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RESUMO

A eimeriose em frangos, também chamada de coccidiose aviaria, € uma doenca
entérica que acomete diversas espécies de aves promovendo quadros de diarréia,
perda de peso e aumento da conversao alimentar, podendo levar o animal a morte.
O uso de anticoccidianos na ragao de frangos ao longo dos anos permitiu a selecao
de cepas resistentes. Tal quadro desestimulou a produgao de novos medicamentos
pelos laboratérios. A possibilidade de residuos na carne e a exigéncia do mercado
consumidor foram outros fatores determinantes. Com isso a Comissdo da Unido
Européia determinou a retirada gradativa desses agentes da ragao de frangos até
dezembro de 2012. Diante de tal fato, houve o estimulo de pesquisas por uma
forma alternativa de controle, no caso as vacinas. Ja existem alguns tipos de
vacinas no mercado, principalmente as vivas virulentas e atenuadas. Essas vacinas,
apesar de serem eficientes na promog¢ao de imunidade protetora, ainda possuem
desvantagens (como o custo elevado e possibilidade de causar doenga) que nao
permitiram a total aceitagao por parte dos produtores. Diante de tal fato as vacinas
recombinantes parecem ser, atualmente, a alternativa mais promissora no controle
da coccidiose. Com isso, os objetivos deste trabalho foram clonar e expressar as
proteinas HSP70 e SAG1 obtidas de esporozoitos de Eimeria tenella. As
sequéncias génicas referentes as proteinas HSP70 (“heat shock protein 70”) e
SAG1 (“surface antigen gene 1”) foram obtidas através da Reagcdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) e seus produtos foram clonados em vetores de expressao e
transformados em E. coli BL21, e por fim purificadas em coluna de resina de niquel.
Foram obtidas duas proteinas de rHSP70, sendo uma com 25 kDa e outra de
50kDa, aproximadamente. A proteina rSAG1 revelou uma banda de
aproximadamente 50kDa.

Palavras-chave: Eimeria tenella. Frangos. proteinas recombinantes. Coccidiose.
Eimeriose. Vacinas.
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ABSTRACT

The eimeriosis in broilers, also called avian coccidiosis, is an enteric disease that
affects several species of birds promoting of diarrhea, weight loss and increased
feed conversion, which may cause the animal to death. The use of the diet of
anticoccidial chickens over the years allowed the selection of resistant strains. Such
a framework has discouraged the production of new drugs by pharmaceutical
companies. The possibility of residues in meat and the demand of the consumer
market were other factors. Thus the EU Commission ordered the phaseout these
agents to the diet of chickens in December 2012. Faced with this fact, there was the
encouragement of research by an alternative form of control, where the vaccines.
There are some types of vaccines on the market, especially the live virulent and
attenuated. These vaccines, although effective in promoting protective immunity, still
have drawbacks (such as high costs and ability to cause disease) that did not allow
for full acceptance by producers. Faced with this fact recombinant vaccines appear
to be currently the most promising alternative in the control of coccidiosis. Therefore,
the objective was to clone and express proteins HSP70 (“heat shock protein 70”)
and SAG1 (“surface antigen gene 1”) obtained from sporozoites of Eimeria tenella.
The gene sequence related proteins HSP70 and SAG1 were obtained by Polimerase
Chain Reaction and its products were cloned and in expression vector and
transformed in E. coli BL21. And finally, purified on nickel resin column, were
obtained rHSP70 two proteins, one with 25kDa and another with 50kDa,
approximately. The rSAG1 revealed a band with approximately 50kDa.

Keywords: Eimeria tenella. Broilers. Recombinant proteins. Coccidiosis. Eimeriosis.
VFGaccines.
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REVISAO DE LITERATURA — “Conceitos sobre vacinas contra a coccidiose

aviaria”

1 INTRODUCAO

A eimeriose aviaria, também chamada de coccidiose aviaria, € uma
parasitose intestinal que acomete diversas espécies de aves tendo como agente
etiolégico os protozoarios do género Eimeria, sendo estes responsaveis por quadros
de diarréia, perda de peso, elevada conversao alimentar, e, em alguns casos mais
severos, alta taxa de mortalidade.

Apesar de poder apresentar um quadro patolégico severo, os
quadros subclinicos sao aqueles que mais causam problemas ao produtor por seu
cunho econdbmico. Perdas devido a eimeriose, na industria avicola em 1995, foram
estimadas em aproximadamente 40 milhdes de libras esterlinas sobre uma
producdo de 625 milhdes de frangos no Reino Unido. Nesta estimativa somente
17,5% destas perdas foram atribuidas a custos de profilaxia e tratamento, e cerca
de 80% devido a perdas em conversao alimentar e ganho de peso, na presencga de
estratégias de tratamento com drogas (WILLIANS, 1999). Segundo Luchese et al
(2007), atualmente, no Brasil, as perdas podem chegar aos US$ 19 milhdes/ ano.
Este autor ainda afirma que as perdas podem chegar a US$1,5 bilhdo/ ano no
mundo. Essas perdas persistem em decorréncia de uma série de fatores tais como:
uso incorreto de anticoccidicos, diagndstico incorreto da enfermidade e/ou espécies
de Eimeria envolvidas, além da presenca de cepas resistentes a determinadas
drogas (CHAPMAN et al., 1994; GUIMARAES JUNIOR et al., 2007).

O uso indiscriminado de anticoccidicos tem resultado na selecéo de
cepas resistentes a drogas, as quais reduzem a eficacia de varios anticoccidicos
usados atualmente (CHAPMAN, 1997; COOMBS; MULLER, 2002; LI et al 2004).
Como em muitos paises a legislagao proibe o uso destes produtos continuamente
até o abate, periodos de retirada tém sido exigidos, os quais promovem aumento no
risco de infecgdo no final do periodo de crescimento (VERMEULEN et al., 2001).

Diante da atual estratégia profilatica, o Conselho da Unido Européia propbs a
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retirada progressiva dos anticoccidicos utilizados como aditivos na alimentacéo
animal, até dezembro de 2012 (UNIAO EUROPEIA, 2003). Atento a este fato é
importante ressaltar que, segundo a Associagdo Brasileira de Produtores e
Exportadores de Frangos (ABEF), o Brasil exportou aproximadamente 2.713
toneladas de carne de frango, sendo que deste montante 13% foram destinados a
Unido Européia (ABEF, 2007). Desta forma, existe uma necessidade de novos
conceitos estratégicos para o controle da eimeriose aviaria (VERMEULEN et. al.,
2001).

Finalmente, é importante registrar a mudanga comportamental da
populagdo consumidora, que busca e exige produtos que nao apresentem residuos
de agentes quimicos (VERMEULEN et al., 2001).

2 Eimeria spp.

Eimeria € um protozoario pertencente ao subfilo Apicomplexa
(familia Eimeriidae), que apresenta varias espécies de interesse médico veterinario,
podendo afetar mamiferos e aves. Destas, sete espécies tém sido reconhecidas
infectando galinhas: E.acervulina, E.maxima, E.tenella, E.brunetti, E.necatrix, E.mitis
e E.praecox. Cada uma delas com caracteristicas proprias em relacdo a
prevaléncia, local de infecgdo, patogenicidade e imunogenicidade (GUIMARAES
JUNIOR et al, 2007). A Eimeria tenella € uma das mais patogénicas das sete
espécies que infectam galinhas, invadindo a mucosa cecal, causando inflamagao e
danos aos enterocitos (MIN et al., 2004).

