL21 expressando as proteinas recombinantes

pela técnica de Imunofluorescéncia Indireta.

lgY BL21/MSP1a BL21/MSP1b BL21

Pré-imune MSP1a - - -

Pré-imune MSP1b - - -

Imune MSP1a + - -

Imune MSP1b - + -

< 7,7Kb

L1 20Kb

Figura 1 - Perfil eletroforético em gel de agarose a 1% das clivagens dos plasmidios
recombinantes com as endonucleases de restricdo e amplificagdo dos genes a partir do
plasmidio recombinante. Painel A: Clivagem do pET102/msp1a com Bgl |l - canaleta 1:
padrao molecular A hind, 2: pET102/msp1a nao clivado; 3: pET102/msp1a clivado com
Bgl! 11, 4: Amplificagdo do gene msp1a a partir do plasmideo pET102/msp71a. Painel B:
pET101/msp1b com a enzima Acc | - canaleta 1: padrdo molecular A hind, 2:
pET101/msp1b nédo clivado; 3: pET101/msp1b clivado com Acc |, 4. Amplificacdo do
gene msp1B a partir do plasmideo pET101/msp18.
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Figura 2 - Painel A: Gel de poliacrilamida a 10% corado pelo Comassie blue ilustrando a
indugdo da rMSP1a, a rMSP1a purificada e a extragdo de membrana externa (OMP) -
canaleta 1: BL21/rMSP1a néo induzido; 2: BL21/rMSP1a induzido; 3: rMSP1a purificada; 4:
OMP de BL21 expressando rMSP1a. Painel B: Western blotting com soro de coelho anti-
MSP1a - canaleta 1: BL21; 2: BL21/rMSP1a nao induzida; 3: BL21/rMSP1a induzido; 4:
OMP de BL21 expressando rMSP1a; 5: rMSP1a purificada; 6: Corpusculo inicial de A.
marginale do isolado PR1.

130 kDa

Figura 3 - Painel A: Gel de poliacrilamida a 10% corado pelo Comassie blue ilustrando a
indugdo da rMSP1b, a rMSP1b purificada e a extragdo de membrana externa (OMP) -
canaleta 1: BL21/rMSP1b n&o induzido; 2: BL21/rMSP1b induzido; 3: rMSP1b purificada; 4:
OMP de BL21 expressando rMSP1b. Painel B: Western blotting com soro de coelho anti-
MSP1b - canaleta 1: BL21; 2: BL21/rMSP1b ndo induzido; 3: BL21/rMSP1b induzida; 4:
OMP de BL21 expressando rMSP1b; 5: rMSP1a purificada; 6: Corpusculo inicial de A.
marginale do isolado PR1
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Figura 4 - Western blotting utilizando IgY pré-imune e pés imune contra rMSP1a e MSP1b.
Painel A: canaleta 1: rMSP1a + IgY pré-imune; canaleta 2: rMSP1a + IgY pds-imune contra
rMSP1a. Painel B: canaleta 1: rMSP1b + IgY pré-imune; canaleta 2: rMSP1b + IgY pés-
imune contra rIMSP1b.

-

Figura 5 - Imunofluorescéncia Indireta (IFl), observada em aumento de 100x utilizando IgY
pos-imunes contra as bactérias BL21 expressando as proteinas rMSP1a e rMSP1b. A: IgY
pré-imune em lamina contendo BL21/MSP1a; B: IgY pés-imune contra proteina
recombinante MSP1a em lamina contendo BL21/fMSP1a; C: IgY pré-imune em lamina
contendo BL21/rMSP1b; D: IgY pds-imune contra proteina recombinante MSP1b em Iamina
contendo BL21/rMSP1b.
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Figura 6 - Fotomicrogafia de esfregagcos de hemacias utilizadas na Hemaglutinacao in vitro
corados pelo Giemsa (objetiva de 100x) utilizando, as BL21/rMSP1a e BL21/rMSP1b e a
BL21 ndo recombinante. A: BL21/MSP1a aderidas em hemacias de bovino; B:
BL21/rMSP1b aderidas em hemacias de bovino; C: BL21 ndo aderidas nas hemacias.

»
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Figura 7 - Fotomicrogafia de esfregacos de hemacias utilizadas na Inibicdo de
hemaglutinacao in vitro, corados pelo Giemsa (objetiva de 100x), utilizando as IgY poés-
imune contra as rMSP1a e rMSP1b. A: BL21/rMSP1a + IgY imune; B: Controle negativo
(PBS) + BL21/rMSP1a; C: BL21/rMSP1b + IgY imune; D: Controle negativo (PBS) +
BL21/rMSP1b.
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Avaliacdo da respostaimune de camundongos Balb/c imunizados com E. coli
BL21 expressando MSP1a e MSP1b recombinantes de Anaplasma marginale

K. Tamekuni’; *; F.S. Kano'; P.M. Kawasaki'; M. Igarashi'; J.L. Garcia®; M.C. Vidotto? ; O.
Vidotto!
! Depto. Medicina Veterinaria Preventiva/CCA/UEL. 2 Depto. de Microbiologia/CCB/UEL.
® Depto de Ciéncias Biologicas/fUNICENTRO.
Caixa Postal 6001, Cep:86051-970, Londrina, Pr. E-mail: vidotto@uel.br

