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RESUMO

Introducdo: Anaplasmose bovina é uma doenga que acomete ruminantes, especificamente
bovinos no Brasil gerando prejuizos econdmicos. Dentre os sinais clinicos apresentados de
maior énfase, a febre que caracteriza altos picos de parasitemia assim como, a anemia que
pode levar o animal a ébito. As formas de combate a doenca através das medidas profilaticas
e produtos existentes no mercado ndo séo eficientes. Animais imunizados com proteinas de
superficie de Anaplasma marginale (MSPs) apresentam resposta imune humoral, os epitopos
imunodominantes de MSP1a tem mostrado excelente alternativa para a imunidade adaptativa,
pois a imunidade contra A. marginale esta associada com estas proteinas, que sdo expostas na
superficie rickettsia e sdo facilmente acessiveis pelo sistema imune do hospedeiro, pode ser
neutralizado por anticorpos contra epitopos expostos. Neste estudo, o objetivo foi expressar
epitopos imunogénicos da proteina MSPla em E. coli e Bacillus subtilis. Material e
metodos: Dessa forma, foram construidas duas quimeras (qQLANAP-pHT43 e q2ANAP-
pRSET) com epitopos de proteina de superficie de Anaplasma marginale. Resultados e
Conclusdo: A purificacdo e a expressdo da proteina em E. coli com vetor g2ANAP-pRSET
apresentou resultados satisfatorios demonstrando que a proteina é soluvel, enquanto que a
expressdo em Bacillus subtilis ndo apresentou resultados. A validagdo da proteina foi
realizada com soro de animais infectados com a doenca. Assim, podemos concluiu-se que
epitopos de g2ANAP possuem epitopos imunogénicos, possibilitando a realizacdo de novos
estudos visando avaliar a resposta imune protetora de bovinos infectados.

PALAVRAS - CHAVE: Epitopos, Anaplasmose bovina, MSPs



ABSTRACT

Introduction: Bovine Anaplasmosis is a disease that affects ruminants, especially cattle in
Brazil generating economic losses. Among the clinical signs, fever are present in high peaks
of parasitemia, as well as anemia, which can lead the animal to death. Ways to combat the
disease on the market are not efficient. Animals immunized with surface proteins of
Anaplasma marginale (MSPs) showed the humoral immune response, and immunodominant
epitopes of MSP1la has being proven an excellent alternative to adaptive immunity. Since
immunity to A. marginale is associated with these proteins, which are exposed on the surface
rickettsia and are easily accessible by the host immune system, can be neutralized by
antibodies against epitopes exposed. In this study, the objective was to express immunogenic
epitopes of MSP1a protein in E. coli and Bacillus subtilis. Methods: In this way, two proteins
(QLANAP and q2ANAP) were designed with surface protein epitopes of A. marginale.
Results and Conclusion: Purification and protein expression in E. coli with 2ANAP-pRSET
vector showed satisfactory results demonstrating that the protein is soluble, whereas in
Bacillus subtilis no expression was obtained. The validation of the protein was performed
with sera from animals infected with the disease. Thus, we can conclude that Q2ANAP has
immunogenic epitopes and further studies can be realized aiming to evaluate the protective
immune response of infected cattle.

Keywords: Epitopes, Anaplasmosis bovine, MSPs
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1. INTRODUCAO

A pecuéria no Brasil cresce ao longo dos anos, consequentemente, a exportacao de
carne bovina acompanha esse crescimento. Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2013) comprovam que hd um aumento na exportacdo de carne bovina de
animais do Brasil.

O sistema de criacdo de animais tem como objetivo principal a alta produtividade. Um
dos maiores entraves da produtividade tem sido o0s endoparasitas e ectoparasitas
comprometendo a salde do animal levando-o a 6bito (SILVA, 2012). Dentre as doencas
parasitarias destaca-se a Tristeza Parasitaria Bovina (TPB), que tem como agentes etioldgicos,
0 protozoario do género Babesia e a riquétsia Anaplasma, que juntas geram perdas
econémicas e oneram o custo de producdo aumentando os investimentos com medicamentos e
combate das doencas (GRISI et al. 2002; KOCAN et al. 2013).

A enfermidade, aléem das perdas econdmicas, predispde 0 animal a miiase e abcessos,
rapido emagrecimento e queda na producdo de leite e carne, abortamento e casos de alta
parasitemia causando anemia severa podendo levar o animal a 6bito (TIRLONE, 2014).

Os animais infectados por TPB sdo encontrados em varios continentes como Europa
(DE LA FUENTE et al. 2004), Asia (LIU et al. 2005), Oriente Médio (MOLAD et al. 2006),
Africa (TEMBUE et al. 2011) e América (KOCAN, 2004).

No Brasil, os agentes mais comuns dentre 0s géneros sao Babesia bovis e Anaplasma
marginale causadores das doencas Babesiose e Anaplasmose, respectivamente (ARAUJO et
al. 1997, SANTOS et al. 2006).

A anaplasmose bovina é uma doenca encontrada em regides que apresentam clima
tropical e subtropical tendo como principal transmissor o carrapato Riphicephalus (Boophilus)
microplus, (KOCAN et al. 2003). Para Marana e Vidotto (2001) entre as espécies de
Anaplasma spp., a A. marginale é a mais patogénica e de maior importancia para os bovinos
no Brasil.

Estudos recentes apontaram a regido nordeste, em constante situacdo de estabilidade
enzodtica, e a regido Norte aponta alta incidéncia de A. marginale nos rebanhos dos estados
de Ronddnia e Acre, o que ocorre de forma homogénea, fato explicavel pelas condicGes
climaticas favoraveis e ndo isenta as demais regibes do Brasil com alta incidéncia
(GONGCALVEZ et al. 2000; BRITTO et al. 2007; SOUZA et al. 2013).

O controle da patologia inclui vacinacdo, quimioterapia e manejo sanitario (GEALE,

2011) assim, os testes sorologicos apresentam melhores resultados na avaliacdo em aspectos
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epidemioldgicos, e com os avangos da Biologia Molecular tornou possivel, novas estratégias
de prevencdo contra Anaplasmose Bovina utilizando técnicas que imunizem o animal, além
disso, auxiliam nas tomadas de decisbes para o desenvolvimento de vacinas elaboradas com
epitopos.

Vacinas contendo cepas atenuadas da Rickéttsia também tém sido avaliadas como
medicamentos contra anaplasmose em bovinos, estas porém ndo imunizam totalmente o
animal, visto que, previnem contra o estdgio momentaneo da doenca e ndao impedem que
novas infecgdes sejam obtidas (KOCAN, 2003).

Proteinas de superficie (MSPs) encontradas na membrana externa de A. marginale sao
capazes de induzir resposta imunolégica protetora contra desafios homélogos e heter6logos.
Elas conferem importancia na imunizacdo contra a doenca, sendo caracterizadas em estudos
com eritrocitos de bovinos infectados pela Rickettsia (TEBELE et al. 1991).

A MSP1 tem sido extensivamente estudada, tratando-se de um complexo de dois
polipeptidios ligando covalentemente MSP1a e MSP1b com massas moleculares de 100 e 105
kDa respectivamente. Elas conferem importancia na imunizacdo contra a doenca, sendo
caracterizadas em estudos com eritrécitos de bovinos infectados pela rickéttsia (TEBELE et
al. 1991), mostrando em alguns estudos uma grande relacéo entre a resposta humoral contra
determinados epitopos de MSP1a e a protecéo a doenca.

Logo, o desenvolvimento de pesquisas que facilitem a combinacao e producédo destes
epitopos podem levar ao desenvolvimento de novas ferramentas e viabilizar o
desenvolvimento de futuros estudos, os quais buscardo uma andlise detalhada do potencial

vacinal destas regides.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Anaplasmose

A doenga Anaplasmose é amplamente conhecida e distribuida em regides de clima
tropical e subtropical, diferente de outras espécies de Anaplasma spp. patogénicas e ndo
patogénica que estdo presentes em todos os continentes (Kocan et. al., 2003). Cavalcante
(2007) apontou fatores que influenciam na situacdo epidemioldgica da A. marginale, tais
como, condicBes climaticas marginais para o desenvolvimento do carrapato transmissor e
controle intensivo do mesmo e também grau de resisténcia da raca do rebanho.

A Anaplasmose, assim como as demais doencas do complexo da Tristeza Bovina
Parasitaria, possui maior incidéncia em animais com deficiéncia imunoldgica seja por
subnutricdo ou por serem recém-nascidos. Gongalves et al. (2011) explicam que o
conhecimento da clinica e da epidemiologia da enfermidade em uma regido é importante para
o diagndstico e estabelecimento de medidas terapéuticas e profilaticas adequadas, evitando
assim, a manifestacdo da doenca em surtos e melhor implantacéo de sistemas de controle da
doenca e consequentemente aumentando o entendimento da complexa acdo do vetor que traz
prejuizos a pecuaria.

Na década de 1990 a situacdo epidemioldgica da Anaplasmose no Brasil era tida como
de estabilidade enzodtica, havendo poucas areas que apresentavam condigdes de instabilidade,
fato explicado pelas caracteristicas climaticas e ecoldgicas desfavoraveis ao desenvolvimento
dos transmissores da doenca (SOUZA et al. 2000). Souza et al. (2013), em estudos mais
recentes, apontaram que a regido nordeste do Brasil ainda apresenta situacdo de estabilidade
enzodtica para a anaplasmose.

Na regido Norte, Britto et. al. (2007) apontaram que hé alta incidéncia de A. marginale
nos rebanhos dos estados de Rondbnia e Acre, o que ocorre de forma homogénea, portanto,
caracteriza-se como situacdo de estabilidade enzodtica, explicavel pelas condi¢bes climaticas
favoraveis.

O controle sanitario é fator basico para a comercializacdo de produtos com origem
animal, seja para atender o mercado interno quanto o internacional. A presenca de doencas em
rebanhos de bovinos pode trazer inUmeros prejuizos a economia, e principalmente aos
produtores, tais como: suspensdo do direito de comercializagdo, queda na producdo,

necessidade de investimento em medicacdo e tratamento para combate e prevencao,
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mortalidade de animais, contaminacéo de outros rebanhos, infertilidade temporaria de machos
e fémeas entre outros (GONCALVES, 2000).

De acordo Tirlone (2014) o parasita do gado Rhipicephalus microplus causa grandes
prejuizos na producdo pecuaria. Entre as perdas diretas estdo perdas econdmicas causadas por
lesbes na carcaca, predispondo o hospedeiro a miiase e abcessos, anemia, rapido
emagrecimento e queda na producdo de leite e carne. JA& as perdas indiretas estdo a
transmissdo do patdégeno causador de TPB (Tristeza parasitaria bovina).

No Brasil, Grisi et al. (2002) estimam que as perdas causadas pelos carrapatos e TPB
superam 2 bhilhdes de délares por ano. As perdas econdmicas geradas afetam o grau de
competitividade da pecuaria brasileira, pois oneram o custo de producdo e exigem maior
investimento em desenvolvimento tecnologico para combate a doenca.

A relevancia da pecudria ndo esta restrita ao agronegocio nacional, segundo o
Ministerio de Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) o Brasil € o lider mundial em
exportacdo de carne bovina desde 2008, sendo que 75% da producdo nacional estdo voltadas
para atender o mercado interno. Ate 2020, o0 MAPA estima um crescimento de 44,5% do
mercado mundial de consumo de carnes, visando manter sua condi¢cdo de principal
exportador, o governo brasileiro atualizou em 2009 a legislacdo referente aos requisitos

sanitarios para controle da producéo animal destinada a exportacéo.

