UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE JABOTICABAL
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIA

EXPRESSAO EM Escherichia coli DE UMA PROTEINA
RECOMBINANTE DO GENE A2 DE Leishmania chagasi E UTILIZACAO
DESTA PROTEINA NO DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL

CANINA

Marcia Mariza Gomes Jusi

Bidloga

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL
Fevereiro de 2011



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE JABOTICABAL
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS

EXPRESSAO EM Escherichia coli DE UMA PROTEINA
RECOMBINANTE DO GENE A2 DE Leishmania chagasi E
UTILIZACAO DESTA PROTEINA NO DIAGNOSTICO DA
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

Marcia Mariza Gomes Jusi

Orientadora: Profa. Dra. Rosangela Zacarias Machado

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — Unesp, Campus de Jaboticabal, como parte
das exigéncias para a obtengdo do titulo de mestre em
Microbiologia Agropecuaria — Area de Imunoparasitologia.

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL
Fevereiro de 2011



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

MARCIA MARIZA GOMES JUSI — solteira, nascida na cidade de Sdo Jodo da Boa
Vista, em 30 de maio de 1984. E bidloga, formada pela Universidade Estadual Paulista — FCAV-
UNESP, campus de Jaboticabal-SP, em 2008. Durante o curso de graduacdo foi bolsista de
iniciacdo cientifica do CNPq de 2005 a 2006, na area de Controle Bioldgico, bolsista do
Programa de Apoio ao Estudante — Pro-Reitoria de Extensdo Universitdria e Assuntos
Comunitérios (PAE-PROEX) — Bolsa de Apoio Académico I, durante o periodo de 2006 a 2007,
na drea de Imunologia. Novamente bolsista de inicia¢do cientifica da Funda¢do de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sdo Paulo — FAPESP de 2007 a 2008, na drea de Imunoparasitologia e
bolsista de Apoio Técnico a Pesquisa do CNPq, durante o periodo de 2008 a 2009. Em marco de
2009, iniciou o curso de Mestrado em Microbiologia Agropecudria, drea de imunoparasitologia,
na mesma faculdade (FCAV-UNESP), sob orientacdo da Profa. Dra. Rosangela Zacarias
Machado.



“Embora ninguém possa voltar atrds e fazer um novo
comeco, qualquer um pode comecar agora e fazer um
novo fim” (Chico Xavier).

Dedico
A Deus,

E, aos meus pais, Fernando Jusi e Mariza Gomes
Jusi, pelo apoio, amor imensurdavel, exemplo de
honestidade e cardter. Vocés foram e serdo sempre a
minha base. Fica registrado aqui, para vocés, meu amor
maior do mundo, meu imenso respeito e admira¢do para
todo o sempre.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me permitir realizar mais esse sonho.

Aos meus pais, por toda dedicagédo e apoio.

Aos meus irmaos, Fernando, André e Marco e minhas cunhadas Raquel e Renata.

A todos os meus queridos sobrinhos que tanto amo.

A todos os meus familiares que de alguma forma me incentivaram.

A professora Rosangela, pela credibilidade, por todo aprendizado, paciéncia e
solidariedade tanto profissional quanto pessoalmente. E, por me mostrar as infinitas

possibilidades que a ciéncia nos proporciona.

A professora Ana Paula Ulian de Aratjo pela gentileza, disponibilidade e ajuda
imprescindivel para a realizagdo deste trabalho.

A professora Rosemeire de O. Vasconcelos pela gentileza, profissionalismo e
participacdo valiosa nessa banca de mestrado.

A professora Isabel Kinney Ferreira de Miranda Santos pelas prezadas
contribuig¢des na finalizacdo deste trabalho.

A Tricia Maria Ferreira de Sousa Oliveira e Andrea Higa Nakaghi que tiveram
paciéncia e iniciaram minhas praticas em biologia molecular.