Trata-se de um parasito intracelular obrigatorio que causa doencga
pela destruicdo das células em seu processo de replicacdo. Possuem duas etapas
no processo de multiplicagdo, sendo uma assexuada (fase mais patogénica) e outra
sexuada (BOWMAN et al., 2006). O ciclo de vida é dividido em trés fases:
esporogonia (fora do hospedeiro), merogonia (esquizogonia) e gametogonia (no
organismo do hospedeiro) (LILLEHOJ, 2000). Os oocistos esporulados em material
contaminado (cama, agua, racao) sao ingeridos pelos animais. A sua parede é

destruida na moela por forga mecéanica, liberando os esporocistos que serao
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digeridos pelas enzimas digestivas, liberando a forma que invadird a célula
hospedeira: o esporozoito. Dentro da célula hospedeira, o esporozoito sofre
sucessivas divisbes até a formacdo do meronte (esquizonte). Apds a maturagao
este meronte rompe a célula liberando os merozoitos que invadem outras células
repetindo o processo por 2 a 4 geragbes. Apos esta fase, alguns merozoitos
invadem novas células e diferenciam-se em micro e macrogametécitos, estes os
quais irdo se unir e formar o zigoto que dara origem ao oocisto liberado ao meio
ambiente junto as fezes. Este oocisto, sob condicdes otimas de humidade,
temperatura e oxigénio esporulam, tornando-se infectantes e fechando o ciclo
(BOWMAN et al., 2006).

3 ASPECTOS IMUNOLOGICOS DAS AVES

A infeccdo por Eimeria mostrou induzir uma resposta imune
complexa e multifatorial no hospedeiro, embora seja claro que muitas destas
respostas ndo sejam essenciais na protegcao contra desafio subsequente (SHIRLEY
et al.,, 2007).Devido a infecgdo ser confinada ao trato intestinal, o tecido linféide
associado ao intestino (GALT) exerce a primeira linha de defesa contra o agente
tendo trés fungdes principais, como o processamento e apresentagao de antigenos,
a producgéo de anticorpos intestinais (IgA), e a ativagdo da imunidade mediada por
células (LILLEHOJ et al., 2000).

Segundo Shirley et al. (2007), a caracterizacdo dos mecanismos
imunes responsaveis pela protegcdo, tanto na infeccdo primaria quanto na
secundaria, pela maioria das espécies de Eimeria, revelou o papel critico das
células T (CD4+), principalmente aquelas que expressam receptores a B, e
interferon gama (IFN-y). Este ultimo foi identificado em altas concentragdes nas
infecgbes por E. acervulina, E. maxima, e E. tenella. Ainda segundo o autor, as
células B e natural killers parecem exercer um papel menos importante na

promoc¢ao de imunidade efetiva.
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Segundo Trout et al. (1996), a resposta humoral ndo exerce um
papel fundamental na protegcao contra infecgcado, porém aponta para a importancia da
imunizagao materna e transferéncia de imunidade passiva.

A imunidade pelas vacinas vivas de baixa dose e atenuadas é
protetora, pois permite o desenvolvimento completo do ciclo do parasito e,
consequentemente, estimula todas as vias da resposta imune, principalmente a
resposta imune celular, a qual promove efetivamente a protecdo contra infecgdes
subsequentes. Ja a imunidade pelas vacinas recombinantes ira depender da
proteina utilizada, sendo esta, de preferéncia, participante de etapas fundamentais
no ciclo do parasito (LILLEHOJ et al., 2000).

4 \/ACINAS

Ha mais de um século que a vacinagao foi comprovada como o
método mais eficiente no controle de doencas infecciosas. Contudo, nem sempre se
trata de um procedimento in6écuo, e seu uso deve ser acompanhado de uma
avaliacdo cuidadosa dos riscos e beneficios do procedimento. Sendo assim, dois
critérios principais devem ser observados para determinar se a vacinagao devera
ser utilizada para controlar uma doencga especifica. Em primeiro lugar, deve-se
estabelecer que o sistema imune possa proteger contra a doenga em questdo. Em
segundo lugar, antes de utilizar uma vacina, é necessario certificar-se de que os
riscos da vacinagdo ndo excedam oOs riscos associados a chance de contrair a
doenca propriamente dita. Além disso, como a detecgdo de anticorpos é um
procedimento diagndstico comum, o uso desnecessario de vacinas pode complicar
o diagndstico baseado em técnicas sorolégicas e talvez tornar impossivel a
erradicacao final de uma doencga (TIZARD, 2002).

A imunidade as infecgbes pelo género Eimeria spp. depende,
fundamentalmente, das células T CD8+ e CD4+, sendo a resposta humoral menos
importante no combate a invasido celular por este parasito. A natureza exata dos
mecanismos de defesa do hospedeiro frente a estes parasitos ainda permanece

desconhecida, porém sabe-se do envolvimento de diversas proteinas, de varias
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organelas presentes e providenciais no processo de invasdo celular e
desenvolvimento da infeccdo, que poderiam estimular a resposta imune celular e
prover protecado frente a infeccdo (KLOTZ et al,, 2007). Devido a este fato, a
utilizagcdo de vacinas atenuadas proporciona uma imunidade mais eficiente em
comparagao as vacinas de subunidades (mortas/ inativadas). Porém este tipo de
vacina tem o inconveniente da possibilidade de manifestacdo clinica da doenca.
Sendo assim, com o advento da biologia molecular, diversos estudos vem sendo
desenvolvidos nesta area, visando a estimulacédo especifica de células promotoras
de imunidade consistente. Os ultimos 10 anos de pesquisa no desenvolvimento de
uma vacina de subunidade contra diversos parasitos apicomplexos (Eimeria,
Plasmodium, e Toxoplasma) revelaram a complexidade da relacéo
parasitohospedeiro, e indicaram como caminho mais promissor o uso de antigenos
recombinantes de proteinas de organelas especificas envolvidas no processo de
invasao celular (JENKINS, 1998).

4.1 Tipos de Vacinas

Existem diversos tipos de vacinas, porém somente vacinas vivas e
atenuadas s&o comercializadas. Apesar disso, 0 seu uso ainda € discreto frente ao
uso de anticoccidianos, possivelmente devido a sua menor eficacia e maior custo
(DALTON, 2001). As vacinas podem ser didaticamente dividas em vivas, mortas ou

inativadas, de DNA, e recombinantes.

4 1.1 Vacinas vivas

As vacinas vivas atualmente no mercado sdo as atenuadas ou as
produzidas com cepas virulentas. A vantagem das atenuadas em relagdo as cepas

virulentas, consiste na menor possibilidade de lesao intestinal, devido ao seu menor
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potencial reprodutivo e, ao mesmo tempo, conferindo maior imunidade aos animais
(TOMASI, 2006).

As vacinas contendo cepas virulentas foram as primeiras utilizadas
no controle da coccidiose, pois foi observado que o0 uso dessas cepas em uma
subdose conferia imunidade protetora frente a um posterior desafio. Essas vacinas
sdo utilizadas até hoje administradas de diferentes formas e veiculos, sendo
algumas através da agua, outras em gel, através de spray, entre outros. Existem
diversas formas de se modular a patogenicidade destas cepas, como por meio da
passagem em ovo, co-administragcdo com anticoccidicos, baixa dose, entre outros.
(LILLEHOJ et al, 2000).

Segundo Lillehoj et al. (2000), as cepas atenuadas sado obtidas
através de sucessivas passagens em ovos embrionados, selecdo de cepas
precoces e irradiagdo. Ainda segundo este autor, além destas trés formas de
atenuacao, outras técnicas tem sido desenvolvidas, como a sele¢cao de parasitas de
diferentes locais do intestino e imunizagdo com parasitos cultivados in vitro. No
entanto estas técnicas mostraram ser menos eficientes que as técnicas de selegao
de cepas precoces e as que sofreram irradiacao.

Segundo Dalton et al. (2001), existem 4 vacinas atualmente no
mercado, sendo duas delas vivas atenuadas (Paracox® e Livacox®) e duas com
cepas virulentas (Coccivax® e Immunocox®). As cepas atenuadas sao obtidas apos
sucessivas passagens até obtencdo de linhas precoces e pouco patogénicas
(SHIRLEY et al, 2007). Porém, apesar da promogao imunidade, neste tipo de
vacina, existe a possibilidade de reversdo da atenuacdo e desenvolvimento de
lesbes mais intensas, que podem acarretar em perda de peso. Este tipo de vacina
vem sendo mais utilizadas na imunizagdo de poedeiras e matrizes de reposi¢cao
(DALTON, 2001).

