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GASPARINI, Marcela Ribeiro. Avaliagio de wuma vacina com proteinas
recombinantes de Anaplasma marginale agregadas ao adjuvante ISCOMATRIX.
2010. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal)- Universidade Estadual de
Londrina. 2010.

RESUMO

Anaplasma marginale pertencente a ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae é
transmitido por carrapatos e causa anemia hemolitica durante infeccdo aguda
provocando prejuizos econdmicos a pecuaria bovina, principalmente em regides
tropicais e subtropicais. Seis proteinas principais de superficie (MSPs) foram
caracterizadas, MSP1a (105kDa), MSP1b (100Kda), MSP2 (36 kDa), MSP3 (86
kDa), MSP4 (31 kDa) e MSP5 (19 kDa). A partir do sequenciamento do genoma do
A. marginale, 21 novas proteinas antigénicas foram identificadas nos corpusculos
iniciais, das quais, 14 sao proteinas de secrecao do tipo IV, incluindo a VirB9 e
VirB10. A maioria dessas proteinas sdo antigénicas e podem induzir a produgéao de
anticorpos em animais durante uma infeccdo natural ou vacinagao com corpusculos
iniciais de A. marginale, tornando-as importantes na pesquisa de imundégenos para o
diagnostico e a imunoprofilaxia da infeccdo. Os objetivos deste trabalho foram a
clonagem e expressao do fragmento R-F3 do gene MSP1a no vetor pET102/D-
TOPO, produgdo em grande escala de proteinas recombinantes rMSP1a fragdo R-
F3, rMSP1b, rMSP4 e rMSP5, elaboracdo de uma vacina com o adjuvante
ISCOMATRIX e as proteinas recombinantes MSP1a fracdo R-F3, MSP1b, MSP4 e
MSP5 de A. marginale e avaliagdo da resposta imune humoral em bovinos
imunizados com a vacina ISCOMATRIX+MSPs. Trés grupos de bovinos com idade
entre 6 e 8 meses foram imunizados utilizando: Gl (n=4): ISCOMATRIX+MSPs; GlI
(n=2): adjuvante ISCOMATRIX e Glll (n=4): salina como controle negativo. A
avaliacdo da resposta imune foi realizada pelo ELISA Indireto e a resposta
especifica contra as proteinas pelo Western Blotting. Os animais imunizados com a
vacina ISCOMATRIX+rMSPs produziram IgG total, 1gG1 e 1gG2 e responderam
especificamente para cada proteina no Western Blotting. Os animais do grupo
controle e controle do ISCOMATRIX, ndo produziram IgG total e ndo responderam
especificamente no Western Blotting. Nao houve alteragées nos parametros clinicos
em nenhum dos animais que receberam a vacina ou naqueles dos grupos controles.
A infeccéo pelo A. marginale apos o desafio foi confirmada pela PCR em todos os
animais do experimento, mas parasitemias variando de 0,001% a 0,15% foram
detectadas apenas nos animais dos grupos testemunhas. Pelos resultados obtidos
podemos concluir que a vacina ISCOMATRIX+rMSPs contra A. marginale estimulou
a resposta imune especifica dos bezerros vacinados, porém nao é possivel afirmar
se houve protecdo, uma vez que nao ocorreram diferencas nos parametros clinicos
e parasitolégicos entre os grupo de bezerros vacinados e controles.

Palavras chaves: Anaplasma marginale, bovinos, proteinas recombinantes, resposta
imune humoral, ISCOMATRIX.



10

GASPARINI, Marcela Ribeiro. Evaluation of a vaccine with recombinant proteins of
Anaplasma marginale aggregates to the ISCOMATRIX adjuvant. 2010. Dissertation

(Master in Animal Science). Universidade Estadual de Londrina. 2010.

ABSTRACT

Anaplasma marginale belongs to the Order Rickefttsiales, Family Anaplasmataceae
and is transmitted by ticks and causes hemolytic anemia during acute infection and is
responsible for economic losses in bovine livestock, mainly in tropical and subtropical
regions. Six major surface proteins (MSPs) characterized, MSP1a (105 kDa), MSP1b
(100 Kda), MSP2 (36 kDa), MSP3 (86 kDa), MSP4 (31 kDa) e MSP5 (19 kDa). After
the sequencing of A. marginale genome 21 new proteins was identified on the initial
bodies, from which, 14 are type IV secretion proteins including VirB9 and VirB10.
Several of these proteins proved to be antigenic and induce antibodies production in
animals during natural infection or vaccination within A. marginale initial bodies,
making them important on research as an immunogens source for the diagnostic and
immunoprophylaxis against infection. The aims of this work were cloning and
expression the R-F3 fragment of the MSP1a gene into pET102/D-TOPO vector,
production in large scale of recombinant proteins rMSP1a fraction R-F3, rMSP1Db,
rMSP4 e rMSP5 de A. marginale, construction of a vaccine with the adjuvant
ISCOMATRIX plus rMSPs and evaluation of the humoral immune response in
bovines immunized with this vaccine. Three bovine groups were immunized using:
Gl: (n=4) ISCOMATRIX+rMSPs; GlI: (n=2) ISCOMATRIX adjuvant control and GllI:
(n=4) Saline as negative control. The antibody response was analyzed by indirect
ELISA and the specific response against the rMSPs, by Western Blotting. Animals
immunized with ISCOMATRIX+rMSPs vaccine produced total IgG, IgG1 and IgG2 as
demonstrated by indirect ELISA and presented specific response for each protein in
Western Blotting. Animals from control group and ISCOMATRIX control did not
produce total IgG and did not present specific response in Western Blotting. There
were no alterations in the clinical parameters of vaccinated animals neither in
animals of control groups. A. marginale infection was confirmed, by PCR, in all of
experimental animals after challenged with virulent strain, but parasitemias varying
from 0.001% to 0.15% were detected only in animals of the group controls. Based on
the results obtained in this work we can conclude that ISCOMATRIX+rMSPs vaccine
against A. marginale stimulated the immune response in vaccinated calves.
Otherwise, was not possible to affirm if there was protection or not, because there
were no differences in the clinical and parasitological parameters between
vaccinated and no vaccinated calves.

Keywords: Anaplasma marginale, bovines, recombinant proteins, humoral immune
response, ISCOMATRIX.
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Revisao de literatura

1 Anaplasmose

1.1 Anaplasma marginale

A anaplasmose bovina ¢é causada pelo Anaplasma marginale,
Anaplasmataceae intraeritrocitario obrigatério de bovinos (THEILER, 1910),
classificado na Ordem Rickettsiales (RISTIC; KREIER, 1974), Familia
Anaplasmataceae (DUMLER et al., 2001). A doenca tem distribuicdo mundial e
acomete principalmente bovinos domésticos e selvagens (KOCAN et al., 2004a; de
La FUENTE et al., 2005a, de La FUENTE et al., 2009) de regides tropicais e
subtropicais, pois nestas regides as condi¢des climaticas sao favoraveis ao
desenvolvimento dos transmissores biologicos.

A transmissdao ocorre de forma bioldgica ou mecanica por um grupo
diversificado de artrépodes, incluindo carrapatos e insetos hemato6fagos, e também
pela via transplacentaria (KREIER et al., 1991; KOCAN et al., 2003, 2004b). A
transmissao biolégica do A. maginale é feita pelo carrapato com envolvimento de
aproximadamente 20 espécies em todo mundo (DIKMANS, 1950; EWING, 1981;
KOCAN et al., 2004b). O carrapato Rhiphycephalus (Boophilus) microplus é
considerado o principal transmissor de A. marginale no Brasil (MARTINS; CORREA,
1995). Pesquisas recentes mostram que a transmisséo bioldgica por carrapato foi
mais eficiente que a transmiss&o mecanica por Stomoxys calcitrans (SCOLES et al.,
2005). Outros vetores como fomites contribuem para a transmissdo da doenga
(GUGLIELMONE, 1994; SOLARI; QUINTANA, 1994; FARIAS, 1995). Em bovinos a
forma congénita de transmiss&o pode ocorrer, ocasionando a anaplasmose neonatal
(ZAUGG, 1985; RIBEIRO et al., 1995).

A transmissao de A. marginale pode ocorrer pelo carrapato de estagio para
estagio (interestadial) ou dentro de um estagio (intraestadial), enquanto a
transmissdo transovariana ainda € motivo de discussdo, embora ja tenha sido
relatada para Dermacentor andersoni (HOWELL et al., 1941), e recentemente larvas
de R. microplus, provenientes tanto de pastagens de areas endémicas para
anaplasmose, quanto de teledginas alimentadas em animais positivos para A.

marginale, tenham sido encontradas positivas na PCR, o que representa uma
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possibilidade de transmissao transovariana (STICH et al., 1989; SHIMADA et al.,
2004). A transmissdo intraestadial € realizada principalmente por carrapatos
machos, devido a sua longevidade e mobilidade entre os bovinos (KOCAN et al.,
2003). Os machos de D. andersoni e D. variabilis tém sido apontados como os
principais transmissores bioldgicos nos Estados Unidos (KOCAN et al., 1981, 1985),
e R. microplus na América do Sul (AGUIRRE et al., 1994).

A. marginale apresenta formacdo de corpusculo de inclusdo intra-
eritrocitarios, visualizado em microscopia 6ptica como um pequeno ponto escuro
bem corado, de localizagéo periférica, variando entre 0,1 um a 0,8 um (FARIAS,
1995). Sofrem sucessivas fissdes binarias formando quatro a oito corpusculos de
inclusdo, que sado numerosos na fase aguda da infecgdo, mas que podem persistir
em niveis baixos por vérios anos (RISTIC, 1981; MARTINS; CORREA, 1995), desta
forma, os animais tornam-se fontes de infecgdo permanentes para bovinos
susceptiveis (KUTTLER, 1984).

Apos a infecgdo o animal pode desenvolver a doenga na forma aguda,
superaguda, leve ou crénica (RISTIC, 1981; MARTINS; CORREA, 1995), com um
periodo de incubagao que pode variar de 7 a 60 dias com média de 28 dias seguido
por aumento na parasitemia. Pode ocorrer anemia grave por intensa destruigao de
eritrécitos no sistema fagocitico (RISTIC, 1981; FARIAS, 1995). No pico de
parasitemia mais de 75% dos eritrocitos podem estar infectados e este quadro pode
persistir por uma a duas semanas (NASCIMENTO et al., 1981; KEIER et al., 1991).