Resumo

O Anaplasma marginale € o agente anaplasmose bovina que pertence a familia
Anaplasmataceae. A doenga é de ocorréncia mundial, com maior frequéncia nas
regides tropicais e subtropicais, gerando grandes perdas econémicas a pecuaria
bovina. O A. marginale possui seis proteinas principais de superficie (MSP1a,
MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4, MSP5). ). A proteina MSP1a tem como funcéo a
adesao em eritrocitos bovinos e células intestinais de carrapatos e a MSP1b adere
apenas em eritrocitos bovinos. Estas proteinas formam o complexo protéico MSP1,
cujas massas moleculares sdo de 105kDa para MSP1a e 100kDa para MSP1b O
objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta imune humoral em camundongos
imunizados com E. coli BL21 recombinante expressando as MSP1a e MSP1b (BL21/
MSP1a e MSP1b) de A. marginale. Os animais imunizados com BL21/rMSP1a
tiveram uma forte resposta humoral (IgG total e 1gG2a), enquanto que os
camundongos imunizados com a BL21/MSP1b apresentaram fraca resposta apos as
trés primeiras imunizacgoes. Pelo Western blotting foi detectado resposta de IgG total
contra as proteinas rMSP1a e rMSP1b. Soros de camundongos imunizados com
BL21/rMSP1a reagiram com a BL21 e rMSP1a com massas moleculares variando
de 70 a 105 kDa e uma banda de 20 kDa sugerindo a quebra da proteina. Soros de
animais imunizados com a BL21/rMSP1b reagiram BL21 e rMSP1b com massa
molecular de 100 kDa. Estes resultados demonstram que as BL21 contendo as
rMSP1a e arMSP1b na membrana externa sdo capazes de produzir resposta imune

em camundongos.

Palavras-chave: Anaplasma marginale, MSP1a, MSp1b, Escherichia coli, IgG total,
lgG2a.
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Abstract

Anaplasma marginale (Rickettsiales: Anaplasmataceae), is a pathogen that cause
bovine anaplasmosis. This disease occurs in the entire world, and it is more frequent
in tropical and subtropical areas, causing important economic losses in cattle
production. Six Major Surface Protein (MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4, MSP5)
have been identified in A. marginale. The function of these is the adhesion in bovine
erythrocytes and tick cells. The molecular mass of the MSP1a is 105kDa and of the
MSP1b is 100kDa. The objective is the production of a vaccine, using E. coli BL21
expressing the recombinants proteins (MSP1a and MSP1b) of Anaplasma marginale.
The recombinants plasmids pET102/msp1a e pET101/msp1p was transformed with
the competent bacteria E. coli BL21 and the recombinant proteins MSP1a e MSP1b
was expressed on E. coli BL21Star after induction by IPTG. Balb/c were immunized
with BL21 expressing rMSP1a and rMSP1b proteins, and the production of whole IgG
and IgG2a were determined by indirect ELISA. The animals immunized with
BL21/rMSP1a had a strong humoral response (whole IgG and IgG2a), while the mice
immunized with BL21/rMSP1b presented a weak response after the first three
immunizations. Western blotting of whole IgG was detected against the proteins
rMSP1a and rMSP1b. Serum of mice immunized with BL21/rMSP1a reacted with
BL21 and rMSP1a with molecular masses varying from 70 to 105 kDa and a band of
20 kDa suggesting the break of the protein. Sera of animals immunized with
BL21/rMSP1b reacted with BL21 and rMSP1b in a molecular mass of 100 kDa.
These results demonstrate that BL21 containing the rMSP1a and rMSP1b in the
outer membrane are able to produce immune response in mice, and could be

supposed that will also be able to induce protection against the bovine anaplasmosis.

Keywords: Anaplasma marginale, MSP1a, MSp1b, Escherichia coli, whole IgG,
lgG2a.
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INTRODUCAO

O Anaplasma marginale pertencente a familia Anaplasmataceae é
responsavel pela anaplasmose bovina (DUMLER et al, 2001). Esta doenca ocorre
mundialmente, sendo mais grave nas regides tropicais e subtropicais, determinando
perdas econdmicas elevadas a pecuaria bovina (RICHEY & PALMER, 1990).

O A. marginale possui seis proteinas principais de superficie
denominadas MSPs, designadas de MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4, MSP5
(PALMER, 1989 TEBELE et al., 1991; OBERLE et al., 1993; ALLEMAN et al., 1996).
A proteina MSP1a tem como funcdo a adesdao em eritrécitos bovinos e células
intestinais de carrapatos e a MSP1b adere apenas em eritrocitos bovinos. Estas
proteinas formam o complexo protéico MSP1, cujas massas moleculares séo de
105kDa para MSP1a e 100kDa para MSP1b (McGAREY et al., 1994; PALMER et al.,
1987; McGAREY & ALLRED, 1994).

A proteina MSP1a é codificada, por um unico gene msp71a e a MSP1b por
uma familia multigénica, os genes mspi1B1 e msp1B2, que apresentam uma
pequena variagao nas sequéncias das proteinas MSP1b1 e MSP1b2 durante as
fases de multiplicagcdo em bovinos e carrapatos (OBERLE et al, 1988).