2.2 Anaplasmose Bovina

Anaplasma marginale é uma bactéria intra-eritrocitaria obrigatoria Gram negativa da
ordem das Rickettsiases pertencente a familia das Anaplasmataceae causadora da
Anaplasmose bovina (DUMLER et al. 2001).

A doenca foi descrita primeiramente por Sir Arnold Theiler em 1910 (SOUZA et al.
2001; MARANA e VIDOTTO, 2001; ARAUJO et al. 2003) reconhecendo os “pontos
marginais” encontrados nos eritrocitos de animais doente no momento da invasao.

Atualmente, o género Anaplasma é composto por seis espécies: A. centrale, A. bovis,
A. ovis, A. platys e A. phagocytophilum conforme ANEXO A, este ultimo, infecta seres
humanos e animais domesticos e selvagens e a mais patogénica em bovinos no Brasil € a A.
marginale (DE LA FUENTE et. al. 2010; TATE et al. 2013).

O principal vetor e agente transmissor da doenga € o carrapato Rhipicephalus

(Boophilus) microplus um ectoparasita ixodideos hemat6fago e mondxeno, de acordo com
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(MASSARD et al.2004; MATHIAS, 2013) Figura 1. A Rickettsia A. marginale é veiculada
durante o repasto sanguineo ao hospedeiro. Anatomicamente, os 6érgdos mais ativos

desenvolvidos do vetor os ovarios e 0s intestinos, onde o patdégeno se desenvolve e reproduz,

Figura 1 - (A) Carrapato da familia Ixodidae mostrando a forma tegumentar rigida da fémea parcialmente
ingurgitada. (B) fémea da familia Argasidae. Fonte: Osvaldo Pires, 2014.

como pode ser visualizado na Figura 2 (KOCAN et al.2010; GRAU et al. 2013: (HAJDUSEK
et al. 2013).
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‘ proteinas complementares, AMPs
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Imunidade Celular: Fagocitose,
encapsulation, nodulagdo.

Proteases, proteases inibidoras

Intestino

~ Lliquido . Espécies reativas de oxigénio AMPs
. patogénico . © (defensinas), lisozimas
H H
- dasG @@
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Imunldaddg do | fragmentos antimicrobianos da
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Figura 2 - Visdo geral do mecanismo imune e moléculas envolvidas na barreira potencial do patégeno. Fonte:
HAJDUSEK, 2013.
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O parasita alimenta-se de sangue do hospedeiro, secre¢es sebaceas e substratos de
tecidos na superficie da pele do animal causando injurias na carcaga, animais que conseguem
se recuperar da doenca normalmente permanecem infectados sendo apenas reservatorios do
vetor (KESSLER, 2001). Outras formas de transmissdo que ndo envolvem o carrapato s&o
descritas por Ribeiro et al. 1995; Kessler, 2001; Grau, 2013.

Em ruminantes, o periodo de incubacdo da infecgdo pode variar de 07 a 60 dias, tendo
em média 28 dias dependendo do numero de organismos patogénicos que veiculam na
corrente sanguinea do animal (KOCAN et al. 2003).

A doenca acomete os eritrdcitos dos bovinos onde o0s corpusculos iniciais se
multiplicam por diviséo binaria, assim, células parasitadas sdo retiradas da corrente sanguinea
pelo sistema fagocitario mononuclear resultando em anemia branda & severa e ictericia
(RICHEY, 1990; KOCAN et al. 2003).

2.3 Deteccéo clinica e patoldgica

2.3.1 Diagnostico clinico patologico

O diagnostico de Anaplasmose pode ser avaliado de acordo com a incidéncia,
prevaléncia e soroprevaléncia em determinada regido. Na sintomatologia a febre é
caracterizada como um dos sinais mais graves da doenca podendo atingir 40° C ou mais, fase
que ocorre no pico da infeccdo podendo o animal vir a 6bito (KOCAN et al. 2010).

Outros sintomas sdo a anemia hemolitica, dispneia, anorexia, perda de peso, mic¢do
frequente, palidez da pele e das membranas e mucosas, aumento na taxa de respiracdo
também sdo de alta relevancia para o diagndstico clinico. O volume globular cresce a medida
gue aumenta a parasitemia, normalmente esses sinais sdo bem evidentes nos animais
tornando-os letargicos e fracos e nos casos cronicos (KOCAN et al. 2010).

Em alta parasitemia animal torna-se inapetente, hipoglicémico e desidratado, o liquido
extracelular aumenta e consequentemente leva a hipovolemia e insuficiéncia renal além da
diminuicdo da excrecdo de H+ (GARRY, 1994).

Em casos clinicos é necessario um diagnostico com exames laboratoriais como
esfregaco de sangue corados (técnica pouco sensivel para baixos niveis de parasitemia) e
procedimentos sorolégicos e moleculares (KOCAN et al. 2010).

Para o diagndstico anatomopatoldgico sdo necessarias necropsias do baco e figado
onde sdo verificadas as lesbes que demonstrem regides anémicas e ictéricas, linfonodos

intumescidos, bile densa e grumosa, vesicula biliar distendida ou congestdo cerebral. O baco
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desempenha um importante papel no desenvolvimento e manutencdo da imunidade retirando
os eritrocitos da circulacdo o que justifica sua necropsia para analise do grau de anemia
(VIDOTTO 1999).

Animais cronicamente infectados apresentam dificil diagnostico direto, assim, é
necessario uso de técnicas mais acuradas, métodos de diagndsticos que apresentem altos
niveis de sensibilidade e especificidade utilizando técnicas laboratoriais (KOCAN et al. 2010,
AUBRY e GEALE, 2011).

2.3.2 Diagnostico laboratorial

O diagnéstico laboratorial pode ser direito ou indireto, a escolha do qual método usar é
baseado na necessidade da pesquisa de acordo com a facilidade na obtencdo dos reagentes,
infraestrutura e capacidade técnica do laboratorio e da especificidade e sensibilidade do
método utilizado.

Diagnostico direto: Sdo usadas técnicas como esfregaco sanguineo (corados pelo
Método de Giemsa) € a mais utilizada nos casos de parasitemia aguda, e testes soroldgicos sdo
mais eficientes para casos cronicos de acordo com Vidotto e Marana (1999). Técnicas como
sondas de DNA e PCR (Reacdo em cadeia da Polimerase) séo utilizadas para deteccdo de
antigenos devido a alta sensibilidade e especificidade e em baixa parasitemia.

Diagnostico indireto: Estudos pioneiros (KLAUS e JONES, 1968) afirmam que o
diagnostico indireto se aplica a estudos com anticorpos e levantamentos epidemioldgicos,
ajudando a analisar o estado dos animais portadores e consequentemente o melhor controle da
Rickettsia. Alguns testes sdo considerados os mais utilizados dentre eles podemos destacar:
aglutinacdo, ensaio imuneoenzimatico (ELISA), Imunofluorescéncia Indireta, e cELISA
(Ensaio imunoenzimatico por competicdo). Este tipo de diagndstico é empregado para
pesquisas com anticorpos anti A. marginale, detectando o grau de protecdo do rebanho e

ajudando no controle de enfermidade.

2.4 Controle e Tratamento

Desde que a doenca foi descoberta, formas variaveis de combate sdo exigidas de
acordo com a regido geogréafica em que a doenca se manifesta. O controle de artropodes com
aplicacdo de carrapaticidas, vacinacdo e aplicacdo de antibioticos apresentam resultados
razoaveis (KOCAN, 2010).
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A quimioprofilaxia consiste na aplicagdo de antibidticos como as tetraciclinas e
oxitetraciclinas, na identificacdo da doenca recomenda-se um diagndstico principalmente do
agente etioldgico utilizando o exame do esfregaco sanguineo. Medicages antibacterianas
podem ser administradas em animais aos 30 dias de idade com 2 a 4 aplicacbes de
tetraciclinas em intervalos de 21 dias (GONCALVES, 2000).

Para Kocan et al. (2000) o uso de antibiéticos como tetraciclinas é amenizador da
doenca combatendo os sintomas causados pela rickéttsia, porém ndo age imunizando o animal
de forma a evitar novas infeccGes. Comumente, o uso de antibidticos de forma exagerada gera
riscos de resisténcia de estirpes de micro-organismos.

O uso de dipropionato de imidocarb é empregado quando ndo se consegue identificar
0 nivel da doenga, quando os sinais clinicos néo t&o evidentes e o0 agente transmissor também
ndo é identificado, em tais situacdes a transmissdo pode ocorrer através de protozoario, que
causa Babesiose, ou pela Rickettsia que causa anaplasmose (MAPA, 2001).

Quando o tratamento é realizado corretamente, antes do aparecimento dos sintomas
graves como elevados graus de anemia, ha uma consideravel recuperacdo no quadro clinico,
consequentemente a ineficacia do tratamento nessa fase agrava o quadro sintomatoldgico,
sendo necessario medidas extremas como transfusdo de sangue caso o animal ndo venha a
obito (MAPA, 2001).

As vacinas encontradas comercialmente tém sido uma das medidas profilaticas ndo tdo
eficazes, mas comumente usada, utilizam organismos vivos e mortos como preparo (KOCAN
e al. 2010). Tais vacinas contém cepas atenuadas da Rickettsia (avaliadas como vacinas vivas)
contra anaplasmose em bovinos, ndo imunizam o animal apenas amenizam contra o0 estagio
momentéaneo da doenca e ndo impedem que novas infeccBes sejam obtidas (KOCAN, 2003).

Vacinas veterindrias assumem um papel importante na sociedade visto que
desempenham o papel de elevar a saude animal e o bem estar animal e contribuem para a
salde publica aléem da producdo de alimentos considerando que os animais domésticos
compdem a principal proteina animal na alimentacdo humana como € o caso dos bovinos
(ROTH, 2011).

Atualmente, as proteinas de membrana externa do patégeno, as MSPs (MSP1 —
MSP5), estdo ganhando destaque na composicdo dos imundgenos de protecdo como
candidatos promissores a vacinas eficazes de combate a doenca e imunizagdo ao animal
(LOPEZ et al. 2007; ARAUJO et al. 2008).

2.5 A importancia das proteinas de superficie de Anaplasma marginale
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As proteinas de superficie (MSP) encontradas na membrana externa de A. marginale sdo
capazes de induzir resposta imunoldgica protetora contra desafios homélogos e heter6logos.
S&o importantes na imunizagdo contra a doenca, tem sido caracterizada em estudos com
eritrocitos de bovinos infectados pela Rickettsia (TEBELE e PALMER, 1991).

A diversidade genética de A. marginale tem sido caracterizada usando as MSPs onde
0s genes estdo envolvidos na interacdo hospedeiro e vetor. Essa interagdo deve-se a evolugéo
dos genes por pressdes exercidas da resposta imune do hospedeiro (DE LA FUENTE et al.
2005).

Junior et al. (2010) descrevem que as proteinas de superficie nas membranas dos
patogenos de A. marginale sdo potencias candidatos para o desenvolvimento de vacinas
alcancando a resposta imune protetora nos hospedeiros.