Os sinais clinicos observados consistem em anemia hemolitica, ictericia,
dispnéia, taquicardia, febre, fadiga, lacrimejamento, sialorréias, diarréia, micgéo
frequente, anorexia, perda de peso, aborto, as vezes agressividade e eventualmente
morte na infecgdo aguda (RISTIC 1981; ALDERINK; DIETRICH, 1981; BARBET,
1995). Bovinos que se recuperam da doenga aguda, tornam-se persistentemente
infectados, mantendo niveis de parasitemia ndo detectaveis no esfregago sanguineo
corado pelo Giemsa (ERIKS et al., 1993; KOCAN et al., 2000; PALMER et al., 2001).

A anaplasmose esta entre as mais importantes doengas dos bovinos,
constituindo-se em obstaculo ao desenvolvimento da pecuaria bovina nacional, os
prejuizos econdmicos ocasionados s&o atribuidos a redugcédo na producao de carne e
leite, abortamento, morte e aos custos com o tratamento dos animais (RICKEY,

1981; KUTTLER, 1984). Nas areas endémicas geralmente existe um estado de
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estabilidade enzodtica, caracterizada pela infecgdo natural da grande maioria dos
animais jovens (MADRUGA et al., 1985).

Bezerros sdo menos susceptiveis a infeccdo por A. marginale e, quando
infectados, sdo menos propensos ao desenvolvimento da doenga clinica, esse
evento ainda nado é claramente entendido, porém, a influéncia dos anticorpos
colostrais provavelmente tem uma importante funcdo (MADRUGA et al., 1985;
KOCAN et al., 2003).

No Brasil, os prejuizos especificos causados pelo A. marginale sao dificeis de
calcular, ndo so6 pela morbidade e mortalidade, mas pelas sequelas que impedem o
desenvolvimento normal dos animais e consequentemente, os indices produtivos do
rebanho (ARTECHE et al., 1992). Dados sobre os prejuizos atribuidos aos agentes
da Tristeza Parasitaria Bovina (TPB), que inclui o A. marginale, séo estimados em 45
milhdes de dodlares, considerando apenas os gastos com carrapaticidas e
medicamentos para o tratamento da doenca. Estes gastos nao incluem os prejuizos
causados pela diminuicao na produgado de carne, leite, couro, abortos e morte de
animais. Nos Estados Unidos, a perda anual causada pela anaplasmose, devido a
morbidade e mortalidade dos animais, é estimada em mais de 300 milhdes de
dolares e na América Latina em 800 milhdes de dolares (KOCAN et al., 2003).

As medidas de controle empregadas para anaplasmose incluem: redugao ou
eliminagcdo dos transmissores utilizando-se tratamentos dos animais com produtos
acaricidas, rotacdo de pastagem, quimioprofilaxia, premunicdo com sangue
contaminado de bovinos portadores, vacinagdo com vacinas vivas atenuadas ou
cepa heteréloga ndo patogénica (Anaplasma centrale) ou com vacinas mortas
(PALMER et al., 1989; VIDOTTO et al., 1998a, 1998b; KOCAN et al., 2003).
Contudo, as vacinas existentes tém mostrado um desempenho insatisfatério no
controle da anaplasmose, além de diversos problemas de natureza sanitaria
(KUTTLER, 1994).

1.2 Caracterizagao protéica

Ainda na década de 80 comecaram os primeiros estudos na busca de novos
antigenos para a imunizagado de bovinos contra a anaplasmose (PALMER et. al.,
1986). Seis proteinas principais de superficie (MSPs) foram caracterizadas,
designadas de MSP1a (105kDa), MSP1b (100Kda), MSP2 (36kDa), MSP3 (86kDa),
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MSP4 (31kDa) e MSP5 (19kDa) (McGUIRE, 1984; TEBELE et al., 1991a; VISSER et
al., 1992; OBERLE et al., 1993; ALLEMAN et al., 1997; KAWASAKI et al., 20073;
MARANA, TAMEKUMI et al., 2009). Essas proteinas sdo antigénicas e induzem a
producao de anticorpos em animais que sofrem infecgao natural ou vacinagdo com
corpusculos iniciais de A. marginale (TEBELE, 1991a). As proteinas designadas de
MSP1a, MSP1b, MSP4 e MSP5 estdo presentes em isolados de diferentes regides
geograficas (PATARROYO et. al., 1994; KNOWLES et. al., 1996; KANO et. al.,
2002), tornando-as importantes na pesquisa como fonte de imundgenos para o
diagnostico (KNOWLES et. al., 1996) e a imunoprofilaxia da infecgdo (PALMER et.
al., 1989). O sequenciamento gendmico do A. marginale identificou 21 proteinas
antigénicas da membrana externa, das quais, 14 sao proteinas de secreg¢ao do tipo
IV (LOPEZ, 2005). Recentemente foi demonstrado que dentre essas proteinas Virb9
e Virb10 sdo componentes de protegéo contra A. marginale (LOPEZ et al., 2007).

A MSP1 & um complexo protéico formado pelas proteinas MSP1a e MSP1b,
envolvidas na adesao de A. marginale em eritrocitos bovinos e células de
carrapatos, sendo que a MSP1b tem importancia na adesao de eritrécitos bovinos
(PALMER, et al., 1987; McGAREY, et al., 1994ab). As duas proteinas inoculadas no
animal separadamente induzem a formacdo de menor quantidade de anticorpos do
que as proteinas associadas (MACMILLAN et al., 2008).

A MSP1a é codificada por uma copia simples do gene (msp1a) e apresenta
variagdo na massa molecular de 70 a 105 kDa devido ao numero de repetigdes in
tandem de 28 a 29 aminoacidos entre as diferentes cepas de A. marginale (ALLRED
et. al., 1990; de la FUENTE et al., 2001, 2005b). O polimorfismo genético da MSP1a
entre os isolados de A. marginale € verificada no numero de cépias da sequencia
génica codificadora para a proteina, demonstrando ser um marcador genético
estavel entre as cepas norte americanas com o numero de repeticdes variando de
dois a oito (de la FUENTE et al.,, 2001; BOWIE et al.,, 2002) e entre as cepas
brasileiras de A. marginale foram identificadas com trés, cinco e seis repeticdes de
aminoacidos (VIDOTTO et al., 2006). Esta proteina esta ligada covalentemente com
a MSP1b, codificada por dois genes (msp141 e msp1532), formando o complexo
MSP1 (PALMER et al., 1986; BARBET et al., 1987, 1991; VIDOTTO et al., 1994;
CAMACHO-NUEZ et al., 2000).

A imunizacdo de animais com o complexo MSP1 nativo conferiu uma

protecdo significativa contra desafios com isolados homologos e heterdlogos de A.
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marginale (PALMER et al., 1986; 1989; CAMACHO-NUEZ et al., 2000;), indicando
que o epitopo T, que estdo localizadas na regido C terminal da MSP1a, a qual
estimula altos niveis de interferon (INF-y), promovendo uma intensa proliferacéo de
células mononucleares de sangue periférico e de células T-CD4+. A resposta
humoral foi observada contra as MSP1a e MSP1b (BROWN et al., 2002).

As MSP2 e MSP3 sao codificadas por familia multigenes e contém uma
ampla regiao hipervariavel entre os isolados de A. marginale (ALLEMAN et al., 1997;
FRENCH et al., 1998; KANO et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003; ABBOTT et al.,
2004). A variagao antigénica da MSP2 pode ocorrer no mesmo ciclo de parasitemia
da infecgdo aguda (EID, et al., 1996) e foram detectados trés variantes antigénicos
da MSP2 numa infeccdo persistente. A atividade dessas proteinas esta ligado ao
mecanismo de evasdo da resposta imune e, persisténcia do microrganismo no
hospedeiro (FRENCH et al., 1998; PALMER et al., 2000).

A proteina MSP4 ¢ codificada por uma unica copia génica altamente
conservada em isolados de diferentes regides geograficas, sdo marcadores estaveis
para caracterizagdo génica de cepas de A. marginale (de La FUENTE et al., 2003,
2004). A MSP4 apresentou-se conservada nos isolados brasileiros, apresentado
imunidade protetora similar a MSP2, sugerindo que essas proteinas apresentam
sequéncias com identidade altamente significativas responsaveis pela resposta
imune protetora, antigenicamente polimérficas (KAWASAKI et al., 2007a). A fragao
de membrana apresenta epitopos antigénicos, pois estimulou a resposta imune de
bovinos e os protegeu frente a desafio virulento. (OBERLE, 1993; PALMER et al.,
1994; KANO et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003; VIDOTTO et al., 2006; KAWASAKI
et al., 2007a).

A conservacdo da MSP5 em todas as espécies de Anaplasma (A. marginale,
A. centrale e A. ovis) aliada a sua presenga em glandulas salivares de carrapatos
infectados com A. marginale, sugere a importancia dessa proteina no ciclo de vida
do parasita (VISSER et al., 1992; KNOWLES et al., 1996). Estudos epidemioldgicos
e imunoldgicos utilizando diferentes MSPs revelaram que a proteina MSP5 em
particular apresenta caracteristicas antigénicas que possibilitam seu emprego como
antigeno nos ensaios de diagnostico de anaplasmose bovina conferindo
sensibilidade e especificidade aos testes (KNOWLES et al., 1996; VIDOTTO et al.,
1998b).
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1.3 Adjuvantes

O primeiro relato do uso de adjuvantes foi realizado em 1926 com um
composto de aluminio para difteria (GLENNY, 1926), ainda hoje se utiliza o aluminio
como adjuvante em vacinas humanas (VOGEL et al.,, 1995). O objetivo de uma
vacina & gerar uma resposta forte e duradoura contra infec¢des, ao contrario de
vacinas vivas atenuadas e inativadas, a vacina de subunidade geralmente necessita
da adicdo de um adjuvante para ser eficiente na produgcdo de uma resposta imune
contra um patogeno (PETROVSKY, 2004). Os adjuvantes podem ser usados para
diversos fins como potencializar a imunogenicidade de um antigeno recombinante,
reduzir a quantidade de antigeno ou o numero de imunizagées necessarias para
protecdo imunoldgica, para melhorar a eficacia em recém-nascidos, idosos e
imunocomprometidos ou melhorar a adsorgéo de antigenos pela mucosa (RAMON
et al, 1926).

Um adjuvante ideal tem que ser estavel e de longa duragéo, biodegradavel,
baixo custo de produg¢do, ndo causar resposta imunoldégica quando administrada
sem antigeno e aumentar a resposta humoral e celular (EDELMAN, 1980). Em
contrapartida o uso de adjuvantes pode acarretar reagbes locais como dor,
inflamacdo, necrose local, linfoadenopatia e abscessos e/ou reacdes sistémicas

incluindo nausea, febre, eosindfilia, alergia e anafilaxia ( ALLISON, 1991).