Além da reversdo da atenuacdo, outro problema em relacdo as
vacinas vivas esta ligado ao mecanismo de infecgdo e o desenvolvimento da
imunidade. Para que as aves desenvolvam imunidade protetora, os esporozoitos
precisam invadir as células e realizarem seu ciclo celular para que haja a
estimulagao do sistema imune celular (efetivamente protetor). Isso vale tanto para a
infeccdo natural quanto para as vacinas atenuadas. Entdo, para que as vacinas

surtam o efeito desejado, os parasitos precisam invadir as células intestinais e
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realizarem seu ciclo. Levando este fato em consideragcado, é notério que o uso de
coccidiostaticos (que impedem o ciclo destes parasitos), interferiia no
desenvolvimento da imunidade. Entdo, quando se usa este tipo de vacinas, nio se
deve utilizar em conjunto com estas drogas, caso contrario ocorrera uma maior

suscetibilidade destes animais caso se tornem infectados com cepas naturais.

4.1.2 Vacinas mortas ou inativadas

Esta classe de vacina envolve as vacinas de organismos mortos ou
inativados e antigenos de superficie (TIZARD, 2002). Nestas vacinas sdo usados
fragmentos de Eimeria spp., principalmente esporozoitos (por ser a forma
infectante), ou mesmo fragmentos de oocistos. Porém, o uso deste tipo de vacina
tem a caracteristica de estimular uma resposta imune humoral, a qual n&o exerceria
uma protecgao tao satisfatdria quanto a resposta celular. Em contrapartida, Garcia et
al. (2008), demonstraram uma diminuicdo nos escores de lesdo, eliminagdo de
oocistos e lesdo tecidual utilizando uma vacina com subunidades de esporozoitos

administradas por via nasal.

4 1.3 Vacinas recombinantes

Ha cerca de duas décadas diversos laboratorios concentraram
esforcos no desenvolvimento de uma vacina contra coccidiose aviaria utilizando
antigenos recombinantes de diferentes estagios de desenvolvimento (esporozoitos,
merozoitos, gametoécitos) de Eimeria spp. Essas sequéncias de DNA tem sido
expressas em uma variedade de vetores eucaridticos e procarioticos (JENKINS,
2001).

Segundo Lillehoj et al. (2000), a identificagdo dos estagios do ciclo
de vida do parasita é o passo mais importante na escolha das proteinas a serem

utilizadas na confec¢gdo de uma vacina recombinante. Ainda, segundo o autor, os
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esporozoitos sao preferidos pela facilidade de obtencdo e por estar envolvido
diretamente no processo de invasdo celular. A escolha da proteina a ser utilizada
ainda depende de alguns fatores, como a tecnologia para produgcao em escala, a
imunogenicidade do produto recombinante e modificagbes pos-translacionais (ex.
glicosilagdo) (FERNADEZ-ROBLEDO et al., 2010).

Aparentemente, diversas proteinas associadas ao complexo apical
estdo envolvidas no processo de invasao celular e formacdo do vacuolo
parasitéforo. A clonagem de genes que codificam as proteinas associadas as
roptrias, micronemas e granulos densos forneceu informacbdes de eventos que
ocorrem durante e apdés a invasao celular (JENKINS, 1998). Além disso, outras
proteinas, a principio estruturais e com outras fung¢des, vem sendo reconhecidas no
processo de invasao celular, como as proteinas de choque térmico HSP70 (CACHO
et al., 2008) e HSP90 (PEROVAL et al., 2006; DASZAK, 1999). Alguns autores
utilizam partes de regides consideradas imunogénicas de algumas proteinas, como
o antigeno 5401 da regido C-terminal da proteina de micronema EtMIC4 (DU et al,
2005).

O uso de vacinas com proteinas recombinantes em pesquisa vem
crescendo e mostrando resultados promissores. Garcia et al. (2008) avaliaram o uso
de uma vacina ISCOM contendo proteinas de esporozoitos de E. tenella em
galinhas matrizes pesadas e verificaram, nos animais vacinados, uma diminuigao
nos escores de lesdo, além, de um menor numero de oocistos eliminados. Ja Miller
et al. (1989) inocularam aves de dois dias de idade com Escherichia coli
expressando uma proteina de 22 kDa de E. tenella, e descreveram este tipo de
imunizagdo como um potencial candidato a vacina para o controle da coccidiose
aviaria.

Uma proteina de 31kDa de E. tenella designada 5401 expressa em
E.coli foi utilizada para imunizar aves, que apresentaram menor escore de lesdo do
que os animais nao imunizados (DANFORTH et al, 1989). Boghal et al. (1992)
induziram protecao parcial em frangos jovens utilizando proteina recombinante de
E. tenella e E. acervulina experimentalmente infectados. Os autores descreveram
ainda estimulo da imunidade celular e um grau razoavel de prote¢gdo nos animais.
Este trabalho foi a primeira descrigdao de frangos de um dia de idade vacinados com

proteinas recombinantes. O uso de uma proteina recombinante de E. acervulina em
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galinhas foi eficiente na produgcédo de imunidade contra a infecgdo experimental por
desafio homélogo (LILLEHOJ et al., 2000). Em outro trabalho, o uso de um antigeno
de corpo refratario de E. tenella (Etp28) foi clonado e expresso em grande
quantidade em sistema de expressao por Bacullovirus (YANG et al., 1998). Os
autores descreveram esta proteina como imunoprotetora e candidata a vacina para
combater a coccidiose aviaria.

Uma alternativa seria a utilizagéo de proteinas de uma determinada
espécie de Eimeria na imunizagao de aves frente ao desafio a outra espécie. Este
fato é evidenciado no trabalho de Li et al (2010), que verificou uma significativa
diminuicdo em lesbes intestinais, perda de peso e eliminagdo de oocistos em
infeccdo experimental por E. tenella, imunizando aves com uma proteina (cSZ-2) de
E. acervulina.

As possibilidades na confecgdo de vacinas cresceram com o uso de
banco de dados de proteinas na internet. Klotz et al. (2005) identificaram proteinas
(secretorias e de superficie) ja reconhecidas de outros parasitos Apicomplexa como

possiveis candidatas a vacinas devido sua homologia com Eimeria tenella.

4 1.4 Vacinas de DNA

Vacinas de DNA utilizam genes que codificam proteinas
imunogénicas de patdgenos ao invés das proteinas expressas. Elas sao utilizadas
em conjunto com elementos regulatérios apropriados como os promotores e 0s
estimuladores, permitindo que a proteina codificada seja expressa em sua forma
nativa e, assim, ser reconhecida pelo sistema imune do hospedeiro de uma forma
que simule a infecgao natural. Este tipo de vacina requer a transferéncia de genes e
expressao do antigeno em tecidos acessiveis ao sistema imunoldgico, como pele,
musculo e mucosas. Sao administradas por injecdo em forma liquida ou revestidas
em superficie das microparticulas (LILLEHOJ, 2000).
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4.2 Adjuvantes

Os adjuvantes s&o utilizados com intuito de aumentar a resposta
imune em vacinas, e também em imunologia experimental, por mais de 80 anos. A
existéncia de efeitos adjuvantes foi descrito pela primeira vez em 1926 (BRUNNER
et al, 2009). A natureza quimica, modo de acéao e efeitos colaterais dos adjuvantes
sdo altamente variaveis. Alguns efeitos colaterais podem ser atribuidos a
estimulagcdo de diferentes mecanismos do sistema imune que podem refletir em
reacdes farmacolégicas adversas.

Os adjuvantes mais comuns utilizados em humanos sao o hidréxido
de aluminio, fosfato de aluminio e fosfato de calcio, além de emulsdes de O6leos,
produtos bacterianos e seus derivados sintéticos, como lipossomos. Atualmente
adjuvantes como MPL (lipidio monofosforil A), ISCOMs associados a Quil-A e SAF
(Syntex adjuvant formulation) contendo treonil derivado do dipeptideo muramil vem
sendo considerados na utilizagdo em vacinas. A escolha de um composto adjuvante
ira depender de um equilibrio entre a sua imunogenicidade e baixos, ou aceitaveis,
efeitos colaterais (GUPTA et al, 1993).