S&o encontradas em A. marginale seis tipos de proteinas de superficie, segundo Aradjo

et al. (2003), que tem sido o foco dos estudos para o desenvolvimento de vacinas. A MSP 1
(denominada de MPSla e MSP1b), MSP2, MSP 3, MSP 4 e MSP 5. Entender as
particularidades dessas proteinas € de fundamental importancia para a producdo de vacinas
recombinantes que auxiliem no combate a doengas como anaplasmose.
MSP 1 - Tem sido extensivamente estudada, € um complexo de dois polipeptidios ligando
covalentemente MSPla e MSPlb com massas moleculares de 100 e 105 kDa
respectivamente. Uma das grandes fungbes da MSP1 é de adesina relatadas por McGarey et
al. (1994) que se liga ao eritrocito do hospedeiro.

MSP1a é codificada pelo gene mspl o que estd diretamente relacionado com as
interacdes patdgeno-hospedeiro (DE LA FUENTE et al. 2005). Estudos comprovam que esta
relacionada a adesdo, a infeccdo e a transmissdo do organismo e também contribui para a
imunidade (MCGAREY, 1994; DE LA FUENTE, 2005a; DE LA FUENTE, 2005b). Possui
uma variacdo de tamanho em diferentes isolados de A. marginale que compreende um
intervalo de 46 a 105 kDa (Kilodalton) de acordo com isolados de MSP1la encontrados no
Brasil segundo Kano et al. (2002) o que justifica um numero variavel de blocos repetitivos de
28 a 29 aminodcidos ricos em serina na regido N- terminal (OBERLE et al. 1988), a qual é
alvo de reconhecimento de anticorpos monoclonais: ANA22B1 e ANA15D2 (MCGUIRE et.
al. 1984; ALLRED et al. 1990). Kocan et al. (2003) e De La Fuente et al. (2003) justificam
que a porcdo de MSP1a seja uma eficiente adesina as células dos eritrocitos bovino devido as

repeticdes in tandem.
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MSP1b ¢ codificada por familia multigénica de 100 kDa onde estudos realizados na
Florida demonstraram que h& uma divisdo desta proteina em MSP1bl e MSP1b2 (DE LA
FUENTE et al. 2001; BOWIE et al. 2002), que s&o codificadas por dois genes. Apresentam
um polimorfismo minimo de isolados 3 kDa que consideram que sejam mosaicos (OBERLE
et al. 1988). Os polipeptidios de MSP1b apresentam uma sequéncia conservada de 5 blocos o
que pode demonstrar uma pequena variacao de copias segundo McGarey et al. (1994).

MSP 2 - é codificada por familia de genes polimérficos, conhecida como uma proteina
imunodominante de superficie, suas ligagdes carregam pontes dissulfeto (VIDOTTO et al.
1994). Nas espécies de Anaplasma ssp. a estrutura de MSP2 é bem semelhante e pode ser
justificada pela protecdo cruzada induzida por A. centrale (DE LA FUENTE et al. 2001,
KOCAN et al. 2001).

MSP 3 - conhecida como proteina imunodominante em infecgdes naturais e experimentais
também codificada por uma familia multigénica com tamanho de aproximadamente 36 kDa.
Estudos pioneiros de Alleman et al. (1997) mostraram que essa proteina pode codificar blocos
de aminoé&cidos que estejam relacionados com a familia multigénica MSP2,

MSP 4 - ¢ codificada por gene de copia Unica com tamanho de 31 kDa. E encontrada na
membrana externa e interna das Rickettsias de A. marginale (OBERLE et al. 1993).

MSP 5 - Assim como a MSP1 tem sido alvo dos estudos, com tamanho de aproximadamente
19 kDa sendo considerada uma proteina altamente conservada apresenta-se na forma
monomérica, contendo pontes dissulfeto intramoleculares e intermoleculares (TEBELE e
PALMER 1991).

Tais proteinas encontram-se expostas na superficie da Rickettsia sendo facilmente
identificadas pelo sistema imunolégico do hospedeiro.

A importancia das proteinas de superficie foi analisada por estudos pioneiros de
Palmer e McGuire (1984), que verificavam a neutralizacdo da infectividade da Rickettsia por
soro contra corpusculos iniciais (Cl), tais corpusculos em preparacdes de A. marginalle
apresentaram resposta imune protetora em bovinos contra desafios homélogos e heter6logos
em baixas riquettsemias e anemia branda quando comparados com animais ndo imunizados
(PALMER, 1994), dessa forma proteinas de superficie estdo altamente envolvidas na inducéo
de resposta imune.

Alguns estudos correlacionam as MSPs justificando suas vantagens e usos em
pesquisa na busca de resposta imune. As proteinas MSP1 tém como predominante classe de
anticorpo empregado IgG que sdo reconhecidas na regido carboxiterminal (C) e néo regido N

terminal (BROWN et al, 2001). Nas MSP 5 o epitopo imunodominante é reconhecido por um
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anticorpo monoclonal ANAF16C1 que requer as regides C e N terminais indicando por sua
natureza conformacional (MUNODZANA et al, 1998).

As caracteristicas dessas proteinas conferem grande relevancia para estudos com
imunizagdo visto que apresentam sensibilidade e especificidade. Animais imunizados com

MSP1 reagem com resposta imune humoral satisfatoria.

2.6 Vacinas recombinantes

A resposta imune em bovinos para combater a Rickettsia que transmite Anaplasmose
tem sido estudada. Com 0s avangos nos estudos das proteinas de superficie € possivel induzir
resposta imune protetora nos animais (ALMAZAN et al. 2012; PALACIOS et al. 2014).

Dentre as MSPs com maior destaque nas pesquisas que respondem
imunogenicamente, a MSPla apresenta maior importancia visto que seus epitopos estdo
presentes na sequéncia carboxiterminal em seus isolados, uma caracteristica fundamental para
vacinas recombinantes (DE LA FUENTE et al. 2001; BOWIE et al. 2002). Tanto MSP1a e
MSP1b podem estimular e auxiliar nas respostas efetoras dos linfocitos T.

Outra proteina em evidéncia como promissora para vacinas recombinantes ¢ a MSP2,
segundo French et al. (1998) e Brown et al. (2001), tal proteina apresenta uma variacao dentre
os ciclos da riquetssemia e possui epitopos do tipo Th para sequéncias isoladas de A.
marginale. Durante a rickettsemia aguda reage alguns ensaios demonstraram que a imunidade
primaria como resposta diminuindo a infeccdo (PALMER e MCGUIRE, 1984).

As demais MSPs (MSP 3, MSP 4 e MSP5) apesar de suas caracteristicas marcantes
ndo possuem grande potencial como vacinas recombinantes, visto que na grande maioria dos
estudos, tais proteinas, apresentaram caracteristicas como promissoras para diagndstico
(MUNODZANA et al. 1998; REYNA-BELLO et al. 1998; BROWN et al. 2001). Para Molad
et al. (2006) e De la Fuente et al. (2005) MSP4 e MSP5 podem ser utilizadas para mimetizar a
protecdo induzida pela vacina viva de A. marginale e centrale.

Os estudos com imunizagdo contra Anaplasmose estdo focados na obtencao de fracdes
antigénicas, dessa forma, animais imunizados com MSPs nativas ou recombinantes
apresentam baixos indices de anemia e Rickettsemia (DE LA FUENTE et al 2005).

A identificacdo das MSPs e andlises das sequéncias gendmicas, tornaram-se de
fundamental importancia para o avanco das pesquisas no uso como candidatos vacinas contra
Anaplasmose (NOH et al. 2008).

2.7 Epitopos como candidatos Vacinais
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Com o avango da Protedmica, tornou-se possivel os estudos com epitopos, que sdo
considerados determinantes antigénicos derivados de aminoécidos protéicos de um antigeno
com a funcédo de interagir com receptores de células B, as imunoglobulinas, ou receptores de
células T, ativando assim, resposta imune (DE GROOT, 2006).

As células T e B tem a capacidade de reconhecer antigenos com caracteristicas
distintas. As células T reconhecem antigenos associados a membrana de superficie do
complexo de histocompatibilidade principal conhecido como MHC, enquanto as células B
reconhecem antigenos livres (MENDEL, 1996).

Uma das principais func@es das células B é produzir e secretar anticorpos em resposta
a acdo do patogeno, o reconhecimento dessa interacdo ocorre a nivel molecular de acordo com
a complementaridade entre a regido de ligacdo do receptor e uma porcdo do antigeno
reconhecido como epitopo, essa interagdo ocorre ndo-covalentemente o que garante a
especificidade.

Nas células T, o receptor, comparado com 0s receptores de células B possuem
diferencas estruturais, os receptores de células T reconhecem epitopos de antigenos sob a
forma de peptideos ligados a molécula de superficie, 0o MHC.

Os epitopos sdo classificados como continuos (possuem sequéncia continua) e
descontinuos (é conformacional, compostos de varios fragmentos dispersos ao longo da
sequéncia da proteina) conforme descreve HUANG e HONDA (2006). A grande maioria dos
epitopos apresenta-se na forma descontinua, sua identificacdo é importante para compreender
e reconhecer a proteina analisada, que sdo uteis em diagndstico de doencas e formulacdo de
vacinas.

Uma vacina é considerada efetiva quando consegue desencadear uma forte resposta de
células B e T, dessa forma, é importante a escolha e o mapeamento dos peptideos que
contenham potencial vacinal (DE GROOT, 2006).

Sette e Fikes (2003) consideram que a identificacdo dos epitopos adequados utilizados
em diagnostico ou intervencdo terapéutica ou profilatica é um fator importante para vacinas a
base de epitopos.

Epitopos funcionais de MSP1a baseados nos estudos de Santos et al. (2013) foram
capazes de induzir respostas imunes e humorais em ratos confirmando assim que vacinas a
base de epitopos sdo possiveis e mais estudos precisam ser elaborados. A deteccdo de
anticorpos baseia-se na totalidade dos antigenos com seus multiplos epitopos de forma a

apresentar sensibilidade e especificidade.
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Kawasaki et al. (2007) demonstram que as proteinas de superficie de MSP4 possuem
um potencial de imunogénico contra anaplasmose, mas pouco se sabe sobre sua estrutura e
funcdo além de sua inducdo as respostas imunitérias protetoras. Nesse estudo, percebeu que
existem epitopos conservados e sugeriu a utilizacdo de subunidades para o desenvolvimento
de vacinas.

Assim, além das vacinas que utilizam antigenos de agentes infecciosos em sua
composicdo, outras formas de combate a doengas por meio de vacinas tém sido estudadas
como as vacinas oriundas da Tecnologia do DNA Recombinante (KANO et al. 2007).

1.8 Vacinas produzidas a partir de Tecnologia de DNA Recombinante

Vacina € uma das formas mais eficientes e menos dispendiosa de combate a doencas
infecciosas e, apesar de seus grandes beneficios, ainda existem doencas que ndo possuem
vacinas para o seu combate tanto para animais como humanos (KANO et al. 2007).

O surgimento de novas tecnologias para elaboracdo de vacinas sintéticas tem tomado
impulso ao longo dos anos com as chamadas vacinas de DNA recombinante (AUBRY e
GEALE, 2011).

O avango da biologia molecular trouxe novas estratégias para obtencdo e producao de
antigenos, otimizando assim, novas maneiras de apresentar os antigenos ao sistema imune
desenvolvendo vacinas mais seguras e eficazes, consideradas vacinas de segunda geracao,
vacinas que utilizam antigenos purificados provenientes de fontes naturais ou sintéticas
(RODRIGUES, et al. 2004).