1.3.1 ISCOMATRIX

Os complexos imunoestimulantes (ISCOMs) tém sido muito utilizados na
elaboracao de vacinas de subunidades. A incorporacdo das MSPs recombinantes
em ISCOM pode reconstituir a disposigcao natural dessas proteinas, que podera
induzir uma imunidade protetora contra A. marginale. ISCOMs sao complexos
coloidais estaveis constituidos pelo adjuvante Quil A mais colesterol e fosfolipidos
(MOREIN et al., 1984; COPLAND et al.,, 2000; ANDERSSON et al., 2000), sao
particulas coloidais simétricas estabilizadas por interagdes hidrofobicas durante a
juncdo de subunidades formando vesiculas de 40-100 nm (LOVGREN; MOREIN,
1988; KERSTEN et al., 1991). Este estimulante tem sido utilizado na incorporagao

de proteinas nativas e recombinantes de bactérias, virus e protozoarios e tem
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demonstrado aumento dos titulos de anticorpos para proteinas de membrana
(MOREIN et al., 1984; KERSTEN et al., 1998).

O ISCOMATRIX é semelhante ao ISCOM, exceto pela falta de antigeno na
mesma estrutura (LOVGREN; MOREIN, 1988). A combinacdo do antigeno com
ISCOMATRIX adjuvante é denominado vacina ISCOMATRIX. Muitos estudos tém
demonstrado a habilidade do ISCOM e vacina ISCOMATRIX em induzirem alta
producado de anticorpos antigeno-especifico e resposta imune celular para varios
antigenos, em varias espécies animais (TAKAHASHI et al., 1990; MOWAT et al.,
1991; BARR; MITCHELL, 1996; SJOLANDER et al., 1998; KAWASAKI et al., 2007b),
incluindo primatas ndo-humanos e humanos (ENNIS et al., 1999; POLAKOS et al.,
2001; RIMMELZWAAN et al., 2001).

Quil A aumenta a imunogenicidade devido a lenta liberagdo do antigeno e
localizacdo dentro do bagco com aumento especifico de ambas as respostas dos
linfécitos B e T para antigenos e mitogenos. ISCOM e vacina ISCOMATRIX induzem
forte resposta de linfécito T helper 1 (Th1) e helper 2 (Th2), um bom alvo,
apresentacdo e uma excelente reposta de linfécito T citotoxico (CLT) (HOGLUND et
al., 1989; CLASSEN; OSTERHAUS, 1992; MOREIN et al., 1995; BENGTSSON,;
SJOLANDER 1996).

1.4 Vacinas para A. marginale

As medidas empregadas no controle da anaplasmose bovina incluem:
reducao ou eliminacio dos transmissores utilizando-se tratamentos dos animais com
produtos acaricidas, rotagao de pastagem, quimioprofilaxia, premuni¢do com sangue
contaminado de bovinos portadores, vacinagao com vacinas vivas atenuadas ou
cepa heteréloga ndo patogénica (Anaplasma centrale) ou com vacinas mortas
(PALMER, 1989; VIDOTTO et al, 1998ab; KOCAN et al., 2000, 2003).
Recentemente, uma cepa de A. marginale menos virulenta e que aparentemente
nao é transmissivel por R. microplus foi descoberta na Australia por Bock et al.
(2003). A cepa denominada “Dawn” vem sendo avaliada como imundgeno naquele
pais.

As vacinas existentes comercialmente, compostas por cepas vivas atenuadas
ou pela cepa heterdéloga de A. centrale, apresentam limitagdes pela necessidade de

criopreservacgao, pela eficacia, pois apresentam incapacidade de proteger contra
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isolado heterdlogo de A. marginale e pela possibilidade de indugéo de isoanticorpos
de eritrocitos que sao transferidos pelo colostro e causam isoeritrélise dos recém
nascidos (KUTTLER et al., 1984).

As vacinas derivadas de sangue infectado apresentam desvantagens, sendo
dificil a padronizagéo, e conferem risco de transmissdo de outros patdgenos, tais
como o virus da diarréia bovina e da leucose bovina, Babesia spp, Trypanossoma
spp, Brucella spp, Mycobacterium spp e cepas heterdlogas de A. marginale
(ROGERS et al., 1988).

Os corpusculos iniciais de A. marginale semipurificados produzem imunidade
eficaz contra a doenga clinica (MONTENEGRO et. al., 1991). Segundo Tebele et al.
(1991b) bovinos imunizados com fracdo de membrana externa de A. marginale
apresentaram uma significativa reducédo da anemia e parasitemia, demonstrando

protecao total aos desafios homdlogos e heterdlogos.

1.5 Conclusoes

Desde a sua descrigao no comego do século passado (THEILER, 1910) o A.
marginale foi objeto de inumeros estudos devido a sua ampla distribuicdo geografica
e prejuizos causados a bovinocultura mundial. Apesar dos avangos nos aspectos
bioldgicos, imunoldgicos, epidemiolégicos e genético-moleculares sobre esse
patdogeno, as medidas contra a anaplasmose ainda sao paliativas, incluindo o
controle dos vetores, o0 manejo dos animais e o uso de cepas virulentas (prémunigéo
classica) ou de cepas heterélogas (A. centrale) para a imunizagdo de bovinos
susceptiveis a infeccdo. Contudo, as pesquisas mais recentes tém se concentrado
no conhecimento dos mecanismos de invaséo celular e nas chamadas vacinas de
segunda geragao (proteinas recombinantes) ou de terceira geragédo (plasmidios
recombinantes), abrindo novas e promissoras perspectivas para o controle dessa

importante doenca dos bovinos.
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral:

e Avaliar a resposta imune humoral em bovinos imunizados com proteinas

recombinantes do Anaplasma marginale

Objetivos Especificos:

e Clonar o fragmento R-F3 do gene MSP1a no vetor de expressao pET102/D-
TOPO

e Expressar e purificar a MSP1a R-F3
e Produzir as proteinas recombinantes MSP1b, MSP4 e MSP5

e Avaliar a resposta imune humoral da vacina ISCOMATRIX+rMSPs em

bovinos
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3 ARTIGO PARA PUBLICAGAO

“Avaliacao de uma vacina com proteinas recombinantes
de Anaplasma marginale agregadas ao adjuvante
ISCOMATRIX”
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Resumo

Anaplasma marginale é o agente etiolégico da anaplasmose bovina que se encontra
distribuida mundialmente afetando principalmente regides tropicais e subtropicais. A
doenca € caracterizada por febre, anemia hemolitica, aborto, perda de peso e morte.
A. marginale possui seis proteinas principais de superficie (MSPs) caracterizadas e
denominadas MSP1a (105kDa), MSP1b (100Kda), MSP2 (36kDa), MSP3 (86kDa),
MSP4 (31kDa) e MSP5 (19kDa). Estas proteinas estdo envolvidas em importantes
eventos entre as células do hospedeiro e o parasita, como resposta celular e
humoral, transporte de nutrientes, adesdo e invasdo dos eritrocitos e variagao
antigénica. O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta humoral de bovinos
imunizados com as proteinas recombinantes MSP1a fracdo R-F3, MSP1b, MSP4 e
MSP5 de A. marginale agregadas ao ISCOMATRIX. A avaliagdo da resposta imune
foi realizada pelo ELISA Indireto e a resposta especifica contra tais proteinas pelo
Western Blotting. Os animais imunizados com a vacina ISCOMATRIX+rMSPs
produziram IgG total, IgG1 e IgG2 e responderam especificamente para cada
proteina no Western Blotting. Os animais do grupo controle e controle do
ISCOMATRIX, ndo produziram IgG total e ndo responderam especificamente no
Western Blotting. Ndo houve alteragées nos parémetros clinicos em nenhum dos
animais que receberam a vacina ou naqueles dos grupos controles. A infecgéo pelo
A. marginale ap6s o desafio foi confirmada pela PCR em todos os animais do
experimento, mas parasitemias variando de 0,001% a 0,15% foram detectadas
apenas nos animais dos grupos testemunhas. Conclui-se que a vacina
ISCOMATRIX+rMSPs contra A. marginale estimulou a resposta imune especifica
dos bezerros vacinados, porém nao foi possivel afirmar se houve prote¢cao, uma vez
que nao ocorreram diferengas nos parametros clinicos e parasitolégicos entre os

grupos de bezerros vacinados e controles.

Palavras chave: Anaplasma marginale, bovinos, proteinas recombinantes, resposta
imune humoral, ISCOMATRIX.
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Abstract

Anaplasma marginale is the agent of bovine anaplasmosis with worldwide
distribution, affecting mainly tropical and subtropical regions. The disease is
characterized by fever, hemolytic anemia, aborts, weight loss and death. A.
marginale present six major surface proteins (MSPs) well characterized, known
MSP1a (105kDa), MSP1b (100Kda), MSP2 (36kDa), MSP3 (86kDa), MSP4 (31kDa)
e MSP5 (19kDa). These proteins are involved in important events between host and
parasite cells, as humoral and cellular immune response, nutrient transport,
adhesion, erythrocyte invasion and antigenic variation. The aim of this work was to
humoral immune response from bovines immunized with recombinant proteins:
fragment R-F3 from MSP1a, MSP1b, MSP4 and MSP5 of A. marginale aggregated to
ISCOMATRIX. Immune response evaluation was performed by indirect ELISA and
Western Blotting. Animals immunized with ISCOMATRIX+rMSPs vaccine produced
total IgG, IgG1 and IgG2 as demonstrated by indirect ELISA and presented specific
response for each protein in Western Blotting. Animals from control group and
ISCOMATRIX control did not produce total IgG and did not present specific response
in Western Blotting. There were no alterations in the clinical parameters of
vaccinated animals neither in animals of control groups. A. marginale infection was
confirmed, by PCR, in all of experimental animals, after challenged with virulent
strain, but parasitemias varying from 0.001% to 0.15% were detected only in animals
of the controls group. Based on the results obtained in this work we can conclude
that ISCOMATRIX+rMSPs vaccine against A. marginale stimulated the immune
response in vaccinated calves. Otherwise, it is not possible to affirm if there was
protection or not, because there were no differences in the clinical and parasitological

parameters between vaccinated and no vaccinated calves.

Keywords: Anaplasma marginale, bovines, recombinant proteins, humoral immune
response, ISCOMATRIX.
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3.1 INTRODUCAO

Anaplasma marginale (THEILER, 1910) pertencente a ordem Rickettsiales,
familia Anaplasmataceae (DUMLER et al., 2001) é transmitido por carrapatos que
infestam animais. E o principal agente etiolégico da anaplasmose bovina que atinge
rebanhos em todo mundo, principalmente em regides tropicais e subtropicais
(KREIER,1981; RISTIC, 1981) causando uma doenga economicamente importante
na producdo bovina (RICHEY; PALMER, 1990), caracterizada clinicamente por
febre, anemia hemolitica, perda de peso, aborto e morte (ALDERINK; DIETRICH
1981).