O gene msp1a que codifica a proteina MSP1a foi identificado apenas em
A. marginale (LEW et al, 2002). A proteina MSP1a apresenta massa molecular
variavel entre os diferentes isolados, devido a presenga de um numero variavel de
regides repetitivas de 28 ou 29 aminoacidos na regidao N-terminal (ALLRED et al.,
1990; OBERLE et al., 1993). Estas regides possuem epitopos sensiveis a
neutralizagdo os quais sao conservados entre os diferentes isolados (PALMER et al,

1987; ALLRED et al., 1990; KANO et al, 2002)
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A vacinacdo de bovinos pode ser uma alternativa econémica para
controlar a anaplasmose bovina, porém as vacinas existentes comercialmente
apresentam limitagdes na protecdo dos rebanhos contra isolados heterdlogos de A.
marginale e pela indugdo de anticorpos que sao transferidos ao colostro,
determinando a isoeritrélise em bezerros recém nascidos (KUTTLER et al., 1984).
Outra desvantagem da vacina viva é o risco de introdugdo de outros patdégenos
existentes no sangue utilizado na producao da vacina (PALMER, 1989; KOCAN et
al., 2000).

Bovinos imunizados com o complexo protéico MSP1 tém mostrado
proliferacdo de células T-CD4" e interferon-y contra isolados homdlogos e
heterélogos de A. marginale. Esta proliferagdo de interferon-y esta relacionada a
presenca de epitopos T na regido C-terminal da proteina MSP1a, e uma fraca
resposta celular contra a proteina MSP1b (BROWN et al, 2002).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a resposta imune em
camundongos Balb/c imunizados com E. coli recombinante, expressando a MSP1a e

a MSP1b de A. marginale.
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MATERIAL E METODOS
Amostras bacterianas

Para obtencado da E. coli BL21 expressando as proteinas recombinantes
foram realizadas as transformagdes da bactéria E. coli BL21 Star (DE3) One Shot
competente com plasmidios recombinantes pET102/msp1a e pET101/msp1B que
expressam as proteinas MSP1a e MSP1b, respectivamente (Tamekuni et al., 2006
nao publicado). A bactéria foi incubada com os plasmidios em gelo e posteriormente
aquecido em banho-maria por 30 s, a 42 °C e rapidamente transferida ao gelo. Apds
este processo, adicionou-se 250 ul de meio SOC e incubou-se por 30 min em estufa
a 37 °C, sob forte agitagdo. Apds a transformacgio, as bactérias recombinantes
BL21/rMSP1a e BL21/rMSP1b foram cultivadas em Luria Bertani (LB) caldo a 37 °C,
durante 12 h sob agitagdo. Esta cultura foi repicada em meio LB caldo contendo
ampicilina na diluicdo 1:100 para induzir a expressao das proteinas. A indugao
protéica foi estimulada pela adi¢do de Isopropil-thio-D-Galactoside (IPTG), quando a
cultura atingiu a densidade optica (D.O.s00nm) entre 0,5 - 0,8. A cultura foi mantida
por 4 h de crescimento e depois centrifugada.

O sedimento de bactérias foi lavado e ressuspendido em PBS, pH 7,2,
cuja concentragao final das bactérias para a inoculagéo foi de 10° CFU (Unidades

formadoras de colbnias) (Heller et al. 1990).
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Imunizagdo de camundongos Balb/c com E. coli BL21 expressando as
proteinas MSPla e MSP1b recombinantes

Foram utilizados camundongos isogénicos Balb/c fémeas com peso entre
18 a 20g. Os animais foram separados aleatoriamente em seis grupos contendo
sete animais em cada grupo. O grupo 1 (G1) recebeu 100 ul de salina (grupo
controle negativo), o grupo 2 (G2) recebeu 100 pug de corpusculos iniciais de A.
marginale do isolado PR1, o grupo 3 (G3) 10° UFC de E. coli BL21/fMSP1a, o grupo
4 (G4) recebeu 10° UFC de E. coli BL21/rMSP1b, o grupo 5 (G5) 10° UFC de E. coli
BL21/rMSP1a e E. coli BL21/rMSP1b e o grupo 6 (G6) 10° UFC de E. coli BL21.
Cada animal recebeu trés doses pela via subcutanea, com intervalos de 14 dias. As
bactérias recombinantes e o corpusculo inicial de A. marginale foram preparados
com o adjuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich) para a primeira imunizagéo e
nas demais com adjuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich).

As colheitas de sangue foram realizadas nos dias 0, 7, 21, 35 para avaliar

a resposta imune humoral utilizando as técnicas de Western blotting e ELISA.

Avaliagcao da resposta humoral

Teste Imunoenziméatico Indireto (ELISA)

A técnica de ELISA foi realizada de acordo com a técnica descrita por
Garcia et al (2005), em placa de 96 escavagdes (Imunulon 2) adsorvida em tampéo
carbonato/bicarbonato pH 9.6 contendo 5 ug/ml de cada proteina recombinante.
Apos incubagéo a 6 °C, por 18 h, as placas foram lavadas com PBST (50 mM Tris,
150 mM NaCl, 0.05% tween 20, pH 7.4) e bloqueadas com 200 pL de tampéo
carbonato /bicarbonato contendo 8% de leite em pd desnatado por 1 h a 37 °C. Os

soros dos camundongos foram diluidos 1:50 em tampao PBST contendo 5% de leite
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em p6 desnatado e incubados durante 1 h, a 37 °C. Apds a lavagem, adicionou-se
conjugado anti-lgG de camundongo marcado com peroxidase diluido em PBST
contendo 5% de leite em p6 desnatado e as placas foram incubadas a 37 °C, por 45
min. A diluicdo do conjugado para detecgao de IgG total foi de 1:10.000 e para
IgG2a foi de 1:30.000 (Sigma-Aldrich). As placas foram lavadas novamente, e a
revelagao foi realizada adicionando 100 ul de tampao substrato cromégeno (OPD). A
reacao foi interrompido com a adicdo de 50 ul de 1 M HCI. A leitura da densidade
Optica foi realizada em espectrofotdmetro com filtro de 490nm.