As vacinas de terceira geracdo sdo vacinas génicas com introducdo de genes ou
fragmentos de genes gue codificam antigenos imunogénicos em DNA plasmidial. Esse tipo de
vacina sintética foi descrito em 1990, quando no musculo de camundongos o plasmideo que
continha o gene repdrter que codifica galactosidase expressou a proteina por inoculacéo
indireta (RODRIGUES, et al. 2004).

O resultado satisfatério da imunizacdo com DNA depende de alguns fatores como:
natureza dos antigenos, concentracdo do DNA administrado, ligacdo no ponto especifico do
antigeno codificado pelo plasmideo, além da idade e saude do animal e da espécie dos
animais vacinados de acordo com Rainczuk et al. (2003) e Morel et. al. (2004).

Uma das grandes vantagens de vacinas veterindrias esta na reducdo do uso de
antibidtico, o uso extensivo desses medicamentos tem causado preocupacdes devido a

resisténcia das bactérias, quando administrados aleatoriamente para combater as infecgcdes em
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animais de companhia e de producdo como bovinos, ovelhas, caprinos, suinos entre outros
(SINGER et al. 2003). Outra vantagem é o baixo custo de produgdo comparada com as ja
existentes comercialmente.

Com a utilizacdo da Tecnologia do DNA Recombinante é possivel induzir a produgédo
de anticorpos e a resposta imune protetora humoral e celular estimulando linfocitos T CD4* e
também T CD8" (NAGATA et al. 2004). Permite modificagdes nas sequencias génicas com
objetivo de melhorar a resposta imunolégica do hospedeiro (RAINCZUK et al. 2003;
ZHENG et al. 2005).

Alguns fatores podem influenciar na resposta imune tais como: tipo de patdgeno,
espécie animal, vias de infeccdo ou imunizacdo, formulacdo da vacina e forma do antigeno
(MOREL et al. 2004; NAGATA et al. 2004; KANO et al. 2007).

Para isso, ha a necessidade e utilizacdo de adjuvantes que tem como funcdo aumentar
a imunogenicidade do antigeno, vacinas com DNA apresentam CpGs imunoestimuladoras e
receptor Toll Like (TLR)-9 dependente da resposta imunoldgica inata que contribuem para
eficacia da vacina conforme descreve Ulmer et al. (2006).

Vacinas de DNA podem ser administradas utilizando-se inoculagcdo direta do
plasmideo pelas vias: intrabursal, intraorbital, intravenosa, intratraqueal, intradérmica,
intramuscular, oral e subcutanea, as quais apresentaram bons resultados de inducdo da
resposta imune (CONG et al. 2005; LI et al. 2006).

Ao longo dos anos outras formas de combate vém sendo estudadas, sendo estas
vacinas que utilizem proteinas de superficie da cepa de A. marginale, capazes de induzir
resposta imune protetora com uso de imundgenos (TOBELE et al. 1991). Tais proteinas tem
sido o alvo para nova geracdo de vacinas utilizando técnicas moleculares como forma de

impedir a infeccdo no rebanho e interferir na capacidade vetorial do carrapato.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Expressar uma combinagdo de epitopos da MSPla de Anaplasma marginale em
Escherichia coli e Bacillus subtilis.

3.2 Objetivos especificos

e Clonar e expressar epitopos de MSP1a de Anaplasma marginale em E. coli e
B. subtillis.

e Analisar o reconhecimento de soros de animais infectados com A. marginale

com 0s epitopos.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério Geral de Biodiversidade do
Instituto Lednidas e Maria Deane — FIOCRUZ /AM. Inserido num projeto maior que tem por
objetivo a elaboracdo de uma vacina contra Anaplasmose bovina. Este estudo teve a
finalidade de selecionar as regides imunogénicas da proteina MSPla de Anaplasma
marginale e construir uma quimera recombinante contendo esses epitopos, assim como, a

validagdo do mesmo.

4.1 Cepas e Vetores

Para construgdo da proteina recombinante MSPla foram utilizados os hospedeiros
Escherichia coli (cepas TOP 10 e BL 21) e Bacillus subtilis cepa (WWO02). E os plasmideos
pGEM®-T Easy Vector Systems como vetor de clonagem e pHT 43 e pRSETA como vetor de

expressao.

4.2 Desenho de gene sintético

A selecdo dos epitopos de MSPla de A. marginale foi realizada em trabalhos
anteriores realizados por nossa equipe através dos programas IEDB Analysis Resource
(http://tools.immuneepitope.org/tools/beell/tutorial.jsp) e Center for Biological Sequence
Analysis CBS (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/). Estes programas predizem a
localizacdo dos epitopos lineares de células B, hidrofilicidade e acessibilidade destas
sequéncias. Além disso, um grande levantamento bibliografico foi realizado em bancos de
artigos e patentes nacionais e internacionais através da ferramenta “Derwent innovation”.

Assim, duas quimeras (associacdo de epitopos em uma mesma sequéncia) foram
desenhada contendo quatro epitopos de A. marginale. A primeira continha uma cauda de poli-
histidina, (cauda poli A) sendo os epitopos separados por sitios de restricdo (sendo sintetizada
pela empresa IDT na forma de “gblock”, nao clonada em vetor plasmidial) a essa quimera
denominamos qlANAP-pHT43. Na segunda, 0s mesmos epitopos foram separados por
“linkers” de alanina e comprada clonada em vetor pRSET A (Invitrogen) a qual denominamos
q2ANAP-pRSET. Segundo Avila (2011), a adicdo desse “Linker” (ALA-Linker)

proporciona maior mobilidade ao gene o que facilita a expressdo da proteina, visto que
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Alanina é considerado um aminoécido ndo reativo e por seu grupo metila, servindo como um

excelente espagador de acordo com a figura 3.

- T7_promoter
- 6xHis
o BamHI(203)
Insert (363 bp)
" Xhol(560)

pBR322_origin

Anap_ala_linkers
3245 bp

~f1_origin

.,\ AmpR_promoter

Amp(R)

Figura 3 — Esquema pRSET A com inser¢do do gene MSP e o0 aminoacido Alanina_Linkers.

4.3 Ligacdo em pGEM®-T Easy Vector Systems

A ligacéo foi realizada seguindo as instrucGes do fabricante (IDT, para adenilacdo do

gene sintético, e Promega) para um volume final de 10ul. Para isso, foram utilizados: 5ul

tampao 2x T4 DNA ligase, 1ul de pPGEM®-T Easy Vector Systems, 3ul de inserto, 1ul de

enzima de ligacdo T4 ligase. Em seguida, o sistema de ligacdo foi encubado no termociclador

a 16° C por uma noite e, no dia seguinte, foi realizada a transformacédo. O mapa do vetor de

clonagem pode ser visualizado na Figura 4. Apos a ligacdo foi realizada a transformacéo

utilizando a célula hospedeira bacteriana E.coli TOP 10.

Xmnl 2009
. il 1 start
Scal 1820 \Nﬁel 2707 Apal 14
) Aatll 20
1 ori Sphl 25
BstZl 31
Mool a7
AmpT EEE]ZI jg
pGEM*-T Easy lacZ Sacll | 49
Vector EcoRl | 5
{3015bp)
Spel G4
EcoRI 70
Motl I
BstZl 7
_ Pstl 88
oFi Sall a0
MNdel a7
Sacl 109
BstXl 18 3
Nsil 127 -
141 %
T sps g

Figura 4 -Vetor de clonagem para inserto de Anaplasma marginale.
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4.4 Transformagéo em TOP 10

O processo de transformacéo bacteriana realizou-se por eletroporacdo em E.coli, cepa
TOP 10. A transformacdo foi possivel, adicionando a cubeta de 0,2 cm de espessura
delicadamente, para evitar criar bolhas, 10ul da aliquota do sistema de ligacdo (secdo
anterior) e 50ul da célula competente TOP 10 e levada ao eletroporador para ser submetida ao
choque elétrico de 1900 volts. Imediatamente, apos o choque elétrico a célula com sistema de
ligacdo foram ressuspendida em 450ul de meio SOB e incubadas a 37°C por 1 hora, sob
agitacdo constante.

Por conseguinte, foi realizado o plaqueamento adicionando 200pl do transformado em
placas de Petri contendo meio LB Agar (antibiotico Ampicilina, 0,2 % a concentragdo de X-
Gal, IPTG) e incubadas a 37° C em estufa por 16 horas. Os clones transformados com o
plasmideo sdo identificados por meio visual das col6nias brancas, que demonstram resisténcia
ao antibiotico, e as coldnias em azuis séo as que ndo apresentam o plasmideo com o inserto.
Apos identificacdo das células de interesse (células brancas), ou seja, células transformantes,

foi feito o procedimento de extracdo plasmidial.

4.5.1 Extracdo plasmidial com kit QIAprep® Miniprep Handbook

As colbnias brancas (transformantes) foram inoculadas em 3ml de meio LB contendo
Ampicilina, o inoculo foi aliquotado em microtubo sendo centrifugado 14.000 rpm por 5
minutos e descartado o liquido extraido a partir do pellet.

Para extracdo Plasmidial utilizamos o kit QlAprep® Miniprep Handbook de acordo
com as informac6es fornecidas pelo fabricante descrito em ANEXO.

O sucesso dessa etapa de extracdo plasmidial foi confirmada por técnicas
eletroforéticas em gel de agarose 1% a 100 volts. Para confirmar a ligacdo do inserto no vetor

foi realizada a digestdo utilizando a enzima EcoRlI Invitrogen™ para posterior subclonagem.

4.6 Subclonagem em pHT43

Com a confirmagdo com gel de agarose a ligagdo em pGEM®-T Easy Vector Systems
deu-se inicio a etapa de subclonagem no vetor de expressdo pHT43, Figura 5. O vetor foi
digerido do vetor de clonagem com as enzimas BamHI e Smal, assim como o vetor de

expressdo pHT43 (Figura 5) com as mesmas enzimas.
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" ColE1 ori*

pHT43
8057 bps

Figura 5 - Mapa vetor de expressdo pHT43.

As bandas digeridas do inserto e do plasmideo foram retiradas do gel e purificadas
pelo kit QIAGEN® Plasmid Gel Purification Handbook em Anexo, em seguida realizada a
ligacdo. A ligacéo realizou-se na proporcdo 1:3 (vetor/inserto) com o objetivo de unir as
extremidades coesivas. Para o sistema de ligagdo do inserto com o plasmideo PHT43 foi

utilizada a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen®), seguindo as orientacfes do fabricante.

4.6.1 Transformacéo e crescimento em células de E.coli cepa BL 21

O produto resultante da ligacdo (fragmento Anap + vetor pHT 43) foi utilizado 1ul em
microtubo contendo 50ul de células competentes de E.coli cepa BL 21 e encubadas em gelo
por 5 minutos. Em seguida, o volume total foi adicionado a cubeta de eletroporacdo para
choque térmico a 1.900 V. Apés choque adicionou-se ao contetido 450 ul de LB+ (contendo
glicose 0,4% e MgCl, 20 mM final) para crescimento por 1 hora a 37° C sob agitacdo
constante. Com o sucesso da subclonagem do fragmento ao vetor de expressao, as coldnias
foram selecionadas e analisadas por sequenciamento. O plasmideo pRSETA com a sequéncia
do gene sofreu a transformacédo aconteceu sob as mesmas condicdes que o pHT43.