Apesar da varios estudos com o intuito de entender a imunologia e obter
imunégenos para obtengdo de uma vacina contra A. marginale, ainda nao foi
encontrada uma vacina que possa controlar de maneira eficaz a anaplasmose
bovina. Antigenos imunoprotetores foram identificados na membrana externa da
cepa Florida de A. marginale (TEBELE et al., 1991; VIDOTTO et al., 1994). Seis
proteinas denominadas MSPs (proteinas de superficie principais) foram bem
caracterizadas MSP1a (105kDa), MSP1b (100Kda), MSP2 (36kDa), MSP3 (86kDa),
MSP4 (31kDa) e MSP5 (19kDa) (McGUIRE, 1984; TEBELE et al., 1991; VISSER et
al., 1992; OBERLE et al., 1993; ALLEMAN et al., 1997).

MSP1 é apresenta-se como um complexo protéico constituido pela MSP1a e
MSP1b que estdo envolvidas nos mecanismos de transporte de nutrientes, adeséo e
invasao dos eritrécitos (McGAREY et al.,1994). A MSP1a varia em tamanho pelo
numero de repeticdes in tandem de 28-29 aminoacidos (PALMER; McELWAIN,
1995; ALLEMAN et al., 1997). O numero de repeticbes varia de dois a oito (de la
FUENTE et al. 2001; BOWIE et al., 2002) e os isolados de A. marginale do Parana
PR1, PR2, PR3 apresentaram trés, cinco e seis repeticdes de aminoacidos
(VIDOTTO et al., 2006). Essa regiao variavel, contendo as repeticdes da MSP1a, é a
regidao R e as regides F1, F2 e F3, proximas a R, sao regides da MSP1a usadas
para mapear os epitopos de células T, os quais estédo localizados nas regides F2 e
F3 (BROWN et al., 2002; MACMILLAN et al., 2008).

A MSP4 e MSP5 estao presentes e sdo conservadas em todos os isolados
brasileiros de Anaplasma marginale analisados (McGUIRE et al., 1984; OBERLE et
al., 1993; KANO et al, 2002; OLIVEIRA et al., 2003). A proteina rMSP4 expressa
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pela bactéria recombinante BL21/pET102 e a MSP4 nativa foram reconhecidas pelo
anticorpo anti-MSP4, mostrando que a rMSP4 apresenta epitopos conservados e
sua antigenicidade preservada (KAWASAKI et. al., 2007a).

Adjuvantes Imunoestimulantes (ISCOMs) tem sido utilizado na elaboragéo de
vacinas de subunidades. ISCOMs sao complexos coloidais estaveis de adjuvante
Quil A, colesterol e fosfolipidos (MOREIN et al., 1984; COPLAND et al., 2000;
ANDERSSON, et al., 2000). O ISCOMATRIX é semelhante ao ISCOM, exceto pela
falta de antigeno na mesma estrutura (LOVGREN; MOREIN, 1998) e a combinacéo
do antigeno com ISCOMATRIX adjuvante é denominado vacina ISCOMATRIX.

ISCOM e vacina ISCOMATRIX tém demonstrado habilidade em induzirem
alta producéao de anticorpos antigeno-especifico e resposta imune celular para varios
antigenos, em varias espécies animais (TAKAHASHI et al., 1990; MOWAT et al.,
1991; BARR; MITCHELL, 1996; SJOLANDER et al., 1998; KAWASAKI et al., 2007b).
Induzem forte resposta de linfécito T helper 1 (Th1) e helper 2 (Th2), um bom alvo,
apresentacdo e uma excelente reposta de linfécito T citotoxico (CLT) (HOGLUND et
al., 1989; CLASSEN; OSTERHAUS, 1992; MOREIN et al., 1995; BENGTSSON;
SJOLANDER, 1996).

As proteinas recombinantes MSP1a, MSP1b, MSP4 e MSP5, obtidas da cepa
de A. marginale PR1, foram agregadas ao adjuvante ISCOM e ISCOMATRIX e a
resposta imune humoral foi avaliada em camundongos Balb/c (KAWASAKI et. al.,
2007b). A vacina ISCOMATRIX pode reconstituir a disposi¢ao natural das proteinas
recombinantes, induzindo uma resposta humoral (KAWASAKI et al., 2007b).

Este trabalho teve como objetivos desenvolver uma vacina com proteinas
recombinantes de Anaplasma marginale agregadas a ISCOMATRIX e avaliar a

resposta imune humoral em bovinos.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Extragdo de DNA de Anaplasma marginale

A cepa do A. marginale foi obtida a partir de sangue parasitado de bezerros
experimentalmente infectados com a cepa PR-1 de Londrina (KANO et al., 2002). A
extracdo do DNA foi realizada utilizando o kit comercial (Purigene DNA Extract
Kit™), de acordo com as recomendagdes do fabricante.
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3.2.2 Reagdo em cadeia da polimerase

A técnica da reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) foi utilizada para fazer
0 monitoramento dos bovinos durante o experimento, desde o momento da selegao
dos animais negativos para A. marginale até a verificagdo da positividade apds o
desafio, foram utilizados os primers (F: 5 TGTGCTTATGGCAGACATTTCC 3’ e R:
5 AAACCTTGTAGCCCCAACTTATCC 3’), do gene MSP1a que amplificou um
fragmento de 964 kD (LEW et al., 2002).

A reacédo de amplificacdo do gene pela técnica da PCR foi realizada com a
enzima taq DNA polimerase® (Invitrogen™ Life Technologies) uma unidade, 20
pmoles de cada primer, 100 mM dioxinucleotideo trifosfato, 1,5 mM MgCl2, tampao
da PCR 1X (40 mM Tris- HCI pH 8,0, 100 mM KCI) e agua. As condi¢cdes de
amplificagdo: desnaturacgdo inicial de 94°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos
94°C/1minuto, 55°C/1minuto e 72°C/1minuto, extensao final 72°C por 7 minutos em
termociclador (Eppendorf Mastercycler personal™ Alemanha). O DNA amplificado
foi visualizado em gel de agarose 1-2% contendo brometo de etideo e tampao TEB
1X pH 8,4 (89 mM Tris, 89 mM acido bérico, 6 mM EDTA) e visualizado sob luz UV.

3.2.3 Clonagem e expresséo do fragmento R-F3 do gene MSP1a

A subclonagem do gene mspia (regido R-F3) foi realizada do plasmidio
recombinante pcDNA3.1/R-F3 (dados inéditos) para o vetor de expressao em E. coli
pET102, utilizando as enzimas de restricdo Xba e Hindlll. O fragmento de 1,6 Kb
retirado do gel e purificado foi ligado ao vetor de expressdao pET102, segundo
Sambrook; Maniatis (1990). A mistura de ligagao foi utilizada na transformacéo da
Escherichia coli TOP10 competente. Colbnias isoladas da placa LB contendo
ampicilina e incubada a 37°C foram selecionadas e crescidas em meio LB para
extragao do plasmidio. Apds extragao com kit comercial (Qiaprep Spin Miniprep Kit
Qiagen™), os plasmidios clonados com o Fragmento R-F3 foram submetidos a PCR
com os primers (F: 5 TTCCTCGACGCTAACCTG 3 e R: 5
AAGCTGTGTAGTAGTGTCCG 3’) para verificar a presenga do gene inserido no
vetor e analisado em gel de agarose 1%. Apds a confirmagéao da presenga do gene
R-F3, o plasmidio recombinante foi utilizado na transformagéo da E. coli BL21 Star

(DE3) One Shot, para expressao da proteina recombinante.
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As células cresceram em meio de cultura LB caldo contendo 100 pg/ml de
ampicilina a 37°C até a obtencdo da densidade optica (D.O.)s00 0,7 medido em
espectrofotometro (PG instruments™ UV/VIS Spectrometer T80, China). Para a
inducado da proteina recombinante é necessario a adicao de 1 mM de Isopropil-thio-
D-Galactoside (IPTG) o tempo de indugcdo da expressdo das proteinas foi de
aproximadamente quatro horas. A cultura foi centrifugada a 9200 rpm por 15 minutos
(JOUAN™ MR23i, Franga) para obtencdo de um precipitado de células, uma
aliquota da cultura analisada a expressdao em gel SDS-Poliacrilamida (LAEMMLLI,
1970) em cuba para eletroforese (BioRad ™Mini-Protean Tetra cell, Estados Unidos
da América) e outra aliquota, as bactérias foram ressuspendidas com uma solugéo
adequada para proteina soluvel. As proteinas foram expressas fusionadas a cauda
de poli-histidina (6xHis tag), para facilitar sua purificagdo em coluna contendo niquel

ligado a resina (Qiagen Ni-NTA™).

3.2.4 Producéo e purificacéo de proteinas rMSP1a, rMSP1b, rMSP4 e rMSP5

Para produgdo das proteinas recombinantes rMSP1a, rMSP1b, rMSP4 e
rMSP5 bactérias E.Coli BL21 Star (DE3) One Shot previamente transformadas em
vetores de expressao (KAWASAKI et al., 2007; MARANA et al., 2009, TAMEKUMI et
al., 2009), foram crescidas em meio de cultura LB conforme descrito no item 3.2.3.
Para a purificagdo das proteinas soluveis MSP1a R-F3 e MSP1b, o precipitado de
células foi ressuspendido em tampéao de lise (50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl e 10
mM imidazole, (pH 8), adicionado lisozima, na-pTosyl L-lysine chlorometryl Ketone
(TCLK) e Phenylmethylnilfonyl fluoride (PMSF). Homogeneizado por 1 hora no gelo,
seguidas por ciclos de sonicagdo, congelamento e descongelamento. Esta
suspensao foi centrifugada a 9200 rpm por 20 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi
utilizado na purificagdo protéica em coluna de resina ligada ao niquel (Qiagen™),
fazendo 3 lavagens com tampéao de lavagem (50 mM NaH2POs4; 300 mM NacCl e 20
mM imidazole, pH 8) e 3 eluigdes com tampéo de eluicdo (50mM NaH2PO4; 300mM
NaCl e 500mM imidazole, pH 8). A purificagdo foi analisada em gel SDS-PAGE e a
concentragdo da proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976), em
espectrofotometro.