Os grupos imunizados com o corpusculo inicial de A. marginale e com
salina foram utilizados, respectivamente, como controle positivo e negativo nas
técnicas de ELISA. O titulo do controle positivo em IFI foi de 640.

O valor do ponto de corte foi calculado a partir da DOg499 do controle

negativo multiplicado por dois (VERCAMEN et al, 2000).

Técnica de Western Blotting

Na técnica de Western blotting as proteinas recombinantes MSP1a e
MSP1b foram submetidas a corrida eletroforética em gel de poliacrilamida a 10% a
100 V e 50 mA, em tampéao Tris-glicina pH 8.8. Como padrdo de massa molecular
foi utilizado Multimarck pré-corado (Invitrogen Life Tecnologies™)

Posteriormente, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose (Amersham Biosciences 0.45 um), durante 12 h, a 30 V, em geladeira a
4 °C. A membrana foi bloqueada durante 1 h em tampao de bloqueio (PBS + 0.1%
Tween 20 + 5% leite em p6 desnatado), e lavada em PBS-T (PBS + 0.1% Tween
20), O "pool" de soro colhido apds a ultima imunizagdo dos grupos foi diluido a

1:100, e incubado por 1h em tampado de bloqueio. A membrana foi lavada
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novamente incubada com proteina G (1:5.000) conjugada a peroxidase. As
membranas foram reveladas por quimoluminescéncia (ECL — NEN® Life Science

Products).

RESULTADOS
Avaliacdo da resposta de IgG total e IgG2a em camundongos imunizados com
bactérias recombinantes pela técnica de ELISA indireto

As respostas de IgG total e IgG2a estdo representadas pelas Figuras 1 e
2, respectivamente.

O G1 (controle negativo), imunizado apenas com salina, apresentou
valores de DO4gp abaixo do ponto de corte. Em G2 (controle positivo) imunizado com
corpusculos iniciais de A. marginale, os animais apresentaram resposta imune a
partir da primeira imunizacdo, que foi crescente até a terceira imunizagdo. Os
animais dos grupos 3, 5 e 6, inoculados com BL21/rMSP1a, BL21/rMSP1a +
BL21/rMSP1b e BL21 tiveram uma forte resposta imune humoral, equivalente ao
grupo controle positivo, enquanto o grupo 4, imunizado com BL21/rMSP1b

apresentou uma fraca resposta nas trés primeiras imunizacoes.

Avaliacdo da resposta imune humoral pela técnica de Western blotting

A Figura 3 mostra a reagao dos soros produzidos em camundongos
imunizados com as proteinas recombinantes de A. marginale e BL21.

O soro pré-imune reagiu apenas com a rMSP1b pelo Western blotting,
porém com a massa molecular inferior a da rMSP1b. O soro do G3 imunizado com
BL21/rMSP1a reagiu com a BL21 e rMSP1a com massa molecular variando de 70 a

105 kDa e uma banda truncada de 20kDa. O soro do G4, imunizado com
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BL21/rMSP1b com massa molecular de 100 kDa mostrou uma forte reacdo com a
proteina rMSP1b. O soro do G5, imunizado com BL21/rMSP1a + BL21/rMSP1b,
reagiu com a BL21, rMSP1a e rMSP1b, com massas moleculares esperadas. O G6
imunizado apenas com BL21, reagiu com a propria BL21, rMSP1a e rMSP1b, porém
a massa molecular visualizada com rMSP1b foi abaixo de 100kDa. A mesma reagao
inespecifica ocorreu com rMSP1a, embora as proteinas inespecificas

apresentassem massas semelhantes da MSP1a.

DISCUSSAO

As proteinas MSP1a e MSP1b s&do importantes para o desenvolvimento de
uma vacina de subunidade, por serem eficientes na reducdo consideravel da
parasitemia e anemia nos animais em diferentes isolados, homaologos e heterdlogos,
de A. marginale (PALMER et al., 1986; PALMER et al., 1989; BROWN et al., 2002).
Anticorpos produzidos contra o complexo protéico MSP1 podem ter a funcdo de
bloquear a invasdo em eritrocitos ou facilitar a fagocitose por macréfagos
(McGAREY et al., 1994; BROWN et al., 2001).

A proteina MSP1a possui regides nas porgdes C-terminal e N-terminal
importantes na resposta imune. A porgao C-terminal induz uma intensa proliferacéo
de linfocitos T-CD4" e produgdo de IFN-y, além de ser uma regido altamente
conservada entre as diferentes isolados de A. marginale (BROWN et al., 1998, 2001,
2002). A regidao N-terminal apresenta a maior parte de epitopos sensiveis as células
B (PALMER et al., 1987; GARCIA-GARCIA et al., 2003a), a qual € composta por
repeticbes com 28 a 29 aminoacidos (OBERLE et al., 1993; de la FUENTE et al.,

2001a).
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Segundo McGAREY et al. (1994), a utilizagdo de E. coli expressando as
proteinas MSP1a e MSP1b, proporcionou aumento significativo na adesdo das
bactérias as hemacias, o que indicou um efeito sinérgico quando se utilizou bactérias
expressando as duas proteinas juntas. Neste trabalho, o grupo imunizado com
BL21/rMSP1a + BL21/rMSP1b, ndo demonstrou resultado superior em relagdo ao
grupo imunizado apenas com BL21/rMSP1a. A provavel causa deste resultado pode
ser devida a auséncia de interagbes moleculares como as pontes disulfeto e ligagdes
nao-covalentes existentes na conformacao deste complexo protéico, demonstrado
por VIDOTTO et al (1994).

