Clonagem e expressao da proteina de superficie Nc-p29 e sua possivel
aplicacdo na producdo de insumos diagnosticos para a detec¢ao da
neosporose.
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1. INTRODUCAO

A neosporose € uma parasitose causada pelo protozoario intracelular do
filo apicomplexa Neospora caninum (LONG et al., 1990; DUBEY et al., 2011), a
gual acomete principalmente as espécies canina e bovina. Em bovinos adultos o
aborto é o principal sinal clinico observado, enquanto que desordens
neuromusculares sdo comuns em caes (Dubey, 2003). Na bovinocultura, as
perdas econdmicas resultantes dessa patologia chegam a casa dos milhdes
(REICHEL et al., 2013). Ainda, acredita-se que estes custos sejam subestimados
devido a falta de informacdo da doenca e do diagnostico da neosporose néo ser
realizado com frequéncia por ser laborioso e subjetivo (DUBEY et al., 2011).

O diagndstico da neosporose pode ser realizado pela identificacdo de
lesbes em fetos abortados (GOODSWEN et al., 2012), pelo isolamento e
identificacdo do protozoario, pela deteccdo do DNA em amostras clinicas e pela
demonstracao de anticorpos especificos para N. caninum (SILVA et al., 2005). O
diagnostico populacional € baseado em métodos indiretos, sendo a
imunofluorescéncia indireta (IFl) e os ensaios imunoenzimaticos (ELISA) os testes
utilizados para deteccédo de anticorpos (OOl et al., 2000; JENKINS et al., 2002;
HOANE et al., 2006). Dentre os diagnosticos desenvolvidos, os ensaios ELISA
comercialmente disponiveis (BASZLER et al.,, 2001; CAPELLI et al., 2006)
apresentaram menor especificidade quando comparados a IFl, pois se baseiam
na utilizacdo de antigenos solUveis totais do parasito, incluindo antigenos
intracelulares (BJORKMAN and UGGLA, 1999). Por esta razdo, o
aperfeicoamento dos ensaios tem sido focado na utlizacdo de proteinas
especificas e imunodominantes do parasito (REGIDOR-CERRILLO et al., 2012) e
0 uso dos mesmos podem minimizar os riscos de reacdo cruzada com parasitos
do mesmo filo (WILKOWSKY et al., 2011).

Os estudos protedbmicos do N. caninum apontam o0s antigenos de
superficie NcSAG1 (Nc-p29) e NcSRS2 (Nc-p43) como sendo os principais alvos
para o desenvolvimento de vacinas e de ensaios diagnésticos mais sensiveis e
especificos (HOWE et al., 1998; ZHANG et al., 2011). Por esse motivo, 0 objetivo
deste trabalho foi a producédo do antigeno Nc-p29 em sua forma recombinante,
visando o desenvolvimento de ensaios de diagndstico e de anticorpos
monoclonais e policlonais contra esta proteina.

2. METODOLOGIA
A proteina Nc-p29 recombinante (rNc-p29) foi produzida através da
clonagem e expressdo génica em sistema procarioto segundo protocolo
estabelecido (SAMBROOK and RUSSEL, 2001). Resumidamente, para a
obtencdo da Nc-p29 de N. caninum um gene sintético foi construido com auxilio