Ao Marcos Rogério André (Marquinhos) por toda ajuda desde meu primeiro dia
no laboratério, pelo profissional excelente que vocé é e que eu tenho o privilégio de
desfrutar e, claro, pela amizade que tanto prezo.

A Carla Roberta Freschi pela amizade que eu tanto considero, por toda ajuda,
inclusive na banca de qualificacdo, por ter com quem trocar conhecimentos e também



dividir todas as alegrias, risadas e, inevitavelmente, compartilhar as angtstias que
acontecem no ambiente de trabalho.

A Meire Seki Carrasco pelas ajudas, incentivo e amizade. Uma pessoa
maravilhosa que tive o privilégio de conhecer e conviver.

Ao grupo do laboratério que ainda tenho, ou ja tive, o prazer de compartilhar
diariamente a companhia e que tantas vezes também me auxiliaram: Marquinhos, Carla,
Meire, Rafaela (CBPV), Mércia Teixeira, Ana Carolina Trompieri (Xucruts), Mayra, Luis,
Bia, Tamires, Vanessa, Tricia, Andreinha Higa, Adriano Carrasco, Carindo, e Arvelino.

As minhas amigas e amigos que tenho a mais profunda estima. Acredito que a
grande maioria sabe a importancia que tem na minha vida e como os considero minha
familia em Jaboticabal: Leticia, Fernanda, Margoto, Analué (Valita), Cintia (Foguinho),
Aline (Kokotinha), Suzana (Choéia), Fabricio (Bgay-cola), Thiago (Nogento) e Mateus.

A todas essas pessoas, além de meus agradecimentos também lhes desejo:

“Que Deus nos abengoe e acompanhe sempre, que nossos desejos se tornem realidade,
que sempre facamos para os outros e deixemos que os outros fagam por nds. Que cada
um construa uma escada para as estrelas e suba cada degrau, que crescamos para
sermos justos e verdadeiros, que sempre saibamos a verdade e vejamos as luzes ao
nosso redor, que sejamos sempre corajosos, fiquemos em pé e fortes, que nossas maos
estejam sempre ocupadas que nossos pés sejam sempre rdpidos, que tenhamos uma
base forte quando os ventos das mudancas voltarem. Que nossos coragdes sejam sempre
felizes, que nossa cangdo seja sempre cantada, e que fiquemos eternamente jovens!” (Bob
Dylan)



SUMARIO

LISTADE FIGURAS..... ..ottt iX
RESUMO ... .ottt ettt et e e e e e eb e s eneeeas Xii
SUMMARY ..ottt ettt e e e s saae e et e e enbee s eneeeenneeas Xiii
1. INTRODUGAO. ...ttt en e 1
2. REVISAO DE LITERATURA . ......ovoteeeeeeeeeeeeee e 3
3. OBUETIVOS. ...ttt a e 10
3.1 ObJEtiVO Geral...ccci i 10
3.2 Objetivos €SPECITICOS. ...uuiiiiiiiiiieiiiiei e 10
4. MATERIAL E METODOS........ooveeeerieereeeeee e 11
4.1 AMOSIIAS. e 11
4.1.1. Soros de cées controles (Grupo A)......cccueeeeeeeieerieeiiiiieeeen. 11
4.1.2. Animais naturalmente infectados (Grupo B).........cccccveeeeeeenn. 11
4.1.3. Cées vacinados (Grupo C)......ooevveiiiiiiieiieeeee e 11
4.2. Reacgéao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)..........ccccciieeneennnn. 12
4.2.1. Preparo do antigeno........ccoooeiiiieiieieee e 12
4.2.2. DescCricao da reacao........cccuuuvieeiiieei e 12
4.3. Ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA teste)........cccccvviiieeennns 13
4.3.1. Preparagéao do antigeno total soluvel de Leishmania
CRAQGASI. ..ot a e e 13
4.3.2. DescCricao da reacao........ccuurriieeiieeeieeiiiiie e 14
4.4. Obtengdo do gene A2 isolado em L. chagasi.........ccccceevvcuveeneanee. 14