Para a purificagdo das proteinas insoluveis MSP4 e MSP5 o precipitado de

células foi ressuspendido em tampé&o de lise A (100 mM NaH2PO4; 10 mM Tris e 6M
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GuHCI pH 8), homogeneizado por 1 hora a temperatura ambiente e adicionado
TLCK e PMSF. Em seguida, sonicado com 6 ciclos de 15 segundos e intervalo de 30
segundos, depois centrifugado por 20 minutos a 9200 rpm 4°C e o sobrenadante
utilizado na purificagao protéica em coluna de resina ligada ao niquel (Qiagen™). A
coluna foi previamente preparada com lavagens com agua destilada e equilibrada
com tampao B (100 mM NaH2PO4; 10 mM Tris e 8 M GuHCI, pH8). O lisado foi
colocado na coluna e homogeneizado por 1 hora em temperatura ambiente, seguido
de 4 lavagens com tampao C (100 mM NaH2POs4; 10 mM Tris e 8 M GuHCI, pH 6,4)
e duas lavagens com tampao D (100 mM NaH2POs4; 10 mM Tris e 8 M GuHCI, pH
5,9). Posteriormente, 1 eluicdo com tampao E (100 mM NaH2PO4; 10 mM Trise 8 M
GuHCl, pH 4,5) e mais 3 eluigdes com tampé&o E (100 mM NaH2PO4; 10 mM Tris e 8
M GuHCI, pH4). O produto dessa purificagdo foi analisado em gel SDS-PAGE e a
concentragado da proteina foram determinadas pelo método de Bradford (1976), em
espectrofotbmetro.

3.2.5 Preparo do ISCOMATRIX e Vacina ISCOMATRIX+rMSPs

Para o preparo do ISCOMATRIX foram adicionados 500 mg de
Fosfatidilcoline e 250 mg de colesterol, dissolvido em 2,5 mL de cloroférmio, mantido
em estufa a 45°C até evaporar. O filme formado foi hidratado com 15 mL tampéao tris
(140 mM, pH 7,4) contendo 500mg de Quil-A. Homogeneizado por 15 horas em
temperatura ambiente e liofilizado por 5 horas a -82°C. Finalmente o adjuvante foi
hidratado em 30 mL de agua por 2 horas, sob agitacdo (Kawasaki et al., 2007b).

O ISCOMATRIX adjuvante foi corado negativamente com acido
fosfotungsténio e examinado em microscopio eletrbnico para confirmar a formagéao
das vesiculas caracteristicas.

A vacina ISCOMATRIX+rMSPs foi preparada adicionando-se 200 ug de cada
uma das proteina recombinante rMSP1a R-F3, rMSP1b, rMSP4 e rMSPS5 ao
ISCOMATRIX na propor¢cao 1:1. A dose de vacina para cada animal continha 800
Mg de rMSPs + 1,5 mL de ISCOMATRIX 5x concentrado, totalizando um volume de
8mL.
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3.2.6 Imunizagao de bovinos com vacina ISCOMTRIX+rMSPs

Os animais utilizados neste experimento eram oriundos do municipio de
Castro, regiao Sul do Parana e foram adquiridos de propriedades que mantem seus
rebanhos livres de carrapatos. Todos os bezerros escolhidos eram livres da infeccéo
pelo A. marginale, confirmado pela PCR e ELISA. Foram utilizados 10 bezerros
machos, com idade entre 6 e 8 meses, da raca holandesa, distribuidos
aleatoriamente entre os seguintes grupos: Gl: 4 animais receberam vacina
ISCOMATRIX+rMSPs: Gll: 2 animais para o controle do adjuvante ISCOMATRIX e
Glll: 4 animais para o controle negativo.

Cada animal do Gl recebeu, via intramuscular (IM), trés doses de 8,0 mL da
vacina ISCOMATRIX+MSPs, com intervalo de 21 dias. Nas mesmas condicdes, os
animais do Gll e Glll foram inoculados com o adjuvante ISCOMATRIX e PBS,
respectivamente. Todos os animais dos trés grupos foram desafiados 30 dias apos a
tltima dose da vacina, por via IM, com 2 mL contendo 107 eritrécitos infectados da
cepa PR-1 A. marginale, isolada de um bezerro com anaplasmose clinica (Kano et
al., 2002) e multiplicada em bezerros esplenectomizados um més antes da

inoculacao.

3.2.7 Monitoramento dos animais

Os animais foram mantidos em currais separadas com alimentacao a base de
silagem e concentrado duas vezes ao dia e agua a vontade. Os bezerros foram
acompanhados diariamente através da afericdo da temperatura retal e observagao
de possiveis manifestacdes clinicas decorrente do desafio com cepa virulenta de A.
marginale. Amostras de sangue foram coletadas através de puncgéo da veia jugular
em tubos contendo EDTA, nos dias -7, 0, 21, 42, 73 apds a imunizacao dos bezerros
e, a cada dois dias, a partir 10° dia até o final do experimento. Hematdcritos e
esfregagos sanguineos corados pelo panético foram realizados em dias alternados
para o acompanhamento do volume globular e da parasitemia. Apds o desafio foram
realizadas PCR para verificagdo da infecgdo pelo A. marginale em todos os

bezerros.
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3.2.8 ELISA Indireto para IgG total, IgG1 e IgG2

Para avaliar a resposta humoral dos bezerros foi utilizado um ELISA Indireto
de acordo com Andrade et al., (2004). Placas de ELISA (NUNC™) foram adsorvidas
com 1ug/100pL em cada cavidade de corpusculos iniciais de A. marginale
(PALMER; McGUIRE, 1984) em tamp&o de adsorgéo (carbonato/bicarbonato 0,1 M,
pH 9,6), incubadas overnight a 4°C e bloqueadas com tampéao de bloqueio 200uL
(Tampéao de adsorgéo 0,1 M + 8% de leite em p6 desnatado), apds incubacgéo por 1
hora em temperatura ambiente, as placas foram lavadas 5 vezes com 200 uL de
tampéo de lavagem (PBS-Tween 20 0,01 M, pH7,4) utilizando-se uma lavadora de
placa de ELISA (BioRad™ImmunoWash 8C, Franca).

Amostras de soros dos grupos foram diluidas 1:400 em PBS-tween 20 (pH
7,4) com 5% de soro de coelho, aplicados 100uL por cavidade e incubadas a 37 °C
por 90 minutos. Apds 5 lavagens com tampdo de lavagem, as placas foram
incubadas com conjugado contendo peroxidase anti-bovino IgG (Sigma™) diluidos
em PBS-Tween 20 1:20.000 e incubadas por 90 minutos a 37°C em camara umida e
lavadas novamente com tampéao de lavagem. A reagéo foi revelada com substrato
cromégeno OPD 0,4 mg/MI (o-fenilenediamina di-hidrocloridrico, Sigma™) diluido
em tampao do substrato (0,1 M &cido citrico, 0,6 M Na2HPOs4) e H202 0,04%. A
reacao foi bloqueada com 50ul de 1N HCI. A leitura foi feita em leitor de ELISA com
filtro de 490nm (BioRad ™imark Microplate Reader, Japao)

Para a determinagdo de 1gG1 e IgG2 os soros foram testados por ELISA
indireto conforme Andrade et al. (2004) com pequenas modificagbes. As placas
adsorvidas com o antigeno foram mantidas em temperatura de 4°C por uma noite e
apo6s lavagem foram bloqueadas com tampao de bloqueio (tampao de adsorgédo com
8% de soro equino) por 1 hora a 37°C. Em seguida, as amostras de soro foram
diluidas 1:200 em PBS-tween 20 (pH 7,4) com 5% de soro equino e novamente
incubadas a 37°C em camara umida por 1 hora. Apds as lavagens as placas foram
incubadas por 1 hora a 37°C em camara umida com conjugado contendo peroxidase
anti-bovine 1gG1 e 1gG2 (BETHYL™), com PBS-Tween 20, diluidos 1:10.000 e
1:15.000, respectivamente. A revelacdo, bloqueio e leitura das reagdes seguiu 0s

mesmos procedimentos descritos anteriormente para a detecgao de IgG total.
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3.2.9 Western-blotting

Proteinas recombinantes rMSP1a R-F3, rMSP1b, rMSP4 e rMSP5 purificadas
foram solubilizadas em tamp&o de amostra (0, 025 M Tris-HCI, 2% SDS, 15% de
glicerol, 2,5% 2-mercaptoetanol, pH 6,8), e submetidos a eletroforese em gel SDS-
Poliacrilamida 12% a 100 Volts e 50 mA, em tampao Tris-Glicina (pH 8,8). As
proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-ECL ™)
durante 12 horas a 30 Volts e 15 mA a 4°C, para realizagao da técnica de Western-
blotting previamente descrito por Towbin et al., 1984. Apos a transferéncia, a
membrana de nitrocelulose foi bloqueada sob agitacdo com PBS-Tween 20 (7 mM
Na2HPO4; 3 mM KH2PO4; 140 mM NaCl; 0,1% Tween 20 e 5% de leite em pd) por
uma hora a temperatura ambiente, lavada trés vezes por 10 minutos com PBS-T
(PBS + 0,1% Tween 20). Em seguida, a membrana foi incubada sob agitacdo com o
um “pool” do soro do Gl, na diluigdo 1:500 em PBS-T +5% de leite em pd. Apds 5
lavagens de 10 minutos com PBS-T, a membrana foi incubada sob agitagcao
novamente por uma hora a temperatura ambiente com proteina G ligada a
peroxidase na diluicdo 1:1000 em PBS-T+5% de leite em pd. A membrana foi lavada
cinco vezes por 10 minutos e revelada com DAB 5 mg/15mL PBS e 150 uL Peréxido
de hidrogénio 30% H202. Um marcador de peso molecular para proteinas foi

utilizado como padrao (BenchMark ™ |nvitrogen).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Clonagem e expressao do gene msp1a R-F3

A inser¢do do fragmento R-F3 do gene msp1a foi confirmado através da
clivagem com as enzimas de restrigdo Xba e Hindlll, liberando o fragmento de 1,6Kb
do gene MSP1a R-F3 e 6,3Kb do vetor pET102.

A E. coli BL21/pET102+msp1a induzida com IPTG produziu uma proteina de
massa molecular de aproximadamente 74kDa e outra banda menor de 28kDa
(Figura 1). A rMSP1a induzida foi recuperada do sobrenadante no teste de

solubilidade que a caracterizou como proteina soluvel.
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3.3.2 Caracterizagao do ISCOMATRIX

O adjuvante ISCOMATRIX foi corado negativamente com &acido
fosfotungistico 0,02% na diluicdo 1:5 e 1:10 e analisado em microscépio eletrdnico
por transmissdo, observou-se a formacdo de vesiculas de 40 nm tipicas do

adjuvante.