Apos o crescimento, as bactérias transformadas foram semeadas em placas de Petri
com meio LB-agar contendo 100pug/mL de ampicilina. Logo, as placas foram incubadas a
37°C por um periodo de 12 horas.

As colbnias recombinantes, que apresentaram resisténcia a ampicilina, foram
escolhidas aleatoriamente, repicadas organizadamente em uma segunda placa de LB Agar

com Ampicilina e incubadas a 37 °C por 16 h.
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4.6.2 Transformacéo e crescimento em células de Bacillus subtilis cepa WW02

Foi preparado 200 mL de meio LB e autoclavado. Apds o esfriamento do meio, foi
adicionado o antibiético cloranfenicol (34mg/mL), e distribuido em placas.

Também foi preparado o meio LS para um volume final de 30 mL e dividido em
aliquotas de 10 mL para tubos falcons estéreis. Esperou-se descongelar as aliquotas de 1 mL
(T1, T2 e T3 com intervalos de 4 em 4 horas) armazenadas a -80°C, e foi inoculado 500 puL
de cada cultura em meio LS. As aliquotas de 10 mL foram submetidas a um banho-maria a
30°C por cerca de duas horas para obtencdo da competéncia das células. Apos a incubacéo foi
retirado uma aliquota de cada amostra de 1 mL (T1, T2 e T3) para microtubos em duplicata e
foi adicionado em cada aliquota 10 pL de EGTA (0,1 M) e incubou-se por 5 minutos a
temperatura ambiente.

Apos a incubagdo foi adicionado 10 pL do plasmideo pHT43 (concentracdo de 122
ng/ul) e 30 uL em cada amostra T1, T2 e T3. Foram realizados os controles positivo (isento
de DNA) e controle negativo (somente o plasmideo e 1 mL da cultura de cada tempo
juntamente com 10 pL de EGTA. As amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 4.000
rpma 20°C.

Apos a centrifugacdo os sobrenadantes foram descartados e utilizou-se o pellet. O
pellet foi ressuspendido e adicionado nas placas de Petri contendo meio LB com antibidtico
clorafenicol (34pg/mL). Para a homogeneizacdo do indculo na placa de Petri, foram utilizadas
pequenas esferas de vidro. Apos o espalhamento, as placas foram incubadas e invertidas a

37°C durante a noite.

4.6.2 Sequenciamento

O sequenciamento foi realizado para o conhecimento da sequéncia de bases
nitrogenadas correspondente ao gene em questdo. O sequenciamento das amostras (plasmideo
com o inserto das sequencias codificadas do gene) pela Plataforma de Sequenciamento da
FIOCRUZ/AM. Para esta reacdo, utilizou-se o oligo universal T7 e um analisador genético
Abi 3100 (Applied Biosystems).

A analise do sequenciamento foi realizada por Bioinformatica utilizando as
ferramentas disponiveis online BLASTp (NCBI) e PROTPARAM (Expasy).
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4.7 Cultivo e Indugéo com IPTG
4.7.1 EmE.coli

As colbnias transformadas foram cultivadas em 3 ml de LB contendo o antibi6tico,
ampilicina (100pl/mL) por 16 horas a 37 °C sob agitacdo constante.

Apds o crescimento das colbnias, foi adicionado 1,5mL deste pré-indculo em 200 mL
de meio LB para o cultivo de ambos os hospedeiros contendo os respectivos antibioticos.
Posteriormente, foi incubado a 37 °C sob agitacdo constante até atingir uma absorbancia de
A600= 0.6 D.O. Ao esse crescido foi adicionado o reagente indutor IPTG na concentragdo
final de 1mM. Antes do crescido foi retirado uma aliquota considerada TO como parametro
para o crescimento nas demais aliquotas coletadas.

Apos a adicdo do indutor IPTG o conteudo foi incubado a 37 °C sob agitacdo
constante, trés horas depois foi coletado uma aliquota de 50 mL, considerada T1 do crescido e
centrifugado a 4.000 rpm, por 15 minutos, a 4 °C. Seis horas ap0s iniciada a inducédo foi
coletada outra aliquota de 100mL do crescido e centrifugado a 4.000 rpm, por 20 minutos, a 4
°C, esta aliquota foi considerada T2 e uma ultima aliquota de 1mL foi coletada no dia seguinte
a inducéo, também centrifugada sob as mesmas condigdes das coletas anteriores. Todos 0s

sobrenadantes resultantes da centrifugacdo em E. coli foram descartados.

4.7.2 Em Bacillus subtilis

As colbnias transformadas foram cultivadas em 3 ml de LB contendo o antibiotico,
clorofenicol (34pg/mL) por 16 horas a 37 °C sob agitacdo constante.

Apos o crescimento das coldnias, foi adicionado 1,5mL deste pré-indculo em 200 mL
de meio LB para o cultivo de ambos as hospedeiras contendo os clorafenicol. Posteriormente,
foi incubado a 37 °C sob agitacdo constante até atingir uma absorbancia de A600= 0.7 — 0.8
D.O. A esse crescido foi adicionado reagente indutor IPTG na concentracdo final de 1mM e
foi retirada uma aliquota de 10 mL da cultura que foi identificada como TO, ap6s 3 horas de
inducdo foi coletado outra aliquota de 50 mL e identificada como T1. Outra aliquota como T2
em 6 horas de inducdo e a Gltima aliquota como T3 sob o cultivo overnight (no dia seguinte
apos a inducéo).

As aliquotas TO, T1, T2 e T3 foram centrifugadas por 20 min a 4000 x g a 4°C. Apds a

centrifugacdo o sobrenadante foi separado do pellet e tanto sobrenadante quanto o pellet
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foram armazenados conforme descritos pelo fabricante Mobitec em Anexo. Todo o

sobrenandante resultante da centrifugacao apds inducdo foram armazenados.

4.7.3 Extracdo da proteina por lise celular - sonicacéo

Os sedimentos bacterianos induzidos apds centrifugacdo foram sonicados em tubos
para centrifugacdo tipo falcons de 50 mL com solu¢do MCAC-O composto por PMSF
(inibidor de protease), cloreto de sddio, glicerol, Tris pH 7,9 e 4gua MiliQ (ultra pura). Para
cada 50 mL de centrifugados foram utilizados 2,5 da solucdo MCAC-O, descritos em Anexo
B.

Os lisados foram sonicados com pulsos de 20, 40, 60, 80 e 100 poténcia por 30
segundos de sonicagdo com 30 segundos de intervalo, sendo duas vezes para cada pulso. Os
sonicados foram centrifugados a 14000 x g por 15 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram
reservados e separados dos pellets para preparacdo das amostras em corrida de gel de

poliacrilamida e purificacao.

4.8 Andlise e confirmacio da proteina MSP1a

4.8.1 Gel de Poliacrilamida

A proteina recombinante foi analisada por técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 15% (running gel) e 5% (stacking gel) contendo
acrilamida/bisacrilamida, Tris 1M Ph 8.8, persulfato de aménia a 10% (APS); duodecil
sulfato de sddio (SDS) 10% e 6pl de Temed e dgua MiliQ para compor um volume final de 15
ml conforme recomendacdes do Maniatis e colaboradores (1989).

As proteinas foram aplicadas no gel com tampdo de corrida, para o tampéo de corrida
0s componentes sao Tris 0,01M, pH 6,8, SDS 10%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,06%
e DTT a 4% e em seguida, ap6s adicdo das amostras (pellet e sobrenadante ao tampédo e
corrida) foram desnaturadas por agquecimento a 95°C por 10 minutos. A eletroforese foi
realizada sob corrente constante de 94V até a coloracdo do azul de bromofenol alcance a
extremidade inferior do gel.

Ao término da corrida de gel de poliacrilamida, o gel foi retirado e mergulhado em
solucdo Comassie (contendo metanol 30%, &cido acético 10%, Comassie Blue 0,5% e Agua
59,5%) por aproximadamente 3 horas para fixacdo (corar) da proteina. Coradas as proteinas

foram submetidas a solugdo descorante, com todas os reagentes ja citados exceto Comassie.
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4.8.2 Western blot

A técnica de Western blot (TOWBIN et al. 1979) é empregada para confirmacdo da
presenca da cauda de poli-histina de forma a separar as proteinas por eletroforese SDS —
PAGE 15%, posteriormente transferidas por eletroforese para a membrana de nitrocelulose e
em seguida, absorto em tampéo (0,025 M Tris, 0,192 M glicina, pH 8.5 e metanol 20%). Em
cuba especifica para eletrotransferéncia (Semidry system, Bio-rad, Hercules, USA) foi
colocado o sistema (gel + membrana PVDF - Difluoreto e Polivinilideno) durante 1 hora
submetidos a voltagem de 12 V. As membranas de PVDF sdo eficientes para transferéncia de
proteinas com uma ampla variedade de peso molecular (5kDa a 700kDa).

Apl6s a retirada do sistema a membrana serd& mantida no mesmo tampdo de
transferéncia até a revelacdo. Para revelagdo serd utilizado o kit comercial Western

breeze (Invitrogen®), seguindo as recomendac¢des do fabricante em Anexo.

4.8.2 Purificacao da proteina recombinante

A proteina foi purificada através da técnica denominada Cromatografia de Afinidade
com Metal Imobilizado (IMAC), desenvolvida por Porath e colaboradores em 1976. Para este
estudo utilizou-se a coluna de purificacdo contendo ions Ni2+ (Qiagen®) em afinidade a
cauda de Histidina inserida na proteina. A retencdo da proteina MSP-1, foi testada em varias
concentracdes de imidazol, em duplicata.

O processo de sonicacao resultou na separacdo de pellets e sobrenadantes de todos 0s
tempos de inducdo (TO, T1, T2 e T3) tanto de Bacillus subtilis como de E.coli, foram
centrifugados por 15 minutos a 14000 rpm purificados a 4° C e consequentemente, 0
sobrenadante purificado por coluna contendo a resina Ni-NTA Agarose (Qiagen®)
equilibrada com 5 volumes de MCAC-O (contendo glicerol, Tris pH 7.9, cloreto de sodio e
inibidor de protease PMSF) e cinco volumes de &gua ultra pura (MiliQ) para equilibrar a
coluna.

Apos equilibrar a coluna foi adicionado a coluna o sobrenadante da lise bacteriana
contendo a proteina (de 1mL em 1mL), com todo o volume de sobrenadante passado pela
coluna, iniciou-se a verificacdo da retencdo da proteina na coluna atraves das diferentes
concentragdes de Imidazol (20Mm; 40Mm; 60Mm; 80Mm). Os tampdes de elui¢des foram
adicionados duas vezes de 500uL (E1 e E2) com concentragdes crescentes de Imidazol. As

eluicbes foram armazenadas a -20° C, e as que apresentaram melhor concentragdo
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quantificadas testadas por Bradford (1976) da proteina analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS-PAGE 15%, como descrito no topico 4.8.1.

Para retirada do excesso de Imidazol e outros reagentes as proteinas purificadas foram
submetidas a didlise em membranas de 0,2 mm imersos em béquer contendo PBS (tampéo
fosfato salino) 0,1X a 4° C até o dia seguinte.