4.5. Producao do antigeno recombinante A2..........ccccooeeeeeeeeeeiciieneee. 15

Pagina



4.5.1. Minipreparacao de DNA plasmidial (Método da lise
= (o= | 1] = ) RS 15

4.5.2. Amplificacdo do DNA de A2 de L. chagasi através da reagédo em

cadeia pela polimerase (PCR)......oooiiiiiii e 16

4.5.3. Purificagédo do fragmento génico amplificado por PCR......... 17

4.5.4. Quantificagédo do fragmento purificado..........cccccoevivveerninnnn. 17

4.5.5. Vetor de clonagem pGEM T-Easy..........cccoiiiiiieeiiiiiinie 18

4.5.6. Reacao de ligagdao com o vetor de clonagem pGEM T-
= 1SR 19

4.5.7. Transformagéao das células competentes de Escherichia coli One Shot
Match 1™ T1R e 19

4.5.8. Andlise e selecao dos clones recombinantes.............cc........ 20

4.5.9. Digestao e purificacdo do pGEM-A2 e do vetor de expressao pET

P2 7= TN 21

4.5.10. Subclonagem do gene A2 no vetor de expressdo pET
P2 - TP 22

4.5.11. Transformacdo das diferentes células competentes de Escherichia
coli: BL21 (DE3), ER 2566 e Rosetta............cocociiiiiiieiiiii 23

4.5.12. Andlise e selecao dos clones recombinantes..................... 24

4.5.13. Producéo de His6_A2 em pequena escala..............ccuuuueee. 25

4.5.14 Producéo de His6_AZ2em grande escala.............ccccvvveeeeennn. 25

4.5.15. Purificacdo da proteina recombinante por cromatografia de
= 11 o F= o = SR 26

4.6. Imunizacao dos CamMUNAONJOS......cccueeiiiiiiiiriiiieeeeeeeeeereieieeeeee s 26

4.7. Andlise da proteina His6_A2 em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE). .. ettt 27

4.8 Reatividade da proteina His6-A2 pelo Western-blotting................ 28

4.9. Andlise da imunogenicidade de His6-A2 por Dot-ELISA e Western-
o]0 ] 111 oo ST SP PP PP PR 29



4.10.1. Preparo do antigeno recombinante.........c.ccccueeeiiiiieneennnee. 30

410.2. Dose de reatividade otima de antigeno, soro e

(o0 01U To F= Lo [o T PO PP PP 30
4.10.3. Tratamento dos dadoS........ccceeeiiiiiiiiiiiiiieeee e 31

5. RESULTADOS. ...ttt ettt e et e e e eeeeenes 32

5.1. Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)...........cccciviieeeeenn. 32

5.1.1. RIFI dos animais soropositivos, soronegativos para Leishmania sp e
dos soros dos animais vacinados.............eeueeemereninineeaneee e 32
5.2. ELISA indireto com antigeno soluvel total ..o, 32

5.2.1. ELISA dos animais com diagnostico soroldgico positivo para

L@ISAMANIA SP ...t 32
5.2.2. ELISA dos animais vacinados.........cccccceeeeeveicniiieeieeeeee e 33
5.2.3. ELISA dos animais soronegativos...........ccueereeiiieeeeiiniinenens 33
5.3. Producéo do antigeno recombinante A2............ccccccveeereeeeeniennns 33
5.3.1. Amplificacdo do gene A2 de L. chagasi pela PCR................ 33
5.3.2. Reacdo de ligacdo com o vetor de clonagem pGEM-T
B Sy e 34
5.3.3. Sequenciamento e analise dos clones recombinantes......... 34