3.3.3 Resposta humoral induzida pela vacina ISCOMATRIX+rMSPs em bezerros

imunizados.

A cinética da resposta de anticorpos IgG total pode ser visto na Figura 3. Os
animais que receberam a vacina ISCOMATRIX+MSPs (Gl) apresentaram resposta
humoral de IgG total, pelo teste de ELISA, 42 dias apds a primeira dose da vacina.
Aos 73 dias (dia do desafio) houve uma pequena redu¢cado na média dos valores de
DOs, os quais aumentaram novamente 30 dias apds o desafio com a cepa virulenta
de A. marginale. Os animais do GIlI (Controle do vetor ISCOMATRIX) e do Glll
(Controle negativo) apresentaram DOs abaixo do ponto de corte em todas as
dosagens realizadas até o dia do desafio. Vinte dias apds o desafio a resposta de
anticorpos contra A. marginale apresentada por esses dois grupos foi semelhante a
do grupo vacinado.

Na figura 4 esta a cinética da resposta de anticorpos IgG 1 e a figura 5 a
cinética da resposta do IgG2. No Gl os subtipos 1IgG1 e IgG2, conforme constatado
pelo ELISA para IgG total, foram detectados apds 42 dias da primeira imunizagao.
Os animais do Gll e Glll mantiveram-se negativos até 20 dias apds o desafio.

A figura 6 mostra a reatividade dos soros dos bovinos do Gl que receberam a
vacina ISCOMATRIX+rMSPs pelo Western Blotting. Todos os animais reagiram
especificamente para cada proteina: MSP1a, MSP1b, MSP4 e MSP5, com bandas
de peso molecular 74kDa, 100kDa, 47kDa e 31kDa, respectivamente. Os soros pré
imunes e pos imunizagao do Gll (controle do Adjuvante) e Glll (PBS) ndo reagiram

com as proteinas recombinantes.
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3.3.4 Monitoramento dos animais apds o desafio

Os animais dos Gl, Gll e GIllIl ndo apresentaram alteragdes clinicas no
decorrer do experimento. A figura 7 mostra a variagao das médias das temperaturas
do volume globular do dia zero até o 47° dia do experimento. Os animais n&o
apresentaram alteracgdes significativas no volume globular e nas temperaturas, mas
foram todos positivos pela PCR apds o desafio. No esfregago sanguineo foram
encontrados corpusculos de inclusdo de A. marginale nos animais dos Gll e GllI,
com variacdo na parasitemia de 0,001% a 0,15%, valores esses que nao foram

suficientes para causar sinais clinicos evidentes de anaplasmose.

3.4 DISCUSSAO

As proteinas de membrana externas (OMPs) dos agentes patogénicos
bacterianos sao essenciais para o seu crescimento e sobrevivéncia e especialmente
para fixagcao e invasao nas células do hospedeiro. Desde que a membrana externa é
a interface entre a bactéria e a célula hospedeira, as OMPs sao direcionadas para o
desenvolvimento de vacinas contra muitas doencas bacterianas. Fragcbes de
membrana externa frequentemente protegem contra a doenga, e essa prote¢gao nao
pode ser totalmente reproduzida usando as OMPs individuais. As OMPs sao
geralmente proteinas grandes ricas em epitopos da célula T. No entanto, os
epitopos de células T em uma OMP individual ndo sao suficientes para induzir uma
resposta forte de células T ou ndo podem ser eficientemente apresentados para o
complexo MHC classe Il (MACMILLAN et al., 2008).

As proteinas MSP1a e MSP1b (genes msp1p1 e msp1£2) ocorrem
naturalmente sob a forma de complexos na membrana externa do A. marginale
(PALMER et al.,, 1986; BARBET et al., 1987, 1991; VIDOTTO et al., 1994;
CAMACHO-NUEZ et al.,, 2000). As OMPs do A. marginale também apresentam
outras associacdes através de interagdes covalentes, bem como n&o covalentes.
Por exemplo, MSP2 e MSP5 podem ocorrer como mondmeros ou vinculadas através
de ligacdes dissulfeto, enquanto MSP1, MSP2, MSP3 e MSP4 sao as vizinhas mais
proximas (VIDOTTO et al ,1994). Estudos anteriores demonstraram que imunizagao

com o complexo nativo MSP1a e 1b induzem forte resposta de imunoglobulina G
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(IgG) as duas proteinas, mas apenas MSP1a estimulou fortes respostas de células T
CD4. A ligagao da MSP1a, que é rica em epitopos da célula T na regidao R-F3, com a
MSP1b1 produziu um efeito imunoldgico significativo, com altos niveis de produgao
de anticorpos contra o MSP1b1, o que néo foi obtido com a administracdo de
MSP1b1 individual (MACMILLAN et al., 2008).

Neste trabalho, os bezerros do Gl imunizados com a vacina
ISCOMATRIX+rMSPs (rMSP1a, rMSP1b, rMSP4 e rMSP5) apresentaram boa
resposta de IgG total, IgG1 e IgG2. As proteinas rMSP1a, rMSP1b, rMSP4 e rMSP5
também foram reconhecidas especificamente no soro dos bezerros imunizados com
a vacina ISCOMATRIX-rMSPs pelo Western Blotting, sugerindo a eficacia da vacina
de subunidade em uma infeccdo inicial por A. marginale, onde os anticorpos
desempenham importante fungcéo. Esses resultados estdo de acordo com Macmillan
et al. (2008), indicando que as interagdes intermoleculares naturais entre OMPs
influenciam a resposta imunoldgica e podem conduzir a uma vacina mais eficaz.

Os resultados encontrados neste trabalho com bezerros s&do semelhantes
aos obtidos por Kawasaki et. al., (2007b) quando verificaram que camundongos
imunizados com uma vacina ISCOMATRIX/rMSPs semelhante a utilizada no
presente trabalho, produziram IgG total e reagiram com as rMSPs especificamente
pelo Western blotting, evidenciando a rMSP1a (60 a 105 kDa), rMSP1b (100 kDa),
rMSP4 (47 kDa) e rMSP5 (31 kDa).

A utilizacdo do adjuvante ISCOMATRIX na elaboracdo da vacina
recombinante para anaplasmose (ISCOMATRIX+rMSPs) contribuiu para a boa
resposta imune humoral em bezerros. Resultados semelhantes foram obtidos em
experimentos com ISCOMATRIX+rMSPs em camundongos (KAWASAKI et al.,
2007b) e com outros patdégenos, onde os animais tiveram alta producgéo de IgG total
e foram protegidos contra desafios (CROUCH et al., 2004; McARTHUR et al., 2004).

No corrente experimento cada bezerro foi desafiado com a dose de 10’
eritrocitos infectados com a cepa PR1 de A. marginale, recentemente multiplicada
em bezerros esplenectomizados que apresentaram altas parasitemias e sinais
clinicos evidentes de anaplasmose. Os animais do Gl que receberam a vacina
ISCOMATRIX+MSPs nao apresentaram nenhum sinal clinico evidente de
anaplasmose, com as temperaturas corpéreas e volume globular oscilando dentro
dos limites de normalidade, resultados que poderiam sugerir uma protecéo da vacina

contra a infeccdo do desafio. Entretanto os animais do Gll (Adjuvante ISCOMATRIX)
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e do Glll (PBS - controle negativo), também nao apresentaram sinais clinicos da
infeccdo embora tivessem apresentados baixas parasitemias detectaveis pela
microscopia optica. Ao final do experimento todos os animais estavam positivos para
A. marginale pela PCR.

Objetivando avaliar o efeito da dose infectante sobre a infecgdo de bovinos
com A. marginale Gale et al. (1996), utilizou trés grupos de bovinos inoculados com
10'°, 10® e 10° eritrécitos infectados com A. marginale. O tempo médio para a
parasitemia alcancar 1% dos eritrocitos foi, respectivamente, de aproximadamente 7,
14 e 20 dias para as doses de 10", 10% e 10° e as parasitemias maximas, nessa
ordem das doses, foram de 23,7, 14,7 e 8,7%. Ainda que os periodos de incubagao
tenham sido diferentes para cada dose, o tempo médio para as parasitemias de
cada grupo alcancar o limite de 15% foram similares. Como nao houve diferencas
nas varidveis estudadas entre as doses de 10® e 10° eritrécitos infectados, os
autores sugeriram a dose de 10® para o desafio de animais em experimentos com
vacinas.

Pelo critério sorolégico ha indicios de que pode ter havido protegdo nos
animais vacinados, uma vez que antes do desafio houve resposta humoral de 1gG
total, 1IgG1 e 1gG2 significativa apenas no grupo vacinado. Porém, pelos critérios
clinicos e parasitoldégicos ndo € possivel afirmar que houve protegdo dos animais
vacinados, uma vez que os animais do grupo controle negativos também néao
apresentaram nenhum sinal clinico sugestivo de anaplasmose e tampouco variagdes
significativas no volume globular e da parasitemia.

Ndo ficou claro o porqué da dose desafio considerada ideal para
experimentos (GALE et al. 1996) com vacinas contra Anaplasma sp e Babesia sp
nao ter reproduzido infec¢des evidentes pelo A. marginale, até mesmo nos animais
gue nao receberam a vacina. Vidotto et al. (1998 a,b) em experimentos de vacinagéo
de bovinos adultos importados com cepa heterdloga de A. centrale fizeram desafios
com 10° eritrdcitos infectados com cepa virulenta de A. marginale, apds duas doses
da vacina e aqueles animais que nao respondiam a vacina desenvolveram sinais
evidentes da doenga e na maioria das vezes foram medicados. Andrade et al (2004)
em um experimento com vacina de DNA (pcDNA3.1/MSP1b) que obteve protecéo
parcial, desafiou os bezerros com 10* eritrécitos infectados por A. marginale e
constatou sinais clinicos evidentes de anaplasmose, parasitemias de 0,8 a 1,34% e

reducéo de até 36,0% no volume globular.
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Explicagbes para o ndo estabelecimento da infecgdo com sinais clinicos e/ou
alteracbes nos parametros avaliados nesse experimento existem e podem estar
ligados ao hospedeiro ou ao inéculo utilizado. Os animais apresentavam excelentes
condigdes corporeas, idade entre 6 e 8 meses e alimentagdo balanceada rica em
proteinas, fatores esses que naturalmente reforcam a imunidade nata do
hospedeiro. Por outro lado, pode ter havido problemas no congelamento ou
descongelamento, o que poderia causar uma redugcédo na capacidade infectante do
in6culo, embora o exame de esfregago sanguineo tenha mostrado os corpusculos
iniciais de A. marginale com morfologia normal ap6s o descongelamento da cepa.