Os grupos imunizados com a BL21/rMSP1a produziram forte resposta de
IgG total e IgG2a na técnica de ELISA. No entanto, nos grupos de camundongos
imunizados com BL21/rMSP1a, pode ter ocorrido aumento da reatividade
proporcionado pelas reagdes cruzadas entre a proteina rMSP1a e as proteinas da
propria BL21 que nao foram completamente eliminadas na purificagdo da proteina
recombinante. Esta hipotese é reforgada pelo resultado do Western blotting, em que
0 soro do grupo imunizado apenas com bactéria BL21 reagiu com a proteina
MSP1a.

A proteina de 20 kDa, que reagiu fortemente com soro anti-MSP1a no
Western blotting, ainda ndo descrita na literatura, pode ser devido ao truncamento
desta proteina.

O soro do grupo imunizado com BL21/rMSP1b apresentou baixa resposta
de IgG total e IgG2a no ELISA, no entanto, mostrou uma forte reagédo quando
submetido ao Western blotting. Esta discrepancia que ocorreu entre as duas

técnicas é explicada por problemas de adsor¢do da rMSP1b na placa devido as
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caracteristicas hidrofébicas nas regides conservadas desta proteina (CAMACHO-
NUEZ et al, 1999).

BROWN et al. (1998), imunizaram trés bovinos com fragcdes de membrana
externa de A. marginale, demonstrando que dois dos trés animais que apresentaram
maior titulo de IgG2 se deu apds a segunda imunizagao, e ao serem desafiados com
A. marginale nao tiveram manifestagdes clinicas da anaplasmose.

Este experimento mostrou forte resposta de IgG2a, o que demonstra que
estas proteinas provavelmente induziram uma proliferagdo de linfocitos T-CD4+.
Estes linfocitos s&o importantes para a defesa durante a fase aguda da
anaplasmose, pois produzirdo IFN-y, que é essencial para resposta imune contra A.
marginale. O IFN-y atua sobre as células B, estimulando a produgao de 1gG2 e ativa
os macréfagos aumentando a produgédo de 6xido Nitrico (ON) que é toéxico para o

Anaplasma (BROWN et al, 1998, 2001).

PERSPECTIVAS

Ao imunizar bovinos com as BL21/rMSP1a e BL21/rMSP1b, podera
também induzir resposta imune humoral e celular e conseqlientemente a protecao
dos animais contra a anaplasmose, e assim pode ser uma alternativa de baixo custo

e facil produgao de uma vacina contra o Anaplasma marginale.
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Figura 1 - Resposta de IgG total em camundongos imunizados com BL21 e BL21
recombinantes. O grafico A: Grupo 1 (controle negativo) imunizado com salina; B: Grupo 2
(controle positivo) imunizado com Corpusculo Inicial de A. marginale; C: Grupo 3
(BL21/rMSP1a); D: Grupo 4 (BL21/rMSP1b); E: Grupo 5 (BL21/rMSP1a+BL21/rMSP1b); F:
Grupo 6 (BL21). As placas A e B foram sensibilizadas com corpusculos iniciais de A.
marginale; C: rMSP1a; D: rMSP1b; E, F: rMSP1a + rMSP1b.
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Figura 2 - Resposta de IgG2a em camundongos imunizados com BL21 e BL21
recombinantes. O grafico A: Grupo 1 (controle negativo) imunizado com salina; B: Grupo 2
(controle positivo) imunizado com Corpusculo Inicial de A. marginale; C: Grupo 3
(BL21/rMSP1a); D: Grupo 4 (BL21/rMSP1b); E: Grupo 5 (BL21/rMSP1a+BL21/rMSP1b); F:
Grupo 6 (BL21). As placas A e B foram sensibilizadas com corpusculos iniciais de A.
marginale; C: rMSP1a; D: rMSP1b; E, F: rMSP1a + rMSP1b.
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Figura 3 - Reacado de IgG total produzida em grupos de camundongos imunizados com
BL21 e BL21 recombinantes, pela técnica de Western blotting. E. coli BL21 (1, 4, 6, 8, 11);
rMSP1a (2, 5, 9, 12); rMSP1b (3, 7, 10, 13). Painel A: Soro pré-imune; B: Soro Grupo 3
(BL21/rMSP1a); C: Soro Grupo 4 (BL21/rMSP1b); D: Soro Grupo 5 (BL21/fMSP1a +
BL21/rMSP1b); E: Soro Grupo 6 (BL21).
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5 CONCLUSOES

e As proteinas MSP1a e MSP1b recombinantes sdo imunogénicas, mantiveram a
antigenicidade e estdo localizadas na membrana externa da E. coli BL21;

e As proteinas recombinantes MSP1a e MSP1b tém como fungcdo adesdo em
hemacias de bovinos;

e As E. coli contendo as rMSP1a induziu a producado de IgG total e IgG2a,

sugerindo a indugao de resposta humoral e celular em camundongos.
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EXTRACAO DE DNA DE SANGUE (KIT PUREGENE)

