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1. INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho de equinos na América Latina e o terceiro
mundial (MAPA, 2014). Mesmo com as melhorias na sanidade certas
enfermidades ainda causam enormes prejuizos a criacdo equina no Brasil. Entre
estas enfermidades destacamos a theileriose, causada por Theileria equi,
protozoario intracelular, que acomete os equinos de forma endémica em paises
tropicais e subtropicais (SCHEIN, 1988). A theileriose provoca perdas associadas
tanto a fatores clinicos como a restricdo ao transito internacional de animais
soropositivos (FRIEDHOFF, 1990).

A transmissdo de T. equi ocorre no repasto do carrapato contendo suas
formas infectantes (esporozoitos). No Brasil, devido a grande disseminacdo de
ambos, T. equi e os diversos carrapatos vetores, o diagndstico e prevencdo desta
enfermidade se fazem necesséarios (HUANG et al., 2003).

Os antigenos de superficie de merozoitos desempenham papel importante
no reconhecimento do parasito e na penetracdo nos eritrécitos hospedeiros,
tornando-se, alvos das respostas imunes dos hospedeiros (KUMAR et al., 2004;
NIZOLI, et al., 2009). Animais infectados com T. equi respondem com altos titulos
de anticorpos contra proteinas de superficie de merozoitos (KNOWLES et al.,
1994). Em T. equi duas proteinas de superficie de merozoitos, equi merozoitos
antigeno (EMASs): EMA-1 (34 kDa) e EMA-2 (30 kDa) foram identificadas como os
antigenos imunodominantes. A proteina EMA-2 € liberada no citoplasma e na
membrana deste eritrécito, sugerindo ser um dos primeiros antigenos a serem
reconhecidos pelo sistema imune (KUMAR, et al., 2004).

Em testes de diagndstico imunolégicos a especificidade, sensibilidade e
custo dependem principalmente do antigeno utilizado. Uma alternativa é a
utilizacdo de antigenos recombinantes para a detecgcédo de T. equi (CEREGHINO
& CREGG, 2000). A utilizacdo da levedura Pichia pastoris tem sido utilizada para
a producdo de antigenos uma vez que concilia vantagens na manipulacdo
genética associada ao crescimento em meios de cultivo simples, facilitando a sua
utilizacdo em escalas industriais (CEREGHINO & CREGG, 2000).

O objetivo deste trabalho foi expressar a proteina de superficie de Theileria
equi, EMA-2, na levedura Pichia pastoris.

2. METODOLOGIA
Linhagens, cultivo e extracdo de DNA. O DNA de T. equi foi extraido conforme

o protocolo de Extracdo de DNA, Método de Miller et al., (1988) modificado a
partir de sangue de um equino infectado experimentalmente, cepa UFPel E15 e
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comprovados por Imunofluorescéncia (Laboratorio de Doencas Parasitarias da
UFPel). (NIZOLI, et al., 2009).

Amplificacdo e sequenciamento do gene que codifica EMA-2. A sequéncia do
gene EMA-2 foi amplificado por PCR com Tag DNA polimerase (Invitrogen) Os
primers para EMA-2 foram desenhados utilizando-se o programa Vector NTI a
partir das sequéncias depositadas no GenBank (EMA-2 acesso AB013725). O
produto de PCR foi purificado usando-se o kit Real Genomics da Bio America -
Hiyield™ Gel/PCR DNA Minikit. O sequenciamento do gene foi realizado por
ACTGene Analises Moleculares Ltda (Centro de Biotecnologia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS), utilizando o sequenciador
automatico ABI-PRISM 3100.

Clonagem do gene EMA-2 no vetor de expresséao. Foi feita a digestdo do vetor
pPICZaB e do gene EMA-2 com as enzimas Sacll (Biolabs 20.000U mL™) e XBal
(Invitrogen 20.000U mL™). Para a ligacdo do gene EMA-2 com o vetor pPICZaB,
procedeu-se segundo o protocolo EasySelect™ Pichia Expression Kit-Catalog
K1740-01 (Invitrogen).