Como conclusbes desse trabalho, podemos afirmar que a vacina
ISCOMATRIX+rMSPs contra A. marginale estimulou a resposta imune especifica
dos bezerros vacinados, porém, ndo € possivel afirmar se houve prote¢do, uma vez
que nao foram detectadas diferengcas nos parametros clinicos e parasitolégicos entre

0s grupos vacinado e controle.
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3.6 FIGURAS

PM kDa

«— 74

Figura 1: Gel de poliacrilamida 12% corado com comassie blue, ilustrando a
expressao da proteina rMSP1a de A. marginale. Canaleta 1: BL21 pura;
canaleta 2: BL21/pET102/MSP1a nao induzida; Canaleta 3:

BL21/pET102/MSP1a induzida; Canaleta 4: rMSP1a R-F3 e canaleta 5:
Padrao de peso molecular BenchMark.
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Figura 2: Microscopia eletrbnica de transmissdo do preparado do adjuvante
ISCOMATRIX para produgao da vacina de proteina recombinante com
rMSP1a, rMSP1b, rMSP4 e rMSP5. Circulo ilustra as micelas tipicas
constratado com acido fosfotungistenio 0,02% de vesiculas de 40 nm.
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Figura 3: Resposta humoral IgG total pela técnica do ELISA de bovinos imunizados
Grupo 1 - ISCOMATRIX+rMSPs, Grupo 2 - Controle do ISCOMATRIX e
Grupo 3 - Controle negativo. Dia 0 primeira dose, dia 21 segunda dose,

42 terceira dose e 73 desafio.
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Figura 4: Resposta humoral 1gG1 pela técnica do ELISA de bovinos imunizados
Grupo 1 - ISCOMATRIX+rMSPs, Grupo 2 - Controle do ISCOMATRIX e
Grupo 3 - Controle negativo. Dia 0 primeira dose, dia 21 segunda dose,
42 terceira dose e 73 desafio
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Figura 5: Resposta humoral 1gG2 pela técnica do ELISA de bovinos imunizados
Grupo 1 - ISCOMATRIX+rMSPs, Grupo 2 - Controle do ISCOMATRIX e
Grupo 3 - Controle negativo. Dia 0 primeira dose, dia 21 segunda dose, 42

terceira dose e 73 desafio.
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Figura 6: Western Blotting dos soros dos animais imunizados com a vacina
ISCOMATRIX+rMSPs com as MSPs. Canaleta 1 - BL21 pura, 2 - BL21
sem indugdo, 3 - BL21 induzida e 4 - proteina purificada. A - proteina
recombinante MSP1a R-F3; B - proteina recombinante MSP1b; C -

proteina recombinante MSP4 e D) proteina recombinante MSP5.
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Figura 7: Relagc&do das temperaturas médias e volume globular dos bezerros apés o

desafio com cepa virulenta de Anaplasma marginale.
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4 CONCLUSAO GERAL

1. Duas doses da vacina ISCOMATRIX+rMSPs foram suficientes para estimular
a resposta imune humoral de bezerros vacinados;

2. Os animais vacinados apresentaram respostas especificas contra as
proteinas recombinantes incorporadas na vacina;

3. Animais vacinados tiveram uma boa resposta imune humoral de IgG total,
IgG1 e IgG2.
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5 APENDICE

Extragcao de DNA Qiagen™

aORrLOD

o

© ©

200 uL da amostra de sangue total com EDTA do bezerro experimentalmente
infectado com o a cepa PR-1 de Anaplasma marginale em um microtubo de 2
mL e adicionar 20 uL de proteinase K.

Adicionar 200 yL do buffer AL, homogeneizar em vortex por 15 segundos.
Incubar por 10 minutos a 56°C.

Centrifugar por 10-20 segundos.

Adicionar 200 pL de etanol, homogeneizar por em vortex por 15 segundos e
centrifugar brevemente.

Cuidadosamente colocar o conteudo do microtubo na coluna com o coletor de
2 mL e centrifugar a 6000xg por 1 minuto.

Descartar o conteudo que passou pela coluna e adicionar 500 uL do buffer
Aw-1.

Centrifugar a 6000xg por 1 minuto.

Descartar o conteudo do coletor e adicionar 500 pL do buffer AW-2.
Centrifugar com a velocidade de 20000xg por 3 minutos. Trocar o coletor da
coluna e centrifugar por 15-20 segundos.

10.Colocar a coluna em microtubo de 1,5 mL, adicionar 200 uL do buffer AE e

incubar a temperatura ambiente por 1-5 minutos.

11.Centrifugar a 6000xg por 1minuto.
12.Estocar o DNA extraido a -20°C.

Gel de agarose

1.

Pesar a agarose em um erlenmeyer, adicionar 50 ml de TEB 1X (89 mM tris-
base; 89 mM &cido bdrico; 2 mM de EDTA) e leve ao forno microondas até a
fusdo da agarose.

2. Adicionar 25 uL de brometo de etideo 0,1% quando a solugao estiver morna.
3. Colocar a agarose em recipiente previamente preparado para a solidificagao.
Concentragéo do gel 1% 1,5% 2%
Agarose 0,59 0,759 1,09
TEB [1X] 50 mL 50 mL 50 mL
Brometo de etideo 25 uL 25 uL 25 uL

TEB [5X] solucéao estoque

Tris-base 54 g
Acido borico 279
EDTA 2659

Agua destilada 1000 mL
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Brometo de etideo 1%

Brometo de etideo

Agua destilada

0149
10 mL

Brometo de etideo 0,1% concentragéo de 1mg/mL
Solugao de brometo de etideo 1mL

Agua destilada

10 mL

Corante para corrida eletroforética em agarose

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

TEB [5X] 10 mL

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

Agua destilada 10 mL

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Mix PCR [2X] concentra¢éo de 1,5 mM

Tampao PCR 1X (40 mM Tris- HCI pH 8,0, 100 mM KCI)
MgClI2

dNTPs (100 mM)

Agua Millig

Mix PCR [2X] concentra¢cdo 2,0 mM

Tampao PCR 1X (40 mM Tris- HCI pH 8,0, 100 mM KCI)
MgClI2

dNTPs (100 mM)

Agua Millig

Mix PCR [2X] concentra¢cdo 2,5 mM

Tampao PCR 1X (40 mM Tris- HCI pH 8,0, 100 mM KCI)
MgClI2

dNTPs (100 mM)

Agua Millig

PCR protocolo 1 reagéo total 25 ul

Mix [2X] 12,5 pL
Primer F 1 uL
Primer R 1L
Taq polimerase 0,25 uL
Agua Milliq 5 uL

DNA extraido 5uL

200 uL

60 pL

4 uL de cada
724 uL

200 uL

80 pL

4 uL de cada
544 uL

200 uL
100 pL
4 uL de cada
684 uL
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Competéncia da E. coli BL21/TOP10

1. Pré-inéculo: Inocular 30uL da E. coli BL21 em 3 mL de caldo LB, incubar a
37°C overnight, sob agitagéo.
2. Inocular 200uL (300uL) do pré-inéculo de BL21 em 20 mL de caldo LB e
incubar a 37°C, sob agitagéo, por + 2 horas, até a obtengdo de DOgy = 0,5.
3. Centrifugar a 5000 rpm a 4°C por 5 min.
4. Ressuspender em 6,7 mL de tampao de transformacao (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.
Ressuspenderem 1,6 mL de TT.
- usar pipeta de vidro ou ponteira do pipetador regulavel resfriadas no
freezer, de preferéncia overnight
8. Adicionar 15% de glicerol a 100% estéril ao volume das aliquotas a serem
congeladas (15 pL de glicerol para 100uL da cultura).
9. Aguardar 30 minutos incubados no gelo para iniciar a transformagédo ou
congelar em frezzer -80°C até o uso.

No o

Caldo Luria Bertani (LB)

Triptona......cccooeeeeveiiiennn. 1049
NaCl....ooeiis 549
Extrato de levedura........... 59
Agua destilada................... 1L
Tampéao de Transformacgéo (TT)
KCl...ooooiiie 0,74 g
CaCl2............... 0,75 ¢

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 solugéo anterior gelada e no fogo para evitar contaminagéo.

Transformacgéao do E. coli BL21/TOP10

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 uL 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.

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

o RWLN

N
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8. Adicionar 250 puL da célula transformada em 20 mL de Caldo LB contendo
antibidtico, incubar a 37°C overnight.
Meio SOC

Triptona 2%
Extrato de levedura 0,5%

NaCl 2,5 mM

KCI 2,5 mM

MgCI2 10 mM

MgSO4 10 mM

Glicose 20 mM

Western Blotting

1. Retirar a membrane de nitrocellulose do tampéao de transferéncia;

2. Enquanto seca a membrana de nitrocelulose, marcar com um lapis, os
respectivos pesos moleculares do padrao;

3. Reidratar a membrana em agua destilada;

4. Bloquear a membrana com o tamp&o de bloqueio (PBS + 0.1% Tween 20 +
5% leite em pd desnatado) por, pelo menos, 1 hora em agitador a
temperatura ambiente;

5. Lavar a membrana em PBS-T (PBS +0,1% Tween 20) 3 x 10 minutos em
agitador a temperatura ambiente;

6. Incubar com o anticorpo por 1 hora diluidos em tamp&o de bloqueio pH 7,2 em
agitador a temperatura ambiente;

- Soro total de bovino experimentalmente infectado (PR1) diluido 1:500

7. Lavar a membrana em PBS-T 5 vezes por 10 minutos em agitador a
temperatura ambiente;

8. Incubar com anticorpo anti-proteina G, na proporgao de 1:1000 por 1 hora em
agitador a temperatura ambiente;

9. Lavar 5 vezes por 10 minutos em agitador a temperatura ambiente;

10. Revelar a reacdo com DAB 5mg/15 mL PBS e 150 pL de Hidrégeno peroxido
30%.

PBS-Tween 20 pH 7,2 - 7,4

NaCl 8,09
KH2PO4 029
NayHPO4.12H,0 29g
KCI 0,29
Tween 20 0,5mL
H,O Milli-Q q.s.p. 1000 mL

Tampéo de Bloqueio (100 mL)
PBS-Tween20pH 7,2 -7,4 100 mL
Leite em P6 Molico 5¢

Tampé&o de Transferéncia (2000 mL)

Tris Base 6,82 g
Glicina 324¢g
Metanol 450 mL

H,O Milli-Q g.s.p. 2000 mL
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ELISA Indireto

1.

o o &> W

® N

Sensibilizar as placas com 100 pL do tampdo de adsorgdo (Tampao
carbonato/bicarbonato pH 9,6). Concentragdo do antigeno 1 ug/ml do
corpusculo inicial de A. marginale. Lavar 3 vezes com 200 uL de PBS-Tween
20.