4.8.3 Liofilizacdo da proteina recombinante

A proteina dialisada ao ser retirada da membrana permaneceu por cerca de 7 horas em
frascos de vidros a temperatura de -80° C por um periodo de 18 horas, com o objetivo de
concentrar a proteina. No dia seguinte, as amostras foram retiradas da temperatura de -80° C
e, imediatamente, colocadas em liofilizador, previamente resfriado, por periodo de 16 horas.
Apos esse periodo as amostras foram ressuspendidas em agua MiliQ (ultra pura) com a
finalidade de deixar a proteina concentrada 10 vezes maior que o inicial e armazenadas a -20°
C.

4.8.4 Immunoblotting

O ensaio por Immunoblotting foi utilizado para verificagdo da resposta da proteina
MSPla ao soro de animais infectados. Os soros foram preparados com centrifugacao do
sangue de animais infectados e ndo infectados por 30 minutos a 37° C a 4000 x g por 20
minutos, separando assim, o sobrenadante do pellet e armazenados em -20° C para posterior
analise.

Para realizacdo do Blotting foram seguidas as instru¢des do fabricante Invitrogen®
(“kit Western Breeze ) com excecdo do anticorpo primario, que utilizou-se o soro dos animais
infectados em uma diluicdo de 1:50 e o anticorpo secundario foi utilizado (marca Sigma
A8917) em uma diluicdo 1:1000. Na revelacdo do Blotting utilizou-se como tampédo o
substrato DAB (3,3’Diaminobenzine), peroxido de hidrogénio e Solucdo salina (PBS) 1X.
Para analisar a presenca da cauda de polihistidina na proteina recombinante, foi utilizado um
anticorpo primario monoclonal anti-HisG (Invitrogen), o secundario anti-camundongo e

solucéo reveladora do “kit” citado anteriormente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Selecdo dos Epitopos

As predicOes dos epitopos de células B realizadas neste trabalho selecionou os

seguintes epitopos:

Epitopo 1
STSSQLGGGSSTSSQLGGGSSTSSQL

Epitopo 2
STSSQLSEASTSSQLGA

Epitopo 3
GSSAVAAGFGGDDTDFYLGFGL

Epitopo 4
DIEIPAVAANTFGANYCYDVSTVNMGGLSPDI

A partir destes peptideos, foram desenhadas as duas quimeras (QLANAP e g2ANAP)

com sequéncias codificantes para o gene MSPa.

Quimera 1 (q1ANAP)

DNA
ggatccgaattcCATCATCACCATCACCATGATGATGACGATAAGtctagagggeccecgeggTCG
ACGTCTTCCCAGCTTGGAGGCGGATCTTCAACGTCTAGTCAACTGGGCGGAGGTT
CAAGCACTTCATCCCAGCTTacgcgtactagtgggcccAGTACGTCCTCACAGCTTAGCGAA
GCATCTACCAGTAGTCAGTTAGGCGCGccegeggcetcgagacgcgtGGAAGCTCCGCTGTTG
CCGCTGGCTTCGGGGGCGACGACACGGATTTCTATCTCGGTTTTGGTTTGctcgagact
agtGATATCGAAATACCGGCTGTTGCGGCAAACACGTTCGGAGCCAATTACTGCTA
CGATGTCAGCACCGTTAACATGGGAGGCCTGAGCCCGGATATClilicceggg



.

s 0§ §EEE

41

Proteina

GSEFHFFFFRFIDBPBRSRGPPRSTSSQLGGGSSTSSQLGGGSSTSSQLTRTSGPSTSSQL
S
EASTSSQLGAPREETRGSSAVAAGFGGDDTDFYLGFGLEETSDIEIPAVAANTFGANY
cY

DVSTVNMGGLSPDIIPG

Tamanho esperado: 13.7 kDa

Quimera 2 (qQ2ANAP)
DNA

aagctt TCGACGTCGAGTCAGTTGGGTGGGGGCAGTAGTACCAGCAGTCAGCTGGGT
GGAGGAAGCTCTACGAGTTCCCAGCT ClEligeagelaeeses G CACGAGTTCGCAGCT
GTCGGAAGCGTCCACTAGCAGTCAGCTGGGTGCAHCIIEAeUNEEH8ICGCAGTTCTG
CGGTGGCGGCCGGCTTCGGGGGCGATGATACCGATTTCTACTTGGGTTTTGGGTT
ACUEEAERIEEEHEEC ACATCGAAATTCCGGCTGTGGCCGCAAACACATTTGGTGCAA
ATTACTGTTACGATGTAAGTACCGTTAATATGGGAGGCCTTAGTCCAGATATTIMg
aattcctagag

Proteina

KESTSSQLGGGSSTSSQLGGGSSTSSQL NS TSSQLSEASTSSQLGAEGSS
AVAAGFGGDDTDFYLGFGLlIDIEIPAVAANTFGANYCYDVSTVNMGGLSPDI|
EFLE

Tamanho esperado: 14.7 kDa

5.2 Clonagem da q1ANAP em pHT43

Apoés a ligacdo do gene sintético com pGEM e transformacdo em E. coli Topl0, as
coldnias obtidas foram submetidas a uma extracdo dos plasmideos, seguida de uma digestédo
com a enzima de restricdo Eco RI, de forma a confirmar a ligacdo. Foi observado que das

oitos coldnias digeridas, apenas duas nao continham o fragmento mostrado na Figura 6.

M C1C2 (C3C4 (C5C6C/C8
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Figura 6 - Analise do perfil de extracdo plasmidial (a esquerda) e digestdo com a Enzima Eco RI (a direita),
visualizada por meio de eletroforese em gel de agarose 0.8%. M — marcador molecular de 250pb. Apenas
digestdo do fragmento Anap em 430 pb.

Com a confirmacéo da digestdo e a obtencdo do fragmento realizou-se a subclonagem
em pHT43, um vetor ideal para hospedeiros como Bacillus subtilis e apenas uma coldnia
continha o fragmento gqlANAP. O sucesso da subclonagem foi verificado através de
sequenciamento que comprovou a sequéncia de interesse conforme anexo.

Confirmacdo da digestédo e a obtengdo do fragmento realizou-se a subclonagem em

vetor pHT43 conforme figura 7.
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Figura 7 - Perfil de eletroforese em gel de agarose 1% do fragmento qLANAP clonado em vetor pHT43.

5.3 Inducéo da qLANAP-pHT43 em E. coli BL21 (DE3) pLysS

A inducdo ocorreu seguindo trés tempos (T1, T2, T3) para ambos os hospedeiros
através de gel SDS- PAGE 15% foi possivel observar que, apds a lise bacteriana para expor a
proteina apresentou a melhor condicdo de inducdo no T1 (trés horas apés a adi¢do do indutor),
e que é uma proteina solivel com massa de 13,7 kDa, um valor estimado pelo programa
ProtParam (Expasy).

Esses resultados foram confirmados por um Western Blot utilizando um anticorpo
Anti-Histidina, no qual foi possivel notar que a inducdo T2 (6 horas) houve expressdo da
proteina, porém o sobrenadante do lisado bacteriano T1 apresentou uma expressao melhor, de

acordo com a Figura 8.
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Figura 8 -Western Blot da q1ANAP-pHT43 apo6s a indugdo em E. coli. M — marcador molecular; SNT1 e PT1-
sobrenadante e pellet da inducdo T1(3h) respectivamente; -SNT2 e PT2- sobrenadante e pellet do T2 (6h) de
inducdo; SNT3 e PT3 — sobrenadante e pellet do T3 (16h) de indugdo. Western Blot da qLANAP-pHT43 apds a
inducgdo em E. coli.

5.4 Inducéo e purificacdo da q1ANAP-pHT43 em Bacillus subtilis

Os testes de inducdo em Bacillus subtilis ndo apresentaram resultado positivo nos
ensaios por Western blot utilizando os anticorpos anti-HisG (Invitrogen) contra os pellets dos
induzidos (3h, 6h e 16h), apesar terem sido seguidas todas as orientacdes do fabricante
(MOBITEC). Isto inviabilizou qualquer ensaio visando a purificacdo da proteina expressa
neste organismo. Os motivos que justificam a proteina nao ter sido expressa ndo foram
detectados, visto que o vetor pHT43 é destinado a expressao neste hospedeiro e a expressao
do mesmo gene foi detectada em E. coli. Novos ensaios serdo realizados em trabalhos

posteriores buscando identificar as condigdes ideais para expressao.
5.5 Inducéo e purificacdo da Q2ANAP-pRSET em E. coli BL 21

A quimera g2ANAP-pRSET foi induzida sob as mesmas condi¢Ges que o0 gLANAP-
pHT43 na hospedeira E. coli, apresentando resultados satisfatrios, confirmando que a
proteina é soltvel e que as bandas correspondem na altura de 14,8 kDa (Figura 9). Resultados
de Silvestre et al. (2014) utilizando inducdo com IPTG verificaram que a melhor inducdo
ocorreu no T3, apds 4 horas de inducdo, confirmando que a proteina é realmente soltvel.
Pode-se notar ainda uma redugdo na quantidade de proteina no sobrenadante de indugdo ao
longo das horas de indugdo, e uma manutencdo da quantidade de proteina no pellet. Isto pode
indicar ou uma degradacdo das proteinas encontradas na por¢do soldvel ou uma tendéncia a

formacdo de corpos de inclusdo. Teste alterando o indutor utilizado para lactose, alteracéo da
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temperatura de indugdo, meio de cultura e/ou cepa de E. coli poderdo aumentar a

concentracdo de proteina obtida no sobrenadante do lisado celular.
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Figura 9 - Perfil de inducéo através de Western Blot com pRSET A em E. coli. M — marcador molecular; SN1 e
P1 — sobrenadante e pellet do T1 (3h) de inducéo; SN2 e P2- sobrenadante e pellet do T2 (6h) de inducdo; SN3 e
P3- sobrenadante e pellet do T2 (overnigth) de indugdo; PS1 — pellet solubilizado do T1. Indu¢do com indutor
IPTG.

A g2ANAP-pRSET foi purificada e com as concentracbes obtidas na purificacdo
como mostra a Figura 10, possibilitou realizarmos um Blotting da proteina MSP1a utilizando

0 soro de animais infectados.
5.6 Testes de Western Blot com soro de animais infectados com A. marginale

Foi realizado uma analise de funcionalidade da q2ANAP utilizando soros de animais
infectados com anaplasmose bovina, através do Western Blot. Neste, foi possivel determinar
que proteina é reativa a anticorpos presentes no soro destes aniamais (Figura 11), ndo

apresentando reatividade no controle negativo (soro bovino ndo exposto a doenca).
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Figura 10 — “Imunoblot” utilizando soros de animais infectados com Anaplasmose contra a proteina
g2ANAP. M - marcador molecular. Proteina reagiu ao soro do animal (a esquerda). Revelacdo da
proteina com kit Invitrogen (a direita).