A escolha do adjuvante depende de algumas consideragbes, como
conhecimento da patogénese da doencga e da protecéo correlata, metas da vacina,
antigenos envolvidos, populagdo envolvida, e o conhecimento do modo de agéao do
adjuvante. O desafio, para todos envolvidos no desenvolvimento de produtos
utilizando novos adjuvantes, é preencher todas as lacunas no conhecimento para
definir os critérios de aceitabilidade e assim definir o caminho para o licenciamento.
Intensificar os esforgos para compreender o modo de agdo dos adjuvantes € uma
parte fundamental do processo (MASTELIC et al, 2010).

5 CONCLUSOES
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O uso de anticoccidianos na ragado de frangos ao longo dos anos
permitiu a selecdo de cepas resistentes. Tal quadro desestimulou a producéo de
novos medicamentos pelos laboratérios. A possibilidade de residuos na carne e a
exigéncia do mercado consumidor foram outros fatores determinantes. Com isso a
Comissado da Unido Européia determinou a retirada gradativa desses agentes da
racao de frangos até dezembro de 2012. Diante de tal fato, houve o estimulo de
pesquisas por uma forma alternativa de controle, no caso as vacinas.

Ja existem alguns tipos de vacinas no mercado, principalmente as
vivas virulentas e atenuadas. Essas vacinas, apesar de serem eficientes na
promoc¢do de imunidade protetora, ainda possuem desvantagens (como o custo
elevado e possibilidade de causar doenga) que nao permitiram a total aceitagéo por
parte dos produtores.

Diante de tal fato as vacinas recombinantes parecem ser,
atualmente, a alternativa mais promissora no controle da coccidiose. Entretanto,
para que esta vacina seja efetiva, alguns fatores devem ser levados em
consideragao, como as escolhas das proteinas, adjuvantes e vias de administragao
corretas. Apesar de existirem diversas pesquisas com este tipo de vacina, so existe
uma vacina comercializada atualmente (CoxAbic®).

Finalmente, € importante ressaltar que ainda é cedo para que se
tenha uma solucéao definitiva para o problema da coccidiose, e que, provavelmente,
esta determinagdo de retirada das drogas da produgdo de carne de frango seja

prorrogada até que se encontre uma solugao definitiva.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

¢ Obter proteinas recombinantes de Eimeria tenella

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Clonar, sequenciar e expressar os produtos dos genes sagl
(“surface antigen gene 1”) e hsp70 (“heat shock protein 70”) de

Eimeria tenella
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Eimeria tenella: Clonagem, seqiienciamento e expressao de SAG1 e HSP70
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Resumo

O género Eimeria € um grupo de protozoarios pertencentes ao subfilo Apicomplexa
(familia Eimeriidae), onde sete espécies tém sido reconhecidas infectando galinhas:
E.acervulina, E.maxima, E.tenella, E.brunetti, E.necatrix, E.mitis e E.praecox. A
Eimeria tenella € uma das espécies mais patogénicas, invadindo a mucosa cecal,
causando inflamacdo e danos aos enterdcitos. Trata-se de um parasito intracelular
obrigatério que causa doenga pela destruicdo das células em seu processo de
replicagéo. Assim como os diversos membros do filo Apicomplexa, o género Eimeria
também possui complexo apical, o qual tem papel fundamental no processo de
invasdo celular. Diversas proteinas foram reconhecidas como participantes do
processo de invasdo da célula hospedeira. A HSP70 (“heat shock protein 70”) é uma
proteina de choque térmico presente em diversos tipos celulares (de bactérias a
humanos), que tem a funcdo de proteger o DNA da célula contra o stress ambiental
ou proveniente da resposta imune do hospedeiro. Também foi reconhecida como
participante no processo de invasdo celular. A SAG1 (“surface antigen gene 1”) é
uma proteina presente na superficie do parasito. O objetivo deste trabalho foi clonar,
seqlenciar e expressar as proteinas HSP70 e SAG1 obtidas de esporozoitos de
Eimeria tenella. A sequéncia de nucleotideos revelou uma identidade de 98% para
as sequéncias de hsp70 depositadas no Genebank, e de 92-94% para sagl. A
proteina recombinante rHSP70, apresentou duas bandas com aproximadamente
25kDa e 50kDa, e a proteina rSAG1 revelou uma banda de aproximadamente
50kDa.

Palavras chave: Eimeria tenella, frangos, proteinas recombinantes, hsp70, sagl.
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Abstract

The genus Eimeria is a group of protozoa belonging to the subphylum Apicomplexa
(family Eimeriidae), where seven species have been recognized by infecting
chickens: E.acervulina, E.maxima, E.tenella, E.brunetti, E.necatrix, E.mitis and
E.praecox. Eimeria tenella is one of the most pathogenic of the seven species,
invaded the cecal mucosa, causing inflammation and damage to enterocytes. It is an
obligate intracellular parasite that causes disease by destroying cells in its process
replication. Like many members of the phylum Apicomplexa, the genre has also
Eimeria apical complex, which has this role in cell invasion. Several proteins were
recognized as participants in the process of host cell invasion. The HSP70 (“heat
shock protein 70”) is a heat shock protein present in several cell types (from bacteria
to humans), which serves to protect the DNA of the cell against environmental stress
or from the host immune response. It was also recognized as a participant in cell
invasion. The SAG1 (“surface antigen gene 1”) is a protein present on the surface of
the parasite. The purpose of this study was to clone, sequencing and express
proteins HSP70 and SAG1 obtained from sporozoites of Eimeria tenella. The
nucleotide sequence revealed an identity of 98% of sequences deposited in
Genebank for hsp70, and 92-94% for sagl. The recombinant protein rHSP70,
showed two bands of approximately 25kDa and 50kDa, and the protein rSAG1
revealed a band of approximately 50kDa.

Keywords: Eimeria tenella, broilers, recombinant proteins, hsp70, sagl.

28



3.1 INTRODUCAO

A coccidiose aviaria € uma parasitose intestinal que acomete diversas
espécies de aves tendo como agente etioldgico os protozoérios do género Eimeria,
sendo estes responsaveis por quadros de diarréia, perda de peso, pobre converséo
alimentar, e, em alguns casos mais severos, podendo levar os animais a morte
(LILLEHOJ et al., 2000).

A Eimeria é um protozoério pertencente ao subfilo Apicomplexa (familia
Eimeriidae), que apresenta vérias espécies de interesse médico veterinario,
podendo afetar mamiferos e aves (GUIMARAES JUNIOR et al, 2007). A Eimeria
tenella € uma das mais patogénicas das sete espécies que infectam galinhas,
invadindo a mucosa cecal, causando inflamacéo e danos aos enterécitos (MIN et al.,
2004).

Assim como os diversos membros do filo Apicomplexa, o género Eimeria
também possui complexo apical, este o qual tem papel fundamental no processo de
invasdo celular. Este complexo engloba diversas organelas secretoras, as quais
produzem proteinas que agem no reconhecimento da célula hospedeira, na
formacao do vacuolo parasitéforo e remodelamento metabdlico (ZHOU et al., 2010).

Ao longo da ultima década foi possivel testemunhar o aumento do nimero de
parasitos sequenciados, principalmente pelos avancos tecnologicos no
seqlienciamento de DNA, através do qual foi possivel obter sequéncias gendmicas
completas de diversos parasitos. Com isto houve um crescente numero de genes
identificados, os quais constituem uma importante ferramenta na quimioterapia e
producdo de vacinas. Além disso, o conhecimento desses genes proporcionou um
enorme progresso no entendimento da biologia dos parasitos. As proteinas
recombinantes obtidas de diversos genes previamente identificados possuem
diversas aplicagbes praticas, como no diagndstico, no entendimento da biologia do
parasito, através do entendimento da sua funcdo estrutural, atuando também como
imundgenos, e, por fim, na producdo de drogas antiparasitérias. Os principais
desafios na producdo destas proteinas seriam a dificuldade de producdo em alta
escala, a imunogenicidade do produto recombinante e as modificacdes pos-
translacionais (FERNANDEZ-ROBLEDO, 2010).
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A “heat shock protein” 70 (hsp70) é uma proteina comum a diversos
organismos vivos, de bactérias a seres humanos, que possui um peso molecular de
aproximadamente 70kDa. Desempenha diversos papéis nos mecanismos
homeostéaticos que preservam as fungdes celulares dos efeitos deletérios causados
pelas condigbes de stress celular, tanto no hospedeiro quanto no ambiente (CACHO
et al., 2008). Segundo Peroval et al. (2006), ainda tem uma funcdo importante na
invasdo da célula hospedeira, formando um complexo junto com a proteina HSP9O.
A “surface antigen gene 1” (sagl) é uma proteina estrutural situada na membrana
celular do esporozoito, a qual serve de reconhecimento para o sistema imune do
hospedeiro.