. Descongele o sangue armazenado a -20 °C em banho Maria 37 °C

. Adicione 1 ml de reagente RBC em tubo de 1,5 ml

1

2

3. Acrescente 300 ul do sangue e incube 10 minutos a temperatura ambiente

4. Centrifugue a 3000 x g por 2 min a 4-8 °C

5. Remova o sobrenadante com cuidado, deixado aproximadamente 10 a 20 ul de
residuo.

6. Adicione ao residuo 300 pl de solucéo de lise celular, 6 ul proteinase K ([ ] final
200 pg/ml)

7. Homogeneizar em vortex

8. Incube a 37 °C por 1 h

9. Resfrie as amostras no gelo

10. Adicione 200 ul de Solucao de precipitacao de proteina e homogeneize

11.Centrifugue a 13000 x g por 3 min para formagao do pelete escuro

12.pipete 300 ul de Isopropanol 100% em tubo novo estéril e adicione o

sobrenadante obtido
13.Misture as amostras, invertendo delicadamente até homogeneizagdo completa
14. Centrifugue a 13000 x g por 3 min
15.Despreze o sobrenadante e drene o tubo com papel absorvente
16.Adicione 300 pul de Etanol 70% misture e centrifugue a 13000 x g por 2 min
despreze o etanol e drene os tubos
17.Deixe secar

18. Adicione 100 pl de solucéo de hidratacéo ou agua

19.Deixe T.A. ou refrigerada durante a noite para hidratar

20.Estoque as amostras
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PROTOCOLO TRANSFORMACAO DA E. coli BL21 STAR (DE3) ONE THE SHOT

1.

N o o bk w

Descongele no gelo, a BL21 Star (DE3) One Shot competente para
transformacéao

Adicione 5-10 ng do DNA em um volume de 1 a 5 ul em BL21 (DE3) e misture
delicadamente com o pipetador

Incubar no gelo por 30 min

Aqueca por 30 s a 42 °C sem agitar

Transfira imediatamente os tubos para o gelo

Adicione 250 ul de meio SOC a temperatura ambiente

Feche o tubo firmemente, prenda os tubos em seus lugares (para maior aeragao)
e incube a 37 ° C por 30 min sob agitagcao

Adicione toda a reacdo de transformacdo em 10 ml de meio LB contendo
antibiético apropriado (ampicilina 100 pug/ml)

Crescer “overnight” em agitador

INDUCAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

1.

A partir do pré-inéculo (10 ml de LB crescido “overnight” com 100 ug de
ampicilina, preparar a seguinte diluigdo: 500 ul de pré-indculo para 2,0 ml de
meio LB contendo antibiético apropriado)
Total de 6 ml: 2,0 ml sem induzir (sem IPTG)

2,0 ml induzido piloto

2,0 ml induzido (soluvel e insoluvel)

3. Incubar a 37 ° C durante 1hora sob forte agitagao
4. Verificar a D.O.gp0nm entre 0,5 - 0,8 (ideal entre 0,5 - 0,6)

5. Adicionar IPTG para induzir a expressao da proteina recombinate para uma

concentragéo final de 1 mM (solugéo estoque de IPTG 1 M)
Incubar a 37 ° C durante 3a 5 h
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PRODUCAO E EXPRESSAO DA PROTEINA

1.

Semear o pré-inéculo em 100 ml de LB caldo (contendo 100 ug/ml ampicilina), na
proporcao de 1:100
Incubar a 37 ° C “overnight” sob agitagdo

3. Verificar a D.O.g00nm entre 0,5 - 0,8 (ideal entre 0,5 - 0,6)

4. Adicionar IPTG para induzir a expressdao da proteina recombinate para uma

concentracgéo final de 1 mM

5. Incubara37°Cdurante3a5h

Passar esta cultura em 1000 ml de LB caldo (contendo 100 pug/ml ampicilina), na
proporcao de 1:10

Incubar a 37 ° C “overnight” sob agitagao

8. Verificar a D.O.g00nm €ntre 0,5 - 0,8 (ideal entre 0,5 — 0,6)

9. Adicionar IPTG para induzir a expressao da proteina recombinate para uma

10.
11.
12.
13.

14.

concentracao final de 1 mM

Incubar a 37 ° C durante 3a 5 h

Centrifugar durante 15 min a 10.000 rpm

desprezar o sobrenadante

Ressuspender o pellet em PBS, distribuir em microtubos e centrifugar
novamente por 3 min a 13.000 rpm

conservar o pellet congelado, para purificagao
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PREPARO DE LISADO DE E. coli BL21 EM CONDIQOES NATIVAS (QUIAGEN)

1. deixe o pelete no gelo por 15 min e ressuspenda em tampéao de lise (2-5 ml de
tamp&o para 1 g de cultura)

2. Adicione lizosima (1 mg/ml) e incube por 30 min no gelo
Sonicar no gelo durante 10 s a 200 - 300 W e deixe congelando no nitrogénio
liquido aproximadamente 1 minuto

4. Repita passo 3 trés vezes
* Descogelar em banho a 42 °C

5. Se o lisado estiver viscoso, adicione RNase (10 pug/ml) e DNase (5 pug/ml) e
incube no gelo por 10 a 15 min
* Acrescentar TCLK e PMSF ([] 1 mM)

6. Centrifugue o lisado a 10.000 x g por 20 - 30 min a 4 °C para formar um pelete
de debris celulares a salve o sobrenadante