Dessa forma, é possivel observar que a proteina g2ANAP possui epitopos que estdo
associados a uma resposta imune humoral contra a A. marginale. Como a ferramenta
construida neste trabalho trata-se de uma juncdo de epitopos, ndo é possivel afirmar qual
destes foi reconhecido pelo soro dos animais. Para que uma analise mais aprofundada seja
realizada, futuros projetos buscaréo sintetizar peptideos de cada epitopo selecionado e analisar
individualmente a reatividade do soro dos animais infectados com a doenga. Um dos epitopos
se baseou no trabalho de Santos e colaboradores (2013), determinado através de anticorpos
monoclonais capazes de reconhecer sequencias em tandem (E/QASTSS) encontradas no
antigeno MSP1a. Este estudo demonstrou ainda a capacidade de geracdo de resposta imune
protetora adquirida em animais imunizados com peptideos baseados nestas sequencias. O
potencial deste antigeno como candidato vacinal pode ainda ser observado em estudo
realizados por Silvestre e colaboradores (2014), onde utilizando sequéncia de epitopos
diferentes das usadas neste estudo, e desfiando os animais com tais epitopos resultaram em
satisfatorios resultados aumentando a resposta imune do animal e diminuindo a morbidade
causada pela doenca. Tal resultado confirma os realizados por BROWN et al. (2002), que
variantes de aminoacidos de MSPla conservados no interior da regido carboxi-terminal da
proteina estimulam elevados niveis de IFN-y ¢ producdo de células CD4+.

Apesar do “immunoblot” apresentado na figura 9 ser observado uma espessa formacao
de banda de deteccdo da proteina, ndo foram obtidas grandes concentracdes desta apos a
purificacdo (figura 10). As eluicdes obtidas foram suficientes para a realizacdo do teste para
analise do reconhecimento do soro dos animais infectados com A. marginale, contudo,
trabalhos posteriores buscardo aumentar o rendimento da purificacdo utilizando grandes
volumes de inducdo. Além disso, variagdes nas condicGes de inducdo poderdo ser realizadas
buscando reduzir a concentracdo de proteina no pellet bacteriano. A extracdo de proteinas
encontradas na porcdo insoltvel do extrato exige o tratamento com agentes deshaturantes e
redutores como ureia e beta-mercaptoetanol, o que dificulta uma producdo em larga escala,
encarecendo o produto final. Variaces na temperatura de inducdo, indutor utilizado, cepa de
E. coli, tempo de inducdo e meio de cultura utilizado podem reduzir a formagdo dos corpos de
inclusdo, aumentando assim a concentracdo de proteinas na porcao solavel.

A produgdo qlANAP em pHT43 apresentou um resultado contrério ao esperado.

Inicialmente, ndo era esperado qualquer expressé@o em E. coli tratando-se apenas de um teste
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paralelo ao experimento com B. subtilis. Para a surpresa da equipe, foi detectada a proteina no
pellet de indugdo apenas da primeira através de um “immunoblot” com anti-HisG. A
expressao em E. coli pode ser explicada pelo reconhecimento, conservado entre as espécies,
da RNA polimerase bactéria ao promotor presenta no vetor pHT43, causando uma baixa
expressao da proteina.

No entanto, a auséncia de expressdo detectavel no pellet de indugdo de B. subtilis ndo
ficou esclarecida nos experimentos realizados. O sucesso da transformacdo foi confirmado
com a obtencdo de resisténcia da cepa a ampicilina e cloranfenicol, ou seja, o plasmideo
estava presente no citoplasma bacteriano. O gene construido estava presente no vetor como
pode ser observado através dos testes de digestdo e sequenciamento. O indutor utilizado
(IPTG) foi o mesmo aplicado no teste com a E. coli. Logo, trabalhos futuros buscaréo
entender e solucionar o problema ocorrido. O interesse na producdo da proteina neste
hospedeiro se deve a facilidade que ele pode proporcionar através da secrecdo de proteinas no
sobrenadante de cultura, caracteristica que facilita a purificacdo em larga desta quimera de
epitopos antigénicos. No futuro, em um cenario onde seja possivel realizar ensaios de
estimulacdo imune em bovinos, serdo necessarias grandes concentragdes da quimera. Logo, a
obtencdo da proteina de forma mais pratica facilitaria o desenvolvimento destes estudos. Com
a falta de sucesso na expressdo em B. subtilis e a baixa expressdo em E. coli (com baixo
rendimento na purificacdo), o grupo cogitou a possibilidade do desenho do gene estar sendo
um fator prejudicial. Por esta razdo, um segundo desenho (g2ANAP) foi realizado
intercalando os epitopos com quatro residuos de alanina, conhecidos na literatura por
aumentar a flexibilidade da proteina e ndo estimular a resposta humoral imune, sendo alterado
ainda o vetor de expressdo para pRSET e o hospedeiro para E. coli.

Por fim, provamos que 0s epitopos selecionados respondem ao soro do animal
infectado, contribuindo para que novos testes sejam realizados avaliando a resposta imune de
animais contra esta construcdo. Apds estas andlises soroepidemioldgicas, serd possivel
realizar ensaios visando analisar o potencial desta proteina na geracdo de resposta imune

protetora.
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CONSIDERACOES FINAIS

A proteina qLANAP expressa em Bacillus subtilis ndo apresentou resultados
satisfatorios, visto que no Western Blot foi possivel ser visualizada. Em E. coli, apesar de
confirmada a expressdo nos lisados bacteriano, apos purificacdo ndo foi possivel obter
concentracdes suficientes para a realizacdo de testes de analise da reatividade soro do animal
infectado.

A proteina Q2ANAP-pRSET foi clonada e expressa com sucesso em no hospedeiro E.

coli demonstrando ser uma proteina solivel e de facil purificacéo.

A funcionalidade da proteina foi confirmada mediante resultado positivo do
reconhecimento de soros de animais infectados, 0 que garante que aos epitopos sao
imunogénicos. Isto possibilita a realizacdo de futuros testes soroepidemiologicos e analise de

obtencdo de imunidade protetora em animais imunizados.
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ANEXOS

Anexo 1 — Espécies de Anaplasma spp.
Tabela 1 - Tipos de Anaplasma marginale

59

Principais vetores de carrapatos

Anaplasma spp. Distribuicdo Geografica Hospedeiro Células do hospedeiro Doencas (Género)
. L. - . L, . Dermacentor, Rhipicephalus,
A. marginalle Tropicos e Sub trépicos Bovinos Eritrocitos Anaplasmose Bovina picep
Hyalomma, Ixodes
A. centrale Bovinos Eritrécitos Anaplasmose (branda)
A. ovis Tropicos e Subtropicos  Ovinos e Caprinos Eritrécitos Anplasmose ovina Dermacentor, Riphicephalus
. Norte da América, Asia . , Anaplasmose Hyalomma, Amblyomma,
A. bovis c o Bovinos e coelhos  Células mononuclear L .
e Africa agranulocitica Haemaphysalis, Riphicephalus
Humanos, bovinos,
. . ovelhas, cachorros .
A. ph tophilum Mundial ' ' ranulocit Anapl Ix
phagocytophilu undia coelhos, Lhamas, Granulécitos aplasmose odes
gatos, javalis
A. platys Mundial Cachorros Plaguetas Infeccéo ciclica trombopo Dermacentor, Rhipicephalus e

Hyalomma.

Fonte: De la Fuente et al., 2010



60

Anexo 2 — Protocolos

Transformagao em E.coli TOP 10

1 - 5uL do sistema de ligagdo foram inoculados em 100uL de célula competente E. coli Top
10 e incubado no gelo por 30 minutos.

2 - ApGs esse tempo, foi aplicado um choque térmico a 42°C por 90 segundos seguindo-se
uma répida incubacdo no gelo por mais 2 minutos. Em tubo Falcon 15mL, foi adicionado
1mL de meio LB (extrato de levedura 0,5%; peptona de caseina 1%; cloreto de sédio 1%; [pH
7,2]) mais as células transformadas.

3 - O crescimento da cultura foi realizado sob agitagdo de 250rpm por 1 hora a 37°C.

4 - O sistema foi plaqueado em duas placas contendo LB Agar mais 100ug/mL de ampicilina:
uma placa com 100uL do sistema de transformagdo e outra com o restante das celulas apés
breve centrifugacdo para concentracdo do sistema.

5 - As placas foram incubadas em estufa a 37°C overnight.

6 - Apos a transformacdo, seis col6nias isoladas foram inoculadas em 15mL de meio LB com
100ug/mL de Ampicilina. As culturas foram crescidas sob agitacdo de 250rpm a 37°C

overnight.

e QIAGEN ® Plasmid Mini, Midi e Maxi Kits

Este protocolo é concebido para a purificagdo acima de 20ug de Plasmideo de DNA de alta-
cépia em 1-5 ml de cultura de E. coli em meio LB durante a noite. Novos usuarios e Usuarios
que esperam para purificar plasmideos de baixa-copia e cosmidios, grandes plasmideos (> 10
kb) e DNA preparado utilizando outros métodos devem consultar os protocolos detalhados

fornecidos no QlAprep Miniprep Handbook.
Procedimento

1. Ressuspender as células bacterianas peletizadas em 250ul no Buffer P1 e transferir
para um tubo de microcentrifuga.

2. Adicionar 250 mL ao buffer P2 e misture imediatamente e completamente invertendo
0 tubo 4-6 vezes.

3. Adiciona-se 350 ml ao Buffer N3 e misture imediatamente e completamente
invertendo o tubo 4-6 vezes.

4. Centrifugar durante 10 minutos a 13.000 rpm (~ 17.900 xg) numa mesa-superior de

microcentrifuga.
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5. Aplicar-se o sobrenadante (a partir do passo 4) para a coluna de centrifugacéo
QIAprep por decantacdo ou pipetagem.

6. Centrifuga por 30-60 s. Descartar o escoamento.

7. Recomendac0es: Lavar a coluna de spin QIAprep por adi¢do de 0,5 ml ao Buffer PB e
centrifugar por 30-60 s. Descarte 0 meio de fluxo.

8. Lave a coluna rotacdo do QIAprep, adicionando 0,75 ml ao Buffer PE e centrifugue
por 30-60 s.

9. Descartar o meio de fluxo, e centrifuga-se durante por tempo adicional de 1 min para
remover a lavagem residual do Buffer.

10. Para eluir o DNA, colocar a coluna do QIAprep em tubo de microcentrifuga limpo de
1,5 ml. Adicionar 50ul ao Buffer EB ou agua ao centro de cada coluna de spin

QIlAprep, deixar repousar durante 1 min, e centrifuga-se durante 1 min.

o Kit QIAGEN ® Gel Extraction

Todos os passos de centrifugacdo sdo realizados a 17.900 xg (13.000 rpm) numa
microcentrifuga de bancada convencional.

Procedimento

1. Extirpar o fragmento de DNA do gel de agarose com um bisturi afiado e limpo.

2. Pesa-se a fatia de gel no tubo incolor. Adicionar 3 volumes ao Buffer QG para um
volume de gel (100 mg de gel ~ 100 ul). A quantidade maxima de gel por coluna
rotacdo e de 400 mg. Para> 2% gel de agarose, adicionar 6 volumes ao Buffer QG.

3. Incubar a 50°C por cerca de 10 min (ou até que a fatia de gel foi completamente
dissolvida). Inverta o tubo a cada 2-3 min para ajudar a dissolver gel. Depois de o
pedaco tenha dissolvido completamente, verificar que a cor da mistura amarelo
(semelhante ao Buffer QG sem agarose dissolvido). Se a cor da mistura for cor de
laranja ou violeta, adicionar 10 pl de acetato de s6dio 3 M, pH 5,0, e mistura-se. A
mistura fica amarelo.