O objetivo do presente estudo foi clonar e sequenciar os genes hsp70 e sagl

de E. tenella, bem como, expressar proteinas recombinantes.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Isolado de Eimeria tenella

A cepa EtBrl de E. tenella, mantida no Laboratério de Parasitologia e
Doencas Parasitarias da Universidade Estadual de Londrina, foi multiplicada em
aproximadamente 80 pintinhos (1mL por ave, contendo aproximadamente 30.000
oocistos esporulados), livres de coccidios, e 0s oocistos foram recuperados do ceco,
apds a eutanasia por CO2. Decorrida a esporulacdo, os oocistos foram preservados
em solugéo de bicromato de potéssio 2,5% (LONG, 1971). Todos os procedimentos
realizados com os animais estdo de acordo com a resolugéo 196/96 do Conselho
Nacional de Saude, de forma a minimizar o estresse animal, e foram aprovados pelo
Conselho de Etica em Experimentagdo Animal, da Universidade Estadual de
Londrina. Este projeto de pesquisa foi financiado pelo CNPq, processo numero
578721/2008-2, do edital 064/2008 — linha 2.

Os oocistos de E. tenella foram esterilizados em hipoclorito de s6dio conforme
descrito por Schmatz et al. (1984). Apds a esporulacdo os oocistos foram lavados
em 10 mM de PBS (Phosphate Buffered Saline) com pH 7.5 e suspensos em tubos
de 50 ml de PBS frio contendo esferas de vidro de 3 mm, para a ruptura da parede

do oocisto por meio do vortex (5 minutos). A sedimentagéo dos esporocistos foi por
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centrifugacdo a 1600 x g por 10 minutos, em seguida o sedimento foi ressuspenso
em solugéo de sacarose 1M, seguido por uma nova centrifugagédo. Os esporocistos
sedimentados foram suspendidos em tubos de 50 ml contendo Tripsina 0.25% e
acido taurodeoxicolato 4% (Sigma) em PBS e permaneceram sob agitacdo em
banho-maria a 42°C por 45 minutos. Os esporozoitos excistados foram
centrifugados, para sedimentacdo, a 700 x g por 20 minutos e o sobrenadante
cuidadosamente decantado. Em seguida, foram realizadas trés lavagens em PBS e
sua concentracdo foi ajustada para 10’ esporozoitos/ml. A purificacdo dos

esporozoitos de E. tenella foi realizada conforme descrito por Dulski e Turner (1988).

3.2.2 Extracdo de DNA e PCR dos genes sagl e hsp70

A extracdo de DNA dos esporozoitos foi efetuada através da metodologia
descrita por Garcia et al (2006). O material foi hidratado em Tamp&o de Extragéo

(TE) e estocado a -20° C até o uso.

Os segmentos de DNA, das proteinas hsp70 (Genebank - Z46965) e sagl
(Genebank - AJ586531) foram obtidos pela técnica de reagdo em cadeia pela
polimerase (PCR) utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos para os genes
hsp70 e sagl, confeccionados a partir de sequéncias conhecidas (Genebank),
porém, utilizando as somente as regides consideradas mais imunogénicas. Os
primers utilizados foram hsp70 FW (5°- AAC AAA CTG CTC GGT CAG - 3) e RW
(5"- GCC GTC AGC AGA TGT GTT - 3), e sagl FW (5°- TAC TTG TTT GTA ATG
TTT GT-3") e RW (5 - AAA GAG AGC GAA AGC GG - 3).

Para a realizacdo da PCR foram utilizados 2,5 pl de tampédo 10 vezes
concentrado (MgCl, 50 mM), 2 uyl dNTPs (0,2 mM), 20 pmol. de cada conjunto de
primers, 0,25 pl da enzima Taq Polimerase Platinum® (Invitrogen) e 50 ng de DNA
de E. tenella, em um volume total de 25 pl. Os PCRs foram submetidos a um ciclo
de 94 °C/ 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C/ 45 segundos, 55°C (sagl) e
59°C (hsp70)/ 45 segundos, 72°C/ 45 segundos. Com extensdao final a 72°C por 7
minutos. Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose (SYBER
GREEN®) a 1,5%.
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3.2.3 Clonagem dos genes sagl e hsp70 e andlise das sequencias de DNA

Os produtos da amplificacdo foram clonados usando o vetor pTrcHis2 de
acordo com as recomendacgdes do Kit de clonagem pTrcHis2 TOPO TA Expression
Kits® (Invitrogen, life Technologies). Os plasmidios recombinantes foram inseridos
pela reacéo de transformagdo em E. coli TOP10 competente quimicamente. Os
clones pTrcHis2/hsp70 e pTrcHis2/sagl foram cultivados em 3,0 ml de caldo LB
contendo ampicilina, com o objetivo de multiplicacdo dos plasmidios, os quais, foram
extraidos pelo QIAprep Spin Miniprep Kit Protcol® (Qiagen). A confirmagéo da
presenca do inserto foi realizada através do uso da PCR dos plasmidios utilizando
os primers de HSP70 e SAG1. As amostras foram quantificadas e enviadas ao
Laboratorio Genoma da Universidade de S&o Paulo (USP/SP) para a realizacdo do

sequenciamento génico.

3.2.4 Expressao em E. coli BL21 e purificagdo de rHSP70 e rSAG1

Os plasmidios pTrcHis2/hsp70 e pTrcHis2/sagl foram transformados em
vetor de expressdo E. coli BL21. As células cresceram em meio de cultura caldo LB
contendo 100 pg/ml de ampicilina a 37°C até a obtencdo da densidade Optica
(D.0O.)s0 0,5 aferido em espectrofotobmetro (iMark™ Microplate Absorbance Reader,
BIO RAD®). Para a inducéio da proteina recombinante foi necessario a adic&o de 1
mM de Isopropil-thio-D-Galactoside (IPTG), e o tempo de inducdo da expressao das
proteinas foi de aproximadamente cinco horas. Amostras das culturas foram
retiradas a cada hora pos-inducdo com IPTG e centrifugadas para obtencdo de um
precipitado de células. Estes precipitados foram ressuspendidos e purificados em
coluna de resina de niquel, e os produtos obtidos foram submetidos & anélise em gel
SDS-Poliacrilamida a 12% para confimagdo da presenca das proteinas. A
concentracdo das proteinas foi determinada com a utilizacdo do Pierce® BCA Protein

Assay Kit (Thermo Scientific®).
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 PCR, clonagem e transformacéo de sagl e hsp70

ApoOs a extragdo do DNA, foi realizada a PCR utilizando os primers
especificos para sagl e hsp70, os quais amplificaram produtos em torno de 200pb e
1200pb respectivamente (Figura 1a). Apds o crescimento e isolamento das coldnias,
realizou-se a extragdo dos plasmidios seguida da PCR (utilizando os primers de
HSP70 e SAG1), através da qual foi possivel observar em gel de agarose 1,5%
amplicons semelhantes aos obtidos anteriormente, confirmando assim a presenga

dos insertos (Figura 1b).

3.3.2 Andlise das sequencias de DNA de sagl e hsp70

As seqléncias obtidas através da PCR foram enviadas para sequenciamento
dos nucleotideos (Laboratério Genoma — USP/SP) os quais revelaram 98% de
identidade dos produtos obtidos de hsp70 com as sequéncias contidas no
GeneBank, e de 92 a 94% dos produtos obtidos de sagl com a sequéncia fornecida
pelo GeneBank. Os resultados obtidos no sequenciamento @génico estéo

demonstrados na Tabela 1.