Expresséo e purificacdo da EMA-2. Apés a clonagem do inserto EMA-2 no vetor
de expressao pPICZaB, o plasmideo pPICZaB-EMA-2 foi transformado em
P. pastoris por eletroporagdo. Para confirmar a transformacgdo da levedura
P. pastoris foi feito um PCR de col6nia seguindo o protocolo mencionado acima.
As células transformantes foram selecionadas e transferidas para o meio BMMY.
As amostras foram induzidas com 450uL metanol para a producéo da proteina por
120h. Ao final da inducdo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por
10min™. No sobrenadante do cultivo, foi adicionado sulfato de aménio suficiente
para atingir 80% de saturacdo e mantido a 4 °C por 18h. Apdés, foi centrifugado a
6.000 x g 15min™ 4°C e o precipitado suspendido com 2mL de &gua destilada.

Purificacdo e quantificacdo da proteina. A purificacdo da proteina
recombinante foi realizada por dialise (membrana semipermeével, ponto de corte
12KDa - Viskase corporation Dry 21mm). Para a quantificacdo da proteina,
seguiu-se o protocolo proposto por BRADFORD (1976). O método foi padronizado
usando-se uma curva de diluicdo de Albumina Sérica Bovina 10% (BSA). A leitura
das amostras foi feita em espectrofotometro TP-READER — Thermo Plate.

Western Blot. Realizou-se um Western Blot segundo SAMBROOK & RUSSEL
(2001). Apos eletroforese no gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE), a proteina
foi transferida para membrana de nitrocelulose (Amershan™ Hybond™- ECL GE
Healthcare). Foi utilizado o marcador de proteinas BenchMark™ Prestained
Protein Ladder 250uL (Invitrogen). Apds bloqueio, a membrana foi incubada com
Anti-His C-terminal-HRP AB (Invitrogen), diluida 1:5000 (v/v) em PBS-T. Foi
realizado também um Western blot com soro equino positivo para theileriose
(IFAT) na concentracao de 1:100 (v/v) em PBS -T e, como anticorpo secundario,
utilizou-se soro anti-equino conjugado com peroxidase (Sigma) 1:3000. O
marcador utilizado foi Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio Rad).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Segundo a OIE (2008) o método oficial desde 2005 para que se obtenha

permissdo para o transporte internacional de equinos para paises livres da
theileriose € o teste ELISA.
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Diferentes antigenos recombinantes tém sido utilizados em ELISAs no
diagnostico da theileriose, tais como: EMA-1 (BALDANI et al., 2011), EMA-2
(TANAKA et al., 1999) expressos em E. coli e baculovirus, o que demonstra que
estas proteinas recombinantes podem ser Uteis para identificacdo de theileriose
em equinos (OIE, 2008).

O gene da proteina EMA-2 foi amplificado por PCR e o sequenciamento do
gene mostrou 99% de homologia com a sequéncia depositada no GenBank
AB013725. O gene EMA-2 foi clonado inicialmente em E. coli através do vetor
pPICZaB para sua propagagao antes da clonagem em P. pastoris. A clonagem
em P. pastoris e a construgédo do vetor de expressao pPICZaB/EMA-2 que utiliza
o0 peptideo sinal (a — Factor) de Saccharomyces cerevisiae para promover a
secrecdo desta proteina recombinante facilitou sua obtencdo e purificacao
(CEREGHINO & CREGG, 1999).

Para confirmacédo das colonias de P. pastoris transformadas realizou-se
PCR com os primers usados para a amplificacdo do gene EMA-2 (dados nao
mostrados).

A confirmacdo da expressdo da proteina rEMA-2 foi feita através de
Western Blotting utilizando anticorpo anti-histidina, uma vez que vetor pPICZaB
possui sitio para a adicdo de cauda de seis histidinas (6xHis) na porcao carboxi-
terminal da proteina (Invitrogen) (Figura 1A) e a proteina rEMA-2 também foi
reconhecida por soro de equino naturalmente infectado (Figura 1B).
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Figura 1 Western Blot. Western blot da proteina rEMA com anticorpo anti-histidina C-terminal
(HRP Ab) — Invitrogen - (M) Marcador de proteinas — Bench Mark™ - (EMA-2) Proteina rEMA-2.
(C-) Controle negativo, BSA 10%. B- Western Blot da proteina rEMA com soro equino (+). (M)
Marcador de proteinas Precision Plus Protein Dual Color Standards — Bio-Rad, (S-) Controle
negativo- soro equino (-), (S+) Soros positivos.

4. CONCLUSOES

O estudo demonstrou que a proteina EMA-2 de Theileria equi pode ser
expressa em Pichia pastoris.
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