4. Adicionar 1 volume de isopropanol a amostra e misturar.

5. Cologue uma coluna de rotacdo QIAquick em centrifuga um tubo de colegdo
preenchido de 2 ml. Para a ligacdo do DNA, aplicar a amostra a coluna QlAquick e
centrifugar durante 1 min. Descartar o escoamento e colocar a coluna QIAquick de
volta para 0 mesmo tubo. Para volumes de amostra de >800 pl, carga/rotagdo aplicar

VAcuo novamente.
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6. Se o DNA, posteriormente, servird para 0 sequenciamento, transcri¢do in vitro ou
microinjecéo, adicione 500 ul ao Buffer QG na coluna QIAquick e centrifugar durante
1 min. Descartar fluxo e colocar a coluna QIAquick de volta para 0 mesmo tubo.

7. Para lavar, adicionar 750 mL ao BUffer PE para a coluna QIAquick e centrifugar por
1 min. Rejeitar fluxo e colocar a coluna QlAquick de volta para 0 mesmo
tubo. Nota: Se 0 DNA a ser usado para aplicagdes sensiveis ao sal (por exemplo, o
seqlienciamento blunt-ended ligadura), deixar a coluna descansar por 2-5 min apés a
adicdo ao Buffer PE.

8. Colocar a coluna QIAquick em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml limpo.

9. Para eluir o DNA adicione 50 ul ao Buffer EB (Tris Cl 10 mM, pH 8,5) ou 4gua para o
centro da membrana QIAquick e centrifugar durante 1 min. Para aumentar a
combinagdo de DNA, adicionar 30 ul ao Buffer EB do centro da membrana QIlAquick,
deixar a coluna descansar durante 1 min, e em seguida centrifugar durante 1
min. Apés a adicdo ao Buffer EB a membrana QIAquick, aumente o tempo de
incubacéo para até 4 minutos para aumentar o rendimento de DNA purificado.

10. Se o DNA purificado sera analisado num gel, adicionar um volume de corante para 5
volumes de DNA purificado. Misturar a solucéo pipetando cima e para baixo antes de

colocar o gel.

e Transformacao Bacillus subtilis Expression Vectors © MoBiTec
Protocolos detalhados para manuseio molecular de E. coli e Bacillus (crescimento,
transformacdo, etc.) podem ser encontrados em relevantes manuais de laboratério como
Sambrook e Russel (2011). O seguinte procotolo é adaptado de Klein et al., 1992. Por favor,

note que tratamento imediato resulta em altas taxas de transformacao.
1. Preparacdo das células experimentais de Bacillus subtilis

— De um dia para o outro cultive células em recipiente apropriado em 5 ml de meio HS
em 37° C.

— Inocular em 50 ml de meio HS com 0,5 ml da cultura de um dia para o outro; incubar
sob agitacdo vigorosa a 37 ° C

— Registro o crescimento da curva de uso de mag

— Recolha amostras de 10 ml cada, quando as células atingem a fase estacionaria em
intervalos de 15 minutos.

— Adicionar 1 ml de glicerol estéril (87%), misture e deixe por 15 minutos no gelo
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Fracionar em aliquotas de 1 ml, congelar em nitrogénio liquido e armazenar a -80 ° C

Verificar uma aliquota a partir de cada ponto de tempo com um plasmideo de DNA de
referéncia (ver abaixo) para identificar o (s) ponto de tempo (s) produzindo células
competentes alto nivel; descartar o ndo-ou baixas aliquotas apropriadas.

Transformacao de células de Bacillus subtilis apropriadas.

Descongelar uma aliquotaa 37 ° C

Usar essas células para inocular 20 ml de meio de LS

Agitar as células lentamente num banho de agua a 30 ° C para se obter competéncia
maxima (cerca de 2 h)

Tomar aliquotas de 1 ml para um tubo de vidro ou de 2 ml tubo Eppendorf, adicionar
10 ul de 0,1 M EGTA (CB-0732-10GAM), e incubar durante 5 min a temperatura
ambiente

Adicionar o plasmideo ou 0 ADN cromossomico e incubar durante 2 horas a 37 ° C
enquanto agita-se bem (boa mistura é importante ao usar copos Eppendorf)

Se foram utilizados tubos de vidro, transferir a suspensdo de celulas para um tubo
Eppendorf

Centrifuge, elimine o sobrenadante com cuidado e voltar a suspender as células para a
final

sobrenadante remanescente na pelete

Coloque em meio seletivo 2xYT

Incubar a 37 ° C de um dia para o outro.

Meios e solucdes

10x S-base (sal de Spizizen):

2 g de (NH4) 2S04

14 g de K2HPO4

6 g KH2PO4

Citrato de sodio 1 ¢

adicionar agua destilada até 100 ml e autoclave

adicionar 0,1 ml de 1M MgSO4 ap06s autoclavagem

Meio HS:



Agua destilada 66,5 ml:

10x 10 ml S-base

2,5 ml de 20% (w / v) de glucose

5 ml de 0,1% (w/ v) de L-triptofano

1 ml de 2% (w / v) de caseina

5 ml de 10% (w / v) de extracto de levedura (Disco)
10 ml de 8% (w / v) arginina, 0,4% de histidina
autoclave todos os componentes separadamente
solucdo triptofano: filtracdo estéril

Meio LS:
80 ml de agua destilada
10x 10 ml S-base
2,5 ml de 20% (w / v) de glucose
0,5 mlde 0,1% (w / v) de L-triptofano
0,5 ml de 2% (w / v) de caseina
5 ml de 2% (w / v) de extracto de levedura
0,25 ml de 1 M MgCI2
0,05 mlde 1 M de CaCl2
autoclave todos os componentes separadamente

solucdo triptofano: filtracdo estéril

0,1l MEGTA
dissolver 3,8 g de EGTA em 50 ml de agua destilada
ajustar o pH para 7,2 utilizando NaOH 10 N
adicionar agua destilada até 100 ml
autoclave

Inducdo com IPTG

- Crescer apropriadamente a cepa B. subtilis de um dia para outro em meio fresco 2xYT
- Inocular em meio fesco 2xYT para uma OD600 de 0,15

- Quando a cultura atinge OD600 0,7-0,8, divida em 2 partes e induza com IPTG 1 mM
(CB-0487-1GAM) para uma porcao (t = 0)

- Recolher amostras a diferentes pontos de tempo para analise (t=1t=2...)

64
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Anédlise da Amostra

- Preparagdo de extratos de células soluveis e insolUveis de B. subtilis.

- Células de colheita por centrifugacdo (10 min, 6000 xg, 4 ° C).

- Lavagem e ressuspender em buffer com 50 mM fosfato de sodio (pH 7,0) a uma OD600 de
10.

- Quebrar células por ultra-som (12 W, 6 x 15 pulsos com intervalos de 15 seg) em 1,5 ml
Tubos Eppendorf contendo 1 ml de suspensdo de células, suplementado com lisozima

(250 ug / ml, CB-0663-5GAM), em gelo.

- Em alternativa, as células podem ser quebradas por batida: perturbar trés vezes com contas
de vidro (0,1 mm de diametro) (1 g / ml de suspenséo de células) em um misturador orbital a
180 V, com a mistura mantida em gelo durante 3 minutos entre cada interrupgéo.

- Tomar 100 ml de preparacdo como primeira amostra total de proteina (T1).

- Remover os detritos celulares por centrifugacdo a 4300 xg, 10 min, 4 ° C.

- Tirar 100 ul do sobrenadante para a segunda amostra de proteina total (T2).

- Centrifugar a 8.200 xg (10 minutos, 4 ° C) para separar em fracdes de protéina insoltvel (I)
e solavel (S).

- Por exemplo, utilizar a quantidade de proteina que corresponde a 0,025 da OD600 para
separacgéo por SDS-PAGE.

- Analisar as amostras por imuno plotagem com anti-soro especifico.

e Preparo do gel de Poliacrilamida

1. Para o preparo do gel de corrida a 15% os seguintes reagentes foram adicionados e
homogeneizados em um béquer:
Agua — 3,4 mL

30% Acrilamida mix — 7,5 mL

1,5 M de Tris (pH 8,8) — 3,8 mL

10% de SDS — 0,15 mL

10% de persulfato de aménio — 0,15 mL

TEMED - 0,006 mL

2. Em seguida a solucéo foi colocada na placa e esperou-se meia hora para polimerizagéo.

3. Apos a polimerizagdo do gel running foram misturados e homogeneizados o0s seguintes

reagentes em um béquer para o preparo do gel stacking:

Agua — 3,4 mL
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30% Acrilamida mix — 0,83 mL
1.0 M de Tris (pH 6,8) — 0,63 mL
10% de SDS — 0,05 mL
10% de persulfato de aménio — 0,05 mL
TEMED - 0,005 mL
4. Em seguida a solucdo foi colocada na placa acima do gel running e esperou-se a
polimerizagao.
Preparo da amostra do sobrenadante:

1. Retirou-se 300 uL do sobrenadante de cada T (tempo) para um microtubo e adicionou-se
100 uL de TCA.

2. Incubou-se em gelo por 10 min para precipitacdo e em seguida foi centrifugado por 10 min
a4°C a 12.000 x g.

3. O sobrenadante foi descartado e o pellet deveria ser lavado com acetona, porém como a
quantidade de pellet formado foi muito pequena, a lavagem ndo foi feita e o pellet foi
ressuspendido em 20 uL de tamp&o de amostra.

4. Foi preparado 200 uL do tampédo de amostra (20 uL de DTT e 180 uL de loading buffer —

tampao de corrida).

e Células competentes Bacillus subtilis

Tabela 1 — Densidade Optica da curva de crescimento de Bacillus subtilis.

Hora DO

12:30 0,099
13:00 0,386
13:50 1,278
14:25 2,093
14:45 2,468
15:00 2,829
15:15 3,101
15:30 3,236
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15:45 o2l

A fase estacionéaria do isolado comecou 15:30, ou seja, depois de 03:30 horas de
crescimento. A partir dessa fase foram retiradas trés aliquotas a cada 15 minutos (T1, T2 E

T3) para indculo em meio LB &gar de acordo com o Grafico 1 abaixo.

Curva de crescimento B. subtilis
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Figura 11. Curva de crescimento de B. subtilis
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Anexo 3 - SEQUENCIAMENTO

GGCCATAAGCTTGGATCCGAATTCCATCATCACC

ATCACCATGATGATGACGATAAGTCTAGAGGGC

CCCCGCGEGGEGTCGACGTCTTCCCAGCTTGGAGGTCG

GATCTTCAACGTCTAGTCAACTGGGCGGAGGTT

CAAGCACTTCATCCCAGCTTACGCGTACTAGTGG
GCCCAGTACGTCCTCACAGCTTAGCGAAGCATC

TACCAGTAGTCAGTTAGGCGCGCCGCGGCTCGA

GACGCGTGGAAGCTCCGCTGTTGCCGCTGGCTT
CGGGGGCGACGACACGGATTTCTATCTCGGTTT
TGGTTTGCTCGAGACTAGTGATATCGAAATACC

GGCTGTTGCGGCAAACACGTTCGGAGCCAATTA
CTGCTACGATGTCAGCACCGTTTACATGGGGAG

GCCTGAGCCCGGATATCTAAGAATTCATGGCCA
ATCACTAGTGAATTCCCGGGCCGCCTGGCAGGT

CAACCATATGGGAAGAGCTCCCCAACGCGTTGG

GAAGCCATAAC

Figura 12 - Sequenciamento Anaplasma marginalle.