3.3.3 Expressao em E. coli BL21 e purificagdo de rHSP70 e rSAG1

Os produtos expressos e purificados de rHSP70 foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% e revelaram duas bandas com pesos
molecures de aproximadamente 25kDa e 50kDa (Figura 2 a). A mesma metodologia
foi aplicada a rSAG1, que revelou uma banda com peso molecular de
aproximadamente 50kDa (Figura 2b). A concentragdo protéica foi de

aproximadamente 100ug de proteina recombinante por mL eluido.
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3.4 DISCUSSAO

No presente trabalho realizou-se a amplificagdo, clonagem, sequenciamento,
expressdo e purificacao das proteinas HSP70 e SAG1 de Eimeria tenella. Por serem
proteinas abundantes e importantes para o parasita, como na esquizogonia e na
invasdo celular deste parasita (HSP70) e estruturais de superficie (SAG1), estas
proteinas sédo candidatas na confec¢cdo de uma vacina recombinante.

As heat shock proteins (HSPs) podem ser encontradas em diferentes
organismos, de bactérias a seres humanos, e desempenham diversas fungdes nos
mecanismos homeostaticos celulares (PEROVAL et al., 2006). As HSPs formam
uma complexa multifamilia de proteinas para desempenhar suas fun¢des fisioldgicas
(CACHO et al., 2008).

A HSP70 de E. tenella é uma proteina de aproximadamente 70 kDa presente
no Complexo Sinaptonemal (CS). Também s&o encontradas no citoplasma e
mitocdndrias (DUNN, et al., 1995) O CS é uma estrutura especializada na divisao
celular, atuando na iniciagéo da sinapse cromossomal, mantendo os cromossomos
juntos ao longo de sua extenséo, estabilizando o seu pareamento e promovendo o
quadro estrutural necessario para que ocorram 0s eventos de recombinacdo
genética.

Durante a esporulagdo de oocistos de E. tenella a HSP70 desempenha um
papel importante no processo de formacdo dos esporocistos e esporozoitos
(CACHO et al., 2008). Acredita-se que nestes esporozoitos, a HSP70 juntamente
com outra HSP, como a HSP90, forme um complexo protéico, que interage com
outras proteinas intermediarias (PEROVAL et al., 2006). Este complexo protéico
pode exercer um papel fundamental na resposta celular do hospedeiro, e € um dos
sitios antigénicos nos quais o sistema imune atua, isto também j& foi demonstrado
na maléria em humanos (ZHANG et al., 2001) e na infecgdo por Toxoplasma gondii
(ROJAS et al., 2000).

Mohamed et al. (2003) obteve significante diminuicdo de taquizoitos de T.
gondii imunizando camundongos com uma vacina de DNA composta pelo gene
hsp70 de T. gondii. Neste estudo os autores compararam outros genes, como hsp30
e sagl de T. gondii, porém, afirmaram que a hsp70 é mais eficiente na inducéo da
resposta imune. Estes autores citaram a importancia desta proteina na estimulacao

das células apresentadoras de antigeno (CPA), na liberacdo de citocinas e
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maturacdo de células dendriticas, e descreveram este gene como possivel
candidato a producdo de vacinas ndo sé contra T. gondii, mas também contra o
cancer e outras doengas infecciosas.

Segundo KLOTZ et al. (2007), SAG1 e TA4 sdo as mesmas proteinas, pois
apresentam alta identidade génica entre si (99 a 100% BLAST), porém, possuem
tamanhos diferentes (ta4 apresenta em torno de 1200 pb, enquanto sagl apresenta
em torno de 762pb). Alguns autores tém usado essa proteina de superficie (TA4) em
pesquisa com vacinas, associando-as a interleucinas (IL-2) como adjuvantes,
obtendo resultados satisfatorios, e, inclusive, sugerindo como efetiva candidata a
vacina contra coccidiose aviaria (XU et al., 2008; SONG et al., 2009). Por ser uma
proteina presente na superficie, a SAG1, serviria como primeiro antigeno a ser
reconhecido pelo sistema imune. Por esta razdo resolvemos trabalhar com esta
proteina.

Os produtos de PCR obtidos apresentaram aproximadamente 1200pb contra
2810pb da sequéncia fornecida pelo GeneBank (Z46965.1), para HSP70, e 200 pb
contra 710pb demonstrados no GeneBank (AJ586531), para SAGL. Estas diferencas
sao justificadas pela utilizagdo de primers desenhados para amplificar somente as
regibes (sequéncia) mais imunogénicas destas proteinas. A proteina SAG1l de
Eimeria tenella difere das demais SAG1 de outros Apicomplexos, como a de
Toxoplasma gondii, onde Zhang et al. (2007), obteve amplicons de
aproximadamente 810 pb. J& o trabalho de Wang et al. (2009) obteve uma
seqliéncia de aproximadamente 1104 pb também em Toxoplasma gondii. Ndo houve
identidade génica quando comparadas pelo BLAST.

Apesar da diferenga de tamanho, o sequenciamento dos produtos obtidos
pela PCR apresentaram uma identidade génica de 98% com a sequéncia do
GeneBank, para HSP70. Com relagdo aos produtos de SAG1 obtidos neste trabalho,
obteve-se uma identidade génica de aproximadamente 93% com TA4 de oocistos
esporulados de E. tenella (M21004.1) e SAG1 gene (AJ586531.2), 94% com Major
Sporozoite Surface Antigen Gene (M21008.1).

Os produtos expressos purificados de HSP70, revelaram duas bandas de
aproximadamente 50kDa e 25kDa, o que nos leva a crer que durante o processo de
expressdo houve clivagem desta proteina, pois quando somadas obtemos um valor

aproximado de 75kDa, valor préximo aos 70kDa encontrado por Dunn et al. (1995).
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No caso de rSAGL1 expressa e purificada, obtida neste trabalho, observou-se uma

banda de aproximadamente 50kDa.

4 CONCLUSAO

As proteinas rHSP70 e rSAG1 foram expressas em uma concentragao
relativamente alta. O presente trabalho foi a primeira etapa para uma posterior
caracterizagdo destas proteinas, avaliando antigenicidade e estudando-as para a

producéo de imundgeno.
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FIGURAS

Figura 1: Produtos amplificados da PCR:

A) DNA de Eimeria tenella utilizando os primers confeccionados de SAG1
e HSP70 - Gel de Agarose a 1,5% (SYBER GREEN®).

B) Produtos amplificados dos plasmidios clonados das col6nias 1 a 5 para

confirmacdo da presenca do inserto - Gel de Agarose a 1,5% (SYBER
GREEN®).



Figura 2: Purificacdo desnaturante em coluna de resina de niquel com 3 elui¢des:

A) Purificagdo de rHSP70 - Gel de Acrilamida a 12%. Coluna PM: Peso

molecular; Coluna 1: 1° eluicdo; Coluna 2: 2° eluicdo; Coluna 3: 3°
eluicéo.

B) Purificagdo de rSAG1 - Gel de Acrilamida a 12%. Coluna PM: Peso

molecular; Coluna 1: 1° eluicdo; Coluna 2: 2° eluicdo; Coluna 3: 3°
eluicéo
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TABELAS

Tabela 1: Resultado do sequenciamento dos produtos amplificados pela PCR dos
genes sagl e hsp70 da cepa de Eimeria tenella, Londrina/PR.

Acesso A Identidade .
Sequéncias A - Primers
Genebank genica

E.tenella hsp70 gene encoding organellar

0,

746965.1 heat shock protein 98% HSP70 Fw

746965.1 E.tenella hsp70 gene encoding organellar 98% HSP70 Rw
heat shock protein

M21088.1 E.tenella major sporozoite surface antigen 94% SAGL Rw
gene, exons 1 to 4, complete cds

AJ586531.2 Eimeria tenella mRNA for surface antigen 1 93% SAGL Rw
(sagl gene)

M21004.1 E.tenella spprulated oocyst TA4 antigen 93% SAGL Rw
MRNA, partial cds

DQ327836.1 Eimeria tenella strain Z) TA4 antigen protein 92% SAGLRw

MRNA, partial cds
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5 APENDICE

Purificacdo de oocistos das fezes

Lavar cinco vezes as amostras para a retirada do Dicromato de Potassio,
centrifugando a 1000g por 5 minutos.

Suspender o pellet em solugéo saturada de NaCl (D 1,209).