7. Armazenar 5 ul sobrenadante para analise em SDS-PAGE
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PURIFICAQAO DE PROTEINA DE E.COLI EM CONDIQOES NATIVAS

1. Adicione 1 ml de 50% NI-NTA em 4 ml de lisado e agite gentilmente por 60 min
2. Remova o botdo da coluna e deixe guardado o conteudo para analise em SDS-
PAGE

3. Lave duas vezes com 4 ml de tamp&o de lavagem e armazene uma aliquota da
lavagem para analise

4. Eluir a proteina 4 vezes com 0,5 ml de tampao de eluicdo e colete o eluido em
quatro tubos

e Opcional pode adicionar PMSF ([ ] 1 mM)

Solucdes para purificacdo em condi¢cdes nativas

1. Tampao de lise pH 8,0

50 mM NaH2PO4 6,90 g
300 mM NaCl 17,54 g
10 mM Imidazol 0,68 g

2. Tampéao de lavagem pH 8,0

50 mM NaH,PO, 6,90 g

20 mM Imidazol 1,36 g

2 M NaCl 116,99 e
Modificado

Sarcozil 0,3%

3. Tampaéao de eluicédo pH 8,0

50 mM NaH2PO4 6,90 g
300 mM NaCl 17,54 g
250 mM Imidazol 1709



PROTOCOLO DO GEL DE POLIACRILAMIDA 10%

Lower TRIS/SDS 1,5 M 8%
H,O destilada 3,82 ml
TRIS/SDS 1,5 M pH 8,8 2,03 ml
BIS/ACRILAMIDA 30% 2,13 ml
Persufato de amoénio (10%) 80 ul
TEMED 3,2l

Upper TRIS/SDS 0,5 M
H>O destilada

TRIS/SDS 0,5 M pH 6,8
BIS/ACRILAMIDA 30%
Persufato de aménio (10%)

TEMED

Preparo das solucdes:

1. Acrilamida
N, N’ Metileno-bis-acrilamida
Acrilamida

Agua destilada

2. Lower TRIS/SDS 1,5M pH 8,8
TRIS base

SDS

Agua destilada

3. Upper TRIS/SDS 0,5M pH 6,8
TRIS base

SDS

Agua destilada

10%
3,29 ml
2,03 ml
2,66 ml

80 ul

3,2 ul

12%
2,75 ml
2,03 ml
3,2 ml
80 ul
3,2 ul

1,68 ml
0,75 ml
0,54 mi
15 ul
1,5 ul

19
29¢
100 ml

18,165¢g
049
100 ml

6,055 g
049
100 ml

15%
1,95 ml
2,03 ml
4,0 ml

80 ul

3,2l
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PROTOCOLO DA TECNICA DE WESTERN BLOTTING

1.
2.

2L .

Retirar a membrana de nitrocelulose do tampao de transferéncia

Enquanto seca a membrana de nitrocelulose, marcar com um lapis os

respectivos pesos moleculares do padrao

Reidratar a membrana em agua destilada

Bloquear a membrana com tamp&o de bloqueio por pelo menos 1 h

Lavar a membrana em PBS-T (Tampao de lavagem) uma vez

Incubar com o anticorpo por uma hora diluidos em tampao de bloqueio pH 7,2

e Anticorpo contra MSP1a e MSP1b produzido nos coelhos (1: 5000)

e IgY contra MSP1a e MSP1b (1:2000)

e Soro dos camundongos (anti-MSP1a, anti-MSP1b, anti-BL21) diluicdo de
1:100

7. Lavar a membrana em PBS-T 5 vezes por 10min.

8. Incubar com Anticorpo anti-proteina G, na propor¢ao de 1:1000 por 1 h, Lavar 5

vezes por 10 min
Revelar a reacédo com kit de ECL (quimioluninescéncia) 1 ml de cada solugéo

(diluicao em partes iguais)
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HEMAGLUTINAGCAO EM LAMINA (JAY et al., 2004)
Preparacédo de Células Vermelhas Fixadas com glutaraldeido:
e Hemacias frescas colhidas em elsever (1:1)
e lLavar 5 vezes em PBS pH 7,2 e apds as lavagens misturar em PBS
acrescentado em Glutaraldeido 1%
e Deixar overnigth a 4 °C
e As células fixadas s&o lavadas 4 vezes em PBS a 2000 rpm por 2 min e 4
vezes com agua destilada estéril e estocadas em PBS contendo 1,54 uM de

NaNj; (Azida Sddica) e estocado a 4 °C

Hemaglutinagao in vitro:
e Adicionar 5 x 10" He/ml em 2 x 10° células de E. coli
e Homogeneizar e deixar na estufa a 37 °C sem agitagao por 30 min
e Lavar com PBS e ressuspender com o mesmo volume anterior
e Fazer esfregaco sanguineo
e Fixar com metanol por 15 min

e Corar com giensa por 30 min (2 gotas de giensa para 1ml de agua)

Inibicdo da hemaglutinacao in vitro:
e Adicionar 2 x 10° células de E. coli em IgY pré-imune e pds-imune em
diferentes concentracdes
e Homogeneizar e deixar na estufa a 37 °C sem agitagao por 30 min
e Adicionar 5 x 10" Hemécias/ml
e Lavar com PBS e ressuspender com o mesmo volume anterior
e Fazer esfregago sanguineo
e Fixar com metanol por 15 min

e Corar com giensa por 30 min
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PURIFICACAO DE IgY (POLSON, et al., 1980)

1.