do programa Vector NTI10 (Invitrogen), utilizando uma sequéncia disponivel no
Genbank. A sequéncia génica Nc-p29 presente no plasmideo pBlueScript foi
inserida na bactéria Escherichia coli cepa DH5-a eletrocompetente e esta
cultivada em meio Luria-Bertani liquido (LB), suplementado com ampicilina. Apoés,
foi realizada a extragcdo do DNA plasmidial utilizando o Kit Quick Plasmid Miniprep
(Invitrogen). O inserto Nc-p29 foi isolado utilizando-se as enzimas de restricdo
EcoRI e BamHI e entdo inserido no vetor de expressao pAE utilizando a enzima
T4 DNA ligase (Invitrogen). O produto da ligagéo foi utilizado na transformacgéao de
E. coli DH5a eletrocompetente, e o plasmideo recombinante contendo o inserto
na orientacdo horaria foi selecionado e denominado pAE/Nc-p29. Este plasmideo
foi empregado na transformacgéo por choque térmico de células competentes de
E. coli cepa BL21 Star™(DE3) as quais foram cultivadas em meio LB. Para avaliar
a expressao e solubilidade da rNc-p29, a E. coli cepa BL21 Star™(DE3) contendo
pAE/Nc-p29 foi cultivada em meio LB até a DO 0,6 (600 nm) e o cultivo submetido
a centrifugacao. Parte do pellet resultante foi ressuspendido em TE, sonicado e
centrifugado; o pellet e o sobrenadante derivados desta centrifugacdo foram
submetidos a eletroforese e Western Blotting a fim de aferir a solubilidade da
proteina recombinante, utilizando um anticorpo anti-histidina e anti-mouse
conjugado a peroxidase (Sigma Aldrich) como anticorpo primario e secundario
respectivamente, pois a proteina rNc-p29 € expressa com uma cauda de histidina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A regido codificadora SAG1 de N. caninum foi clonada e expressa em
sistema procarioto em corpos de inclusdo. A partir do produto da ligacéo foi obtido
um clone recombinante o qual liberou um fragmento de tamanho esperado
guando submetido a digestdo com as enzimas Eco Rl e Bam HI (figura 1).

Figura 1: Caracterizacdo enzimatica do clone recombinante pAe/Nc-p29 em
gel de agarose 1%. 1: Marcador de peso molecular 1Kb DNA ladder (Ludwig
Biotec). 2: pAE circular (=2822pb). 3: pAE/Nc-p29 circular (=3763pb). 4: pAE/Nc-
p29 digerido com Eco Rl e Bam HI (Nc-p29 =941pb).

Foi possivel obter um clone recombinante capaz de expressar rNc-p29 com
eficiéncia, uma vez que a analise por SDS-PAGE 10 % revelou uma banda
caracteristica e de tamanho esperado (Figura 2). Além disto, a expressao e
insolubilidade da rNc-p29 foi confirmada por Western Blotting. Para o Western
blotting foi utilizado anti-histidina (Sigma-Aldrich) produzido em camundongo
como anticorpo primario e anti-mouse conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich)
como anticorpo secundario. As bandas foram visualizadas utilizando solucao
substrato/cromogena (0,6 mg diaminobenzidina, 0,03% de sulfato de niquel, 50
mM de Tris-HCI pH 8.0 e 0,03% de H,0,).



Estudos protedmicos anteriores confirmaram a especificidade do antigeno
Nc-p29 (HOWE et al.,, 1998; HEMPHILL et al., 1999) e Li e Tuo (2011)
constataram a homologia da regiao codificadora SAG1 entre isolados de N.
caninum. Ainda Zhang e colaboradores (2011) relataram a presenca exclusiva e
conservada deste gene em N. caninum e a expressao aumentada do gene SAG 1
foi associada a viruléncia de cepas de campo do parasito(REGIDOR-CERRILLO
et al., 2012).
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Figura 2: Avaliacdo da expresséao de rNc-p29 (=30KDa) em E. coli BL21 Star
por Western blotting.1- Sobrenadante do sonicado. 2- Pellet do sonicado; 3- BL21
Star induzida; 4- Extrato de BL21 Star; 5- Full Range Rainbow Marker (GE.
Healthcare)

Em vista disso, a utilizacdo da proteina Nc-p29 de N. caninum na sua forma
recombinante em ensaios diagnostico, ou visando a producdo, caracterizacao e
avaliacdo do potencial diagnostico de anticorpos policlonais e monoclonais contra
esta mesma proteina, propondo-se ao diagndéstico da neosporose, pode aprimorar
a especificidade e sensibilidade dos mesmos, usada sozinha ou combinada com
outros antigenos espécie especificos.

4. CONCLUSOES
Neste trabalho obtivemos éxito na clonagem do gene SAG 1 no vetor de
expressao pAE, resultando em um clone caracterizado por restricdo enzimatica, o
gual expressou a proteina de superficie Nc-p29 de N. caninum na sua forma
recombinante. Este antigeno sera expresso em larga escala para producédo de
anticorpos policlonais e monoclonais para fins diagnésticos.
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