Cobrir os orificios com 200 yL de tampéao de bloqueio (Tampéao adsorgéo 0,1
M + 8% de leite em pd desnatado IgG total e 8% soro equino 1gG1 e 2).
Deixar agitando por 1 hora a 37°C.

Lavar 3 vezes com 200 pyL de PBS-Tween 20.

Adicionar em duplicata 100 pyL do soro diluido (1:50). O soro deve ser diluido
em PBS-Tween 20 contendo 5 % de leite em pd desnatado ou 5% de soro
equino para IgG 1 e 2. Incubar a placa a 37°C por 1 hora em cadmara umida.
Lavar 3 vezes com 200 pL de PBS-Tween 20.

Adicionar 100pl de conjugado peroxidase anti-bovino diluido 1:20000 IgG,
1:10000 1gG1 e 1:15000 1gG2 em PBS-Tween 20. Incubar a 37°C durante 1
hora em cadmara umida.

Lavar 3 vezes com 200 pL de PBS-Tween 20.

Adicionar 100 yL de tampao cromogeno. Manter em agitacdo, parar a reagao
adicionando 50 pL de 1M HCI. Fazer a leitura com filtro de 490nm.

Salina Tamponada (PBS) pH 7,2

Fosfato de sédio dibasico 1,059

Fosfato de sddio monobasico 0,36 g

Cloreto de sodio 8,179

Agua destilada 1000 mL

Tampé&o de sensibilizagdo (0,06M Carbonato/Bicarbonato pH 9,6)
Na2COs3 1,59 ¢

NaHCOs3 293¢

Agua destilada 1000 mL

Tampé&o de bloqueio
Tampao de sensibilizacdo + 8% de leite em p6 desnatado.

PBS-Tween 20 pH 7,2 - 7,4

NaCl 8,0g

KH2P04 0,2 g
NayHPO4.12H,0 29g¢

KCI 0,2g

Tween 20 0,5mL

H,O Milli-Q q.s.p. 1000 mL
Tampé&o de substrato cromdgeno

0,1M Acido Citrico (21g/litro) 24,3 ml
0,2M Fosfato (28g Na2HPO4/litro) 25,7 ml
Agua destilada 50 ml
Substrato cromégeno

Tampéao substrato 100 mL

OPD

40 mg

H202 PA 30% 40 L
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Purificagdo dos corpos iniciais (PALMER; MCGUIRE, 1984)

—

No

©

Descongelar os estabilizados a 37°C por 10 — 15 minutos.
Transferir o sangue para um tubo de centrifuga e lavar o tubo original com
PBS pH 7,2 estéril.
Centrifugar o sangue a 12000 rpm por 20 minutos.
Desprezar metade do sobrenadante. Nas lavagens subsequentes desprezar o
sobrenadante até atingir o precipitado. Repetir as lavagens até obter
sobrenadante limpido, cerca de 4 a 5 vezes. Nas 2 ultimas lavagens remover
o precipitado membranoso.
Transferir para tubos plasticos mantendo a suspensao de eritrécitos no gelo e
sonicar por 2 minutos a 50 W (15 segundos de sonicagao por 30 segundos de
descanso)
Centrifugar por 20 minutos a 20.000 X g. (10000 rpm)
Desprezar o sobrenadante e ressuspender o precipitado em PBS sem azida e
sonicar novamente por 30 segundos a 50 W.
Centrifugar a 20.000 x g (10000 rpm) por 20 minutos.
Ressuspender o precipitado em tamp&o contendo inibidores de proteases:
Tris 50 mM pH 8,0
EDTA 5 mM
lodoacetamide 5 mM
TCLK 0,1 mM
PMSF 0,1 mM

10. Determinar a concentracao de proteinas pelo método de Bradford.

Determinagao da solubilidade de proteina

1.

No o

Ressuspender o precipitado de 1 mL de cultura com 1mL buffer lysis de
purificacao soluvel de proteinas.

2. Adicionar 20 pL de lisozima na concentragao final de 50 mg/mL.
3.
4. Congelar em nitrogénio liquido e descongelar em banho Maria a 37°C, repetir

Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

a operacao.

Sonicar 6 vezes de 15 minutos com intervalo de 30 segundos.

Centrifugar 10000 x g por 20 minutos a 4°C.

Retirar o sobrenadante (fragdo soluvel) em outro microtubo. Separar 20pl
adicionar 10 pl de TA 5X.

Ressuspender o precipitado (fragédo insoluvel) com 100 pl de TA 1X, separar 5
pl para aplicar no gel.

Ferver as amostras por 5 minutos e aplicar em gel SDS-Poliacrilamida.
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Purificagao de proteina soluvel MSP1a R-F3 e MSP1b

Preparo lisado proteinas soluveis pET102/msp1a R-F3 e pET102/msp1b

1.
2.
3. Adicione:

Retire o precipitado de células de 100mL de cultura do freezer, descongele 15
minutos no gelo.
Ressuspenda em 8 mL de Lysis buffer e homogeneize por uma hora no gelo.

Lisozima na concentragdo de 50 mg/mL 160 pL
PMSF na concentracdo de 44 mM 180uL
TCLK na concentracdo de 10 mM 800uL
Sonique 100 hz por trés vezes de 15 segundos de sonicagdo x 30 seg de
intervalo, em gelo.
o Caso esteja viscoso, adicione:
» RNAse (10 mg/mL) para a concentragao final de 10 ng/mL
= DNAse para a concentragao final de 10ug/mL — 0,3 uL para 5
mL de solugao
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.

Preparagéo da coluna

1.
2.
3. Lave com 3 mL de tampao de lise pH 8,0 por duas vezes.

Retire a coluna da geladeira, ressuspenda e desconecte a tampa inferior e
deixe pingar.
Lave com 2 mL de agua destilada por 2 vezes.

e Coluna pronta para uso.
e Apds o uso guardar na geladeira com 3 mL de alcool 30%.

Purificag&o das proteinas soluveis em coluna de niquel (Qiagen®)

1.

2.

3.

4.

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

Adicione 4 mL do tamp&o lavagem, homogeneize por 15 minutos no gelo e
despreze o sobrenadante apods ser filtrado na coluna. Repetir 2 vezes.
Adicione 1 mL do tampéao eluicdo, homogeneize por 15 minutos no gelo e
filtre a proteina eluida e guarde em recipiente novo. Repetir 3 vezes.

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

Tampé&o de lise (100ml) pH 8
NaH2PO4 0,69¢

NaCl

1,759

Imidazole 0, 068 g



Tampé&o lavagem (100 ml) pH 8
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NaH2PO4 0,69¢
NaCl 1,759
Imidazole 0,136 g
Tampé&o eluigcdo (100 ml) pH 8
NaH2POa4 0,699
NaCl 1,759
Imidazole 3449

Purificagao de proteina insoluvel MSP4 e MSP5
Preparo lisado proteinas insoluveis

1.

2

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

Ressuspender em 16 mL do tampéao A

Homogeneizar por 1 hora a temperatura ambiente

Adicionar 544,5 uL de PMSF e 160 pL 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.

2.
3.

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

Lave com 2 mL de agua destilada por 2 vezes.

Lave com 3 mL de tamp&o B pH 8,0 por duas vezes.

Coluna pronta para uso.

Apds o uso guardar na geladeira com 3 mL de alcool 30%.

Purificagc&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 tampéao C (pH 6,3),
para fazer lavagens e retirar todo o resto celular. Repetir a operagao por mais
3 vezes com intervalo de 15 minutos homogeneizando no gelo.

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

Fazer eluicao com tampao E (pH 4,5) e mais 3 eluigdes com tampao E (pH4),
com intervalo de 15 minutos entre as eluigdes no gelo

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

Tamp&o A (1000 ml) pH 8
NaH2PO4 13,8 9

Tris

1,29

GuHCl 573 g
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Tampé&o B (1000 ml) pH 8

NaH2PO4 13,8 9
Tris 129
Uréia 480,59
Tampé&o C (1000 ml) pH 6, 3
NaH2PO4 13,89
Tris 1,29
Uréia 480,5¢
Tamp&o D (1000 ml) pH 5, 9
NaH2PO4 13,8 9
Tris 129
Uréia 480,59
Tampéo E (1000 ml) pH 4, 5
NaH2PO4 13,89
Tris 1,29
Uréia 480,5¢
Tampé&o E (1000 ml) pH 4
NaH2PO4 13,8 9
Tris 1,29
Uréia 480,5¢

Gel SDS-Poliacrilamida

Gel separador (Slab gel) 12%

Agua destilada 2,75 mL
Tris/SDS ph8,8 2,03 mL
Acrilamida 30% 3,2 mL
Persulfato de amoénio 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 amdnio 15 L
TEMED 1,5 uL
Tris/SDS 1,6M pH 8,8

Tris 18,171 g
SDS 0,449
Agua milliq 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.
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Tris/SDS 0,5M pH 6,8

Tris 6,055 g
SDS 049
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

Tris 39

Glicina 14,4 g

SDS 19

Agua destilada 1000 mL

SDS 10%

Dodecil Sulfato de sddio 109
Agua millig 100 mL

Aquecer a 68°C para dissolver

Solugéo azul bromofenol 0,5%

Azul bromofenol 0,05¢
Agua milliq 10 mL
Persulfato de aménio 10%

Persulfato de aménio 1049
Agua milliq 10 mL
Diluicao IPTG na concentragdo de 1M
IPTG 19

Agua milliq 4,2 mL
Acrilamida 30%

Acrilamida 29g

Bis acrilamida 19
Agua millig g.s.p 100 mL

Misturar a bis acrilamida em 40 mL de agua 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.

Tampé&o de amostra SDS-PAGE 1X []

Solugao 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 0,2¢g

Agua destilada 10 mL



Tampé&o de amostra SDS-PAGE 2X []
Solugéo Tris-HCI 0,5 M pH 6,8
Glicerol (100%)

B-Mercaptoetanol

Azul bromofenol

SDS

Agua destilada

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

B-Mercaptoetanol

Azul bromofenol

SDS

Agua destilada

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

B-Mercaptoetanol

Azul bromofenol

SDS

Agua destilada

Tampé&o de amostra SDS-PAGE 5X []
Solugao 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 q.s.p.

Descorante do comassie blue
Acido acético

Metanol

Agua destilada

2,50 mL
2,00 mL
0,4 mL
0,02 g
049
10 mL

3,75 mL
3,00 mL
0,6 mL
0,03 g
0,69
10 mL

5mL
4 mL
0,8 mL
0,04 g
0,8¢g
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
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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