Centrifugar por 10 minutos a 200g.

Colher os oocistos da superficie da solugdo e lavar por 6 vezes em agua
destilada.

Solucéo de esporozoitos para a extragdo de DNA

6.

Apos a purificag@o dos oocistos, colocar em tubos Falcon as pérolas de vidro
e aproximadamente 3 mL da solugé&o purificada.

Agitar no vortex vigorosamente de 1 em 1 minuto e avaliar ao microscopio,
até que a maioria dos oocistos liberarem os esporozoitos.

Fazer a limpeza com solugdo de sacarose a 1M, centrifugando em baixa
rotagéo.

Realizar 4 lavagens para a retirada da sacarose.

Suspender os esporocistos em 1,5 mL da solu¢do de excistagéo por 2 horas,
em banho-maria a 41°C, homogeneizando a cada 20 minutos.

Lavar os esporozoitos em solucdo de PBS.

Solugéo de excistagao

Acido Taurocolato 4% 0,069
Tripsina 0,25% 0,049
Solucéo esporozoitos (qsp) 1,5mL

Extracdo de DNA

Para 300 pL de amostra, adicionar 30 yL de SDS 10% e 15 uL de proteinase
K, mantendo a solugcdo em banho-maria a 56°C por 1 hora, agitando
gentilmente a cada 20 minutos.

Adicionar 300 pL de Fenol e agitar gentilmente.

Centrifugar a 13000g por 5 minutos a 4°C, e transferir o sobrenadante para
outro microtubo.

Adicionar 300 uL de Cloroférmio/Fenol/Alcool Isoamilico (diluicdo 24:25:1) e
agitar gentilmente.

Centrifugar a 13000g por 5 minutos a 4°C, e transferir 250 pL do
sobrenadante para outro microtubo.

Adicionar 62 pL de Acetato de amonia 10M, agitar gentilmente e em seguida
adicionar 780 uL de Alcool (etanol) 100%.
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7. Colocar na geladeira (em isopor com gelo) por 30 minutos.

8. Centrifugar a 130009 por 5 minutos a 4°C e descartar do sobrenadante.
9. Adicionar Etanol 70% (1 mL).

10. Centrifugar a 13000g por 5 minutos a 4°C e descartar o sobrenadante.
11.Esperar o pellet secar por completo.

12.Ressuspender o pellet em 50 yL de T.E.

13.Fazer PCR ou congelar a -20°C (n&o passar de 24hs em geladeira).

Gel de agarose

1. Pesar a agarose em um erlenmeyer, adicionar 30 ml de TEB 1X (89 mM tris-
base; 89 mM acido borico; 2 mM de EDTA) e leve ao forno microondas até a
fusédo da agarose.

2. Adicionar 3 pL de SYBER GREEN quando a solugéo estiver morna.

3. Colocar a agarose em recipiente previamente preparado para a solidificagao.

Concentragéo do gel 1% 1,5% 2%
Agarose 0,39 0,459 0,69
TEB [1X] 30 mL 30 mL 30 mL
SYBER GREEN 3L 3L 3L

TEB [5X] solugéo estoque

Tris-base 54 ¢g
Acido bérico 279
EDTA 2,659
Agua destilada 1000 mL

Corante para corrida eletroforética em agarose

Ficoll 1,25 g (armazenada a vécuo)
Azul de bromofenol (AB) 0,0125¢

TEB [5X] 10 mL

Ficoll 1,5 g (armazenada a vacuo)
Xylenecyanol 0,0125¢

Agua destilada 10 mL

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Mix PCR [2X] concentrag&o de 1,5 mM

Tampéo PCR 1X (40 mM Tris- HCI pH 8,0, 100 mM KCl) 200 pL
MgCl2 60 pL
dNTPs (100 mM) 4 uL de cada

Agua Millig 724 uL



Mix PCR [2X] concentrag&o 2,0 mM

Tampéo PCR 1X (40 mM Tris- HCI pH 8,0, 100 mM KCl) 200 pL
MgCl2 80 pL
dNTPs (100 mM) 4 yL de cada
Agua Millig 544 uL

Mix PCR [2X] concentrag&o 2,5 mM

Tampéo PCR 1X (40 mM Tris- HCI pH 8,0, 100 mM KCl) 200 pL
MgCI2 100 pL
dNTPs (100 mM) 4 yL de cada
Agua Millig 684 uL

PCR protocolo 1 reagéo total 25 u/

Mix [2X] 12,5 L
Primer F 1uL
Primer R 1uL
Taq polimerase 0,25 uL
Agua Millig 5 uL
DNA extraido 5uL

Competénciada E. coli Top10/BL21

1.

Pré-in6culo: Inocular 30uL da E. coli BL21 em 3 mL de caldo LB, incubar a
37°C overnight, sob agitagao.
Inocular 200uL (300uL) do pré-indculo de BL21 em 20 mL de caldo LB e
incubar a 37°C, sob agitacdo, por + 2 horas, até a obtengéo de DOggo = 0,5.
Centrifugar a 5000 rpm a 4°C por 5 min.
Ressuspender em 6,7 mL de tamp&o de transformac&o (TT) com MES

- usar pipeta de vidro ou ponteira do pipetador regulavel resfriadas no
freezer, de preferéncia overnight
Incubar em gelo por 20 min.
Centrifugar a 5000 rpm a 4°C por 5 min.
Ressuspender em 1,6 mL de TT.

- usar pipeta de vidro ou ponteira do pipetador regulavel resfriadas no
freezer, de preferéncia overnight
Adicionar 15% de glicerol a 100% estéril ao volume das aliquotas a serem
congeladas (15 pL de glicerol para 100uL da cultura).
Aguardar 30 minutos incubados no gelo para iniciar a transformagcéo ou
congelar em frezzer -80°C até o uso.

Caldo Luria Bertani (LB)

Triptona........c.c.evvvvvvvennnnns 10g
NaCl...oooooeieiieieee, 59
Extrato de levedura........... 59

Agua destilada................... 1L



Tampao de Transformacéo (TT)

Dissolver em 80 mL de agua Milliq e autoclavar por 20 minutos.
Diluir 0,2 g de MES[2(N-morpholino) ethane sulfonic acid] em 15 mL de agua
Milliq e filtrar na solugdo anterior gelada e no fogo para evitar contaminagao.

Transformacéo do E. coli Top10/BL21

1. Adicionar 2-4 pL de plasmidio recombinante (vetor + DNA inserido) em 100

uL de célula competente. Misture delicadamente utilizando o pipetador com

movimentos circulares (sem pipetar de cima para baixo).

Incubar no gelo por 30 minutos.

Efetuar choque térmico por 1 minuto a 42°C.

Transferir imediatamente no gelo.

Adicionar 250 pL de meio SOC ou LB a temperatura ambiente.

Tampar o tubo firmemente prendé-lo inclinado para aumentar a superficie de

aeracgao. Agitar o tubo horizontalmente (200 rpm) a 37°C por 1 hora.

7. Semear 100 pL da célula competente em Agar LB com antibidtico adequado,
com alga de drigalski e incubar overnight.

8. Adicionar 250 pL da célula transformada em 20 mL de Caldo LB contendo
antibiético, incubar a 37°C overnight.

Meio SOC

Triptona 2%

Extrato de levedura 0,5%

NaCl 2,5 mM

KCIl 2,5 mM

MgCI2 10 mM

MgSO4 10 mM

Glicose 20 mM

ook wn

Purificagdo de proteina soluvel
Preparo lisado proteinas soluveis

1. Retire o precipitado de células de 100mL de cultura do freezer, descongele 15
minutos no gelo.
2. Ressuspenda em 8 mL de Lysis buffer e homogeneize por uma hora no gelo.
3. Adicione:
Lisozima na concentragéo de 50 mg/mL 160 pL
PMSF na concentracdo de 44 mM 180pL
TCLK na concentragdo de 10 mM 800uL
4. Sonique 100 hz por trés vezes de 15 segundos de sonicagdo x 30 seg de
intervalo, em gelo.
o0 Caso esteja viscoso, adicione:
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* RNAse (10 mg/mL) para a concentracao final de 10 ug/mL

= DNAse para a concentragao final de 10ug/mL — 0,3 pL para 5

mL de solugéo

5. Centrifugue 20 minutos a 9200 rpm a 4°C para formar precipitado de debris
celulares e guardar o sobrenadante.

Sobrenadante pronto para ser purificado em coluna com resina de niquel.