5.3.4 Reacdo de ligacdo com o vetor de clonagem e expressdao pET-

P22 - WSS 35
5.3.5. Andlise da producéo de His6_A2 em E. COli.......c.ccceeeeennnn.en. 37
5.3.6. Andlise da proteina recombinante His6_A2 por Western-
o] (o)A 1] T TSP P PP PPPPPRPRPPPPR 39
5.4. Imunizacdo de camundongos com His6_A2............ccccviviieeennnnn. 40
5.5. Teste de ELISA indireto com antigeno recombinante His6_AZ2....43
B. DISCUSSAD. ...ttt 45
7. CONCLUSOES.......ooouiiiiiiieirecie et 48

8. REFERENCIAS . ..o e 49



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Mapa fisico do vetor de clonagem em E. coli pGEM-T Easy (Promega)......17

Figura 2. Mapa do vetor de expressdo pET-28a (Novagen).......cccccoevuieeeeiiriiiiiieeeenene 22

Figura 3. Fragmentos obtidos pela PCR, utilizando-se o par de oligonucleotideos A2b e A2c.
Linha 1: padrdo 100pb (Invitrogen®). Linhas de 2 a 5: Reacao dos primers A2b e A2c
com o clone recombinante no vetor pGEM-T Easy (a regido marcada corresponde a
regiao extraida do gel para clonagem). Linha 6: Controle
NEQALIVO. .ttt 33

Figura 4. Fragmentos obtidos pela clivagem do vetor pGEM ap6s reacao de ligagdo com o
fragmento A2 obtido da PCR com os primers A2b e A2c, utilizando-se as
endonucleases EcoRl e Ndel. Linha 1: padrdo 100pb (Invitrogen®). Linhas 2 e 3:
Controles negativos. Linhas de 4 a 6: DNA plasmidial extraido de diferentes col6nias de
bactérias para clivagem utilizando as enzimas de restricao para simples conferéncia de
que 0 fragmento encontrava-se no

Figura 5. Fragmentos obtidos pela PCR, utilizando-se o par de oligonucleotideos A2b e T7
promoter. Linha 1: padrdo 100pb (Invitrogen®). Linha 2: Colénia 01 da One Shot
Match (pET28a_A2). Linha 3: Colénia 02 da One Shot Match (pET28a_A2). Linha 4:
Colénia 03 da One Shot Match (pET28a_A2). Linha 5: Colénia 04 da One Shot Match
(pET28a_A2). Linha 6: Col6nia 05 da One Shot Match (pET28a_A2). Linha 7: Colbnia
06 da One Shot Match (pET28a_A2). Linha 8: Colénia 07 da One Shot Match
(PET28a_A2). Linha 9: Colonia 08 da One Shot Match (pET28a_A2). Linha 10:
Coldnia 09 da One Shot Match (pET28a_A2). Linha 11: Colénia 10 da One Shot
MatCh (PET288_A2)....ceieeiieieee ettt e e e ee e e e e neeeeee s 35

Figura 6. Fragmentos obtidos pela PCR, utilizando-se o par de oligonucleotideos A2b e T7
promoter. Linha 1: padrdo 100pb (Invitrogen®). Linha 2: Colénia 03 da One Shot
Match (pET28a_AZ2). Linha 3: Coldnia 05 da One Shot Match (pGEM_A2). Linha 4:
Colbnia 02 da BL21 (pET28a_AZ2). Linha 5: Colénia 03 da BL21 (pET28a_A2). Linha
6: Colonia 04 da BL21 (pET28a_A2). Linha 7: Colbnia 05 da BL21 (pET28a_A2).
Linha 8: Colbnia 02 da ER 2566 (pET28a_A2). Linha 9: Colbnia 03 da ER 2566
(pET28a_A2). Linha 10: Colénia 04 da ER 2566 (pET28a_A2). Linha 11: Coldnia 05



da ER 2566 (pET28a_A2). Linha 12: Col6nia 02 da Rosetta (pET28a_A2). Linha 13:
Colénia 03 da Rosetta (pET28a_A2). Linha 14: Controle negativo.............. 36