S

© N O O»

9.

Separe a gema da clara (o maximo possivel)

Retire a pelicula protetora da gema

Coloque a gema em tubos graduados de 50 ml

Adicione o tampao fosfato de sédio (100 mM Na2HPO4 pH 7,6) ate completar
o volume de 25 ml

Misture bem e adicione 20 ml de cloroférmio

Misture até formar uma fase semi-sélida

Centrifugue a 1200 x g por 30 min a 4 °C.

Recupere o sobrenadante e decante-o por PEG-6000 (polietilenoglicol) na
concentragéo final de 12 %

Centrifugue a 15.700 x g por 10 min

10.Ressuspenda o precipitado com 2 ml de tampao fosfato de sédio e estoque a

-70°Cou -20°C
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EXTRACAO DE MEMBRANA EXTERNA (OMP) (MORONA AND REEVES, 1981)

1.

= © © N o g &

cultivar as células em meio LB caldo (induzido com IPTG) 30 ml até a fase
exponencial, centrifugar 10 min a 5000 x g
Lavar a cultura com 1,5 ml de Tris 30 mM pH 8,1 e centrifugue a 5000 x g por
10 min
Ressuspender em 0,5 ml de sacarose a 20% em Tris 30 mM pH 8,1
e OBS: adicionar 11,4 ul de inibidores de protease [ ] final 1 mM
Adicionar 50 pl de lisozima (10 mg/ml) em EDTA 0,1 M pH 7,3
Incubar no gelo durante 30 min
Adicionar 5 ml EDTA 3 mM, pH 7,3
Romper as células em sonicador por 10 a 20 s no gelo
Centrifugar a 5000 x g durante 5 min

Recuperar o sobrenadante e centrifugar a 20000 x g por 30 min

0.Ressuspender o centrifugado em 3 ml de Tris 30 mM pH 8,1 Com triton X-100

a 0,2% e MgCl, 2 mM, durante 5 min no gelo

11.Centrifugar a 25.000 x g durante 60 min

12.Ressuspender o centrifugado em 100 pul de agua milliQ
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IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (Sigma-Aldrich)

1.

Cresca as bactérias recombinantes em LB caldo até atingir a D.O. de 0,5 e
induz com IPTG1 M

Lave as células em PBS e faca um esfregagco em lamina

3. Fixe as células com metanol -20 °C por 10 min e entdo com acetona -20 °C

por 1 min

4. Lave 2 vezes em PBS durante 5 min

5. Bloqueie com PBS contendo 1% de BSA durante 10 min em temperatura

ambiente e seque

Incubar com anticorpo primario em PBS contendo 1% de BSA, durante 60 min

7. Lave 3 vezes

8. Incube com o anticorpo secundario marcado com isotiocianato de

9.

fluoresceina diluido em PBS contendo 1% de BSA, durante 30 min

Lave 3 vezes

10. Seque e adicione a glicerina e laminula para fazer a leitura em microscépio

epifluorescente


http://www.sigmaaldrich.com/
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TESTE IMUNOENZIMATICO INDIRETO (GARCIA et al., 2005)

1. Adsorver as placas com 100 pyl de solugdo de antigeno + tampao de
sensibilizagdo (Tamp&o cabonato/bicarbonato pH 9,6). Concentragdo do
antigeno 5 pg/ml, deixar “overnigth” a 4 °C

2. Lavar 3 vezes com 200 ul de PBS-Tween 20

3. Cobrir os orificios com 200 pl de tampao de bloqueio (Tampao de
sensibilizagao + 8% de leite em pd desnatado), por 1 h

4. Lavar 3 vezes com 200 ul de PBS-Tween 20

5. Adicionar em duplicata 100 ul do soro diluido (1:50). O soro deve ser diluido
em PBS-Tween 20 contendo 5% de leite em p6 desnatado, e incubar a 37 °C
por 45 min em camara umida

6. Lavar 3 vezes com 200 ul de PBS-Tween 20

7. Adicionar 100 pl de conjugado peroxidase espécie especifica diluido (anti-
mouse IgG1 sigma 1:10.000 e anti-mouse Ig2a sigma 1:30.000) em PBS-
Tween 20 contendo 5% de leite em pd desnatado e incubar a 37 °C durante
45 min em camara umida

8. Lavar 3 vezes com 200 ul de PBS-Tween 20

9. Adicionar 100 ul de Tampéao substrato cromogeno e manter em agitacao

10.Para a reacdo com 50 ul de 1 M HCI, fazer a leitura com filtro de 490nm.

Solucdes:
1. Tampao de sensibilizagcdo (0,05 M Carbonato/Bicarbonato pH 9,6)

N32CO3 1 ,59 g
NaHCO; 293¢
H,0O destilada g.s.p. 1000 ml

2. Tampéao de bloqueio

Tampao de sensibilizagao + 8% de leite em pd desnatado



3. PBS-Tween 20
NaCl

KH2PO4
Na;HPO4.12H,0
KCI

Tween 20

H,0O destilada q.s.p.
pH 7,4

4. Tampao de substrato cromoégeno
0,1M Acido Citrico (21 gllitro)
0,2M Fosfato (28 g Na;HPO4/litro)

agua destilada

5. Substrato cromogeno
Tampao substrato

OPD

H20, PA 30%

8,09
0,29
29¢g
0,2g
0,5 ml
1000 ml

24,3 ml
25,7 mi
50 ml

100 ml
40 mg
40 pl
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