Preparacéo da coluna

1. Retire a coluna da geladeira, ressuspenda e desconecte a tampa inferior e
deixe pingar.

2. Lave com 2 mL de agua destilada por 2 vezes.

3. Lave com 3 mL de tampéo de lise pH 8,0 por duas vezes.
e Coluna pronta para uso.
e Apo0s o uso guardar na geladeira com 3 mL de &lcool 30%.

Purificac@o das proteinas solluveis em coluna de niquel (Qiagen®)

1. Adicione o lisado da cultura ressuspenso em tampéao de lise, homogeneizado,
sonicado e centrifugado a coluna com resina equilibrada e homogeneize por 1
hora a temperatura ambiente.

2. Adicione 4 mL do tampé&o lavagem, homogeneize por 15 minutos no gelo e
despreze o sobrenadante apos ser filtrado na coluna. Repetir 2 vezes.

3. Adicione 1 mL do tampéo eluicdo, homogeneize por 15 minutos no gelo e
filtre a proteina eluida e guarde em recipiente novo. Repetir 3 vezes.

4. Guardar 30 pL de cada etapa para ser analisado em gel SDS-Poliacrilamida.

Tampé&o de lise (100ml) pH 8

NaH2POa4 0,699
NacCl 1,759
Imidazole 0,068¢g

Tampéo lavagem (100 ml) pH 8

NaH2POa4 0,699
NacCl 1,759
Imidazole 0,136¢9
Tampé&o eluicdo (100 ml) pH 8
NaH2POa4 0,699
NacCl 1,75g

Imidazole 3449



Purificagc@o de proteina insoluvel

Preparo lisado proteinas insolluveis

1.

U AWN

Descongelar o precipitado de células de 100 mL de cultura por 15 minutos no
gelo

Ressuspender em 16 mL do tampé&o A

Homogeneizar por 1 hora a temperatura ambiente

Adicionar 544,5 uL de PMSF e 160 uL de TLCK

Sonicar 6 vezes de 15 segundos com intervalo de 30 segundos, no gelo
Centrifugar por 20 minutos 9200 rpm, reservar o sobrenadante para passar na
coluna.

Preparo coluna

1.

Retire a coluna da geladeira, ressuspenda e desconecte a tampa inferior e
deixe pingar.

2. Lave com 2 mL de agua destilada por 2 vezes.
3.

Lave com 3 mL de tampé&o B pH 8,0 por duas vezes.
Coluna pronta para uso.
Apos o uso guardar na geladeira com 3 mL de alcool 30%.

Purificacé@o das proteinas insoltveis em coluna de niquel (Qiagen®)

1.

2.

Colocar o sobrenadante do lisado na coluna equilibrada e deixar
homogeneizar por 1 hora em temperatura ambiente

Deixar pingar por gravidade todo lisado, adicionar 4ml do tampéo C (pH 6,3),
para fazer lavagens e retirar todo o resto celular. Repetir a operagéo por mais
3 vezes com intervalo de 15 minutos homogeneizando no gelo.

Fazer 2 lavagens com 2 mL tampé&o D (pH 5,9) com intervalo de 15 minutos
homogeneizando no gelo

Fazer eluicdo com tampéao E (pH 4,5) e mais 3 eluigcbes com tampé&o E (pH4),
com intervalo de 15 minutos entre as eluigcbes no gelo

Reservar 30uL de cada etapa para analise em gel SDS-Poliacrilamida.

Tampéo A (1000 ml) pH 8

NaH2PO4 13,89
Tris 1,29
GuHCI 573 ¢

Tampéo B (1000 ml) pH 8

NaH2PO4 13,89
Tris 129
Uréia 480,5 g

Tampéo C (1000 ml) pH 6, 3

NaH2POa4 13,89
Tris 1,29
Uréia 480,5¢g
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Tampéo D (1000 ml) pH 5, 9

NaH2PO4 13,8 9
Tris 1,29
Uréia 480,59
Tampao E (1000 ml) pH 4, 5
NaH2PO4 13,8 9
Tris 1,29
Uréia 480,59
Tampao E (1000 ml) pH 4
NaH2PO4 13,8 9
Tris 1,2¢g
Uréia 480,59

Gel SDS-Poliacrilamida

Gel separador (Slab gel) 12%

Agua destilada 2,75 mL
Tris/SDS ph8,8 2,03 mL
Acrilamida 30% 3,2mL
Persulfato de aménio 80 uL
TEMED 3,2 uL
Gel concentrador (Stacking gel) 5%
Agua destilada 1,68 mL
Tris/SDS ph6,8 0,75 mL
Acrilamida 30% 0,54 mL
Persulfato de aménio 15 uL
TEMED 1,5 uL
Tris/SDS 1,5M pH 8,8

Tris 18,1719
SDS 0,49
Agua millig 60 mL

Ajustar o pH para 8,8 com HCI 10N, deixar overnight na geladeira e conferir o
pH no outro dia, completar para 100 mL.

Tris/SDS 0,5M pH 6,8

Tris 6,055¢
SDS 0,49
Agua millig 60 mL

Ajustar o pH para 6,8 com HCI 10N, deixar overnight na geladeira e conferir o
pH no outro dia, completar para 100 mL.

Tampé&o de glicina 1X (Tampéao de corrida) pH 8,8
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Tris 39

Glicina 1449

SDS 19

Agua destilada 1000 mL

SDS 10%

Dodecil Sulfato de sédio 10g
Agua millig 100 mL

Aquecer a 68°C para dissolver

Solucao azul bromofenol 0,5%

Azul bromofenol 0,059
Agua milliq 10 mL
Persulfato de amonio 10%

Persulfato de amonio 109
Agua milliq 10 mL
Diluicdo IPTG na concentragdo de 1M
IPTG 19

Agua milliq 4,2 mL
Acrilamida 30%

Acrilamida 299

Bis acrilamida 1lg
Agua milliq g.s.p 100 mL

Misturar a bis acrilamida em 40 mL de &gua e agitar por 1 hora acrescente a
acrilamida, agitar ate dissolver, completar para 100 mL e corrigir o pH para 7.
Armazenar na geladeira em frasco escuro.

Tampéo de amostra SDS-PAGE 1X[]

Solugéo Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 1,25 mL
Glicerol (100%) 1,00 mL
B-Mercaptoetanol 0,2 mL
Azul bromofenol 0,01g
SDS 0,29
Agua destilada 10 mL

Tampéo de amostra SDS-PAGE 2X [ ]

Solugéo Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 2,50 mL
Glicerol (100%) 2,00 mL
B-Mercaptoetanol 0,4 mL
Azul bromofenol 0,029
SDS 0,449

Agua destilada 10 mL



Tampéo de amostra SDS-PAGE 3X[]
Solugéo Tris-HCI 0,5 M pH 6,8
Glicerol (100%)

B-Mercaptoetanol

Azul bromofenol

SDS

Agua destilada

Tampéo de amostra SDS-PAGE 4X [ ]
Solugéo Tris-HCI 0,5 M pH 6,8
Glicerol (100%)

B-Mercaptoetanol

Azul bromofenol

SDS

Agua destilada

Tampéo de amostra SDS-PAGE 5X [ ]
Solugéo Tris-HCI 0,5 M pH 6,8
Glicerol (100%)

B-Mercaptoetanol

Azul bromofenol (Sol 0,5%)

SDS 10%

Agua destilada

Corante comassie blue
Comassie brilhante blue R
Metanol

Acido acético

Agua destilada g.s.p.

Descorante do comassie blue
Acido acético

Metanol

Agua destilada

3,75 mL
3,00 mL
0,6 mL
0,039
0,69
10 mL

5mL
4 mL
0,8 mL
0,049
0,849
10 mL

1mL
1,6 mL
0,4 mL
0,4 mL
1,6 mL
3mL

0,625¢g
125 mL
17,5 mL
250 mL

100 mL
400 mL
500 mL

51