Figura 7. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (A) e Western-blotting (B) da proteina His6_A2. As
amostras correspondem, respectivamente: Linha 1, Marcador de peso molecular de
proteinas (Fermentas). Linha 2: extrato de E. coli ER 2566 transformada com a
construcao plasmidial pET28a_A2 apés 3 horas de adi¢ao de IPTG (1,5 mM). Linha 3:
extrato de E. coli ER 2566 transformada com a construcao plasmidial pET28a_A2 apds
3 horas sem adicdo de IPTG. Linha 4: extrato de E. coli Rosetta transformada com a
construcao plasmidial pET28a_A2 apéds 3 horas de adi¢éo de IPTG (1,0 mM). Linha 5:
extrato de E. coli Rosetta transformada com a construcao plasmidial pET28a_A2 apés 3
horas de adicdo de IPTG (0,5 mM). Linha 6: extrato de E. coli Rosetta transformada
com a construcao plasmidial pET28a_A2 apds 3 horas de adicao de IPTG (1,5 mM).
Linha 7: extrato de E. coli Rosetta transformada com a construgdo plasmidial
pET28a_A2 apds 3 horas sem adicao de IPTG. Linha 8: extrato de E. coli BL21 (DES3)
transformada com a construgao plasmidial pET28a_A2 ap6s 3 horas de adicao de IPTG
(1,0 mM). Linha 9: extrato de E. coli BL21 (DE3) transformada com a construcao
plasmidial pET28a_A2 apds 3 horas de adigédo de IPTG (0,5 mM). Linha 10: extrato de
E. coli BL21 (DE3) transformada com a construcao plasmidial pET28a_A2 apds 3 horas
de adicao de IPTG (1,5 mM). O gel SDS foi corado com Comassie Birilliant Blue R-250 e
a membrana de western-blotting foi incubada com anticorpo monoclonal anti-
POIHISHAING. ... e e 37

Figura 8. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (A) e Western-blotting (B) da proteina His6_A2. As
amostras correspondem, respectivamente: Linha 1, Marcador de peso molecular de
proteinas (Fermentas). Linha 2: extrato de E. coli BL21 (DE3) transformada com a
construcao plasmidial pET28a_A2 apdés 3 horas sem adicao de IPTG. Linha 3:
extrato de E. coli ER 2566 transformada com a construgdo plasmidial pET28a_A2
apés 6 horas de adicdo de IPTG (1,0 mM). Linha 4: extrato de E. coli ER 2566
transformada com a construgdo plasmidial pET28a_A2 ap6s 6 horas de adicdo de
IPTG (0,5 mM). Linha 5: extrato de E. coli ER 2566 transformada com a construgao
plasmidial pET28a_A2 apds 6 horas de adigéo de IPTG (1,5 mM). Linha 6: extrato de
E. coli ER 2566 transformada com a construcao plasmidial pET28a_A2 apds 6 horas
sem adicdo de IPTG. Linha 7: extrato de E. coli Rosetta transformada com a
construcao plasmidial pET28a_A2 apés 6 horas de adicdo de IPTG (1,0 mM). Linha
8: extrato de E. coli Rosetta transformada com a construcao plasmidial pET28a_A2
apés 6 horas de adicdo de IPTG (0,5 mM). Linha 9: extrato de E. coli Rosetta
transformada com a construgdo plasmidial pET28a_A2 apds 6 horas de adicdo de
IPTG (1,5 mM). Linha 10: extrato de E. coli Rosetta transformada com a construgéo
plasmidial pET28a_A2 apés 6 horas sem adi¢ao de IPTG. O gel SDS foi corado com
Comassie Brilliant Blue R-250 e a membrana de western-blotting foi incubada com
anticorpo monoclonal anti-
POIHISHAING. ... e 38

Figura 9. Banda protéica correspondente a proteina recombinante His6-A2 em membrana de
nitrocelulose incubada com anticorpo monoclonal Anti-His pelo Western-blotting. As
amostras correspondem, respectivamente: Linha 1: Marcador de peso molecular de



proteinas (Fermentas). Linha 2: extrato de E. coli BL21 (DES3) transformada com a
construcao plasmidial pET28a_A2 apds 3 horas de inducao com IPTG (0,5mM).
Linha 3: extrato de E. coli BL21 (DE3) transformada com a construcdo plasmidial
pET28a_A2 apds 3 horas sem adigao de IPTG. Linha 4: extrato de E. coli ER 2566
transformada com a construcao plasmidial pET28a_A2 apés 6 horas de indugcao com
IPTG (0,5mM). Linha 5: extrato de E. coli ER 2566 transformada com a constru¢éo
plasmidial pET28a_A2 apés 6 horas sem inducao de IPTG. Linha 6: extrato de E. coli
Rosetta transformada com a construcdo plasmidial pET28a_A2 ap6s 6 horas de
inducdo com IPTG (0,5mM). Linha 7: extrato de E. coli Rosetta transformada com a
construcao plasmidial pET28a_A2 apods 6 horas sem inducado de IPTG. Linha 8:
proteina A2 purificada obtida da célula BL21 (DE3) ap6s 3 horas de indugdo com
IPTG (0,5mM). Linha 9: proteina A2 purificada obtida da célula Rosetta apds 6 horas
de indugao com IPTG (0,5mM). Linha 10: proteina A2 purificada obtida da célula ER
2566 apés 6 horas de inducéo com IPTG

Figura 10. A: Reatividade da proteina His6_A2 purificada expressa pela BL 21 (DE3) no Dot-
ELISA com soro de camundongos. B: Reatividade da proteina His6_A2 purificada
expressa pela ER 2566 no Dot-ELISA com soro de camundongos. C: Reatividade
da proteina His6_A2 purificada expressa pela Rosetta no Dot-ELISA com soro de
camundongos. Todos os numeros 1, 2 e 3: soros dos camundongos 1, 2 e 3
respectivamente, inoculados com a proteina recombinante obtida da célula BL 21
(DE3), apés 3 horas de indugdo. Todos os numeros 4, 5 e 6: soros dos
camundongos 4, 5 e 6 respectivamente, inoculados com a proteina recombinante
obtida da célula BL 21 (DE3), apds 12 horas de indug&o. Todos os numeros 7, 8 e 9:
soros dos camundongos 7, 8 e 9 respectivamente, inoculados com a proteina
recombinante obtida da célula ER 2566, ap6s 12 horas de inducdo. Todos os
ndameros 10, 11 e 12: soros dos camundongos 10, 11 e 12 respectivamente,
inoculados com a proteina recombinante obtida da célula Rosetta, apds 12 horas de
indugé@o. Todos os numeros 13: soros controles de camundongos néo inoculados
com a proteina recombinante A2.......... 40

Figura 11. Reatividade da proteina His6_A2 pelo Western-blotting. Linha 1: Marcador de peso
molecular de proteinas (Fermentas); Linhas 2 a 4: reagdo dos soros de trés
camundongos, inoculados com a proteina recombinante obtida da célula BL21
(DES3), apés 3 horas de indugao, frente a proteina His6_A2 purificada; Linha 5 a 7:
reacdo dos soros de trés camundongos, inoculados com a proteina recombinante
obtida da célula ER 2566, apdés 3 horas de inducdo, frente a proteina His6_A2
purificada; Linha 8 a 10: reacao dos soros de trés camundongos, inoculados com a
proteina recombinante obtida da célula BL21 (DE3), ap6s 12 horas de inducgao,
frente a proteina His6_A2 purificada..........ccceeieiiiiiiiiiiicceec e 41

Figura 12. Reatividade da proteina His6_A2 pelo Western-blotting. Linha 1: Marcador de peso
molecular de proteinas (Fermentas); Linhas 2 a 4: reacdo dos soros de trés
camundongos, inoculados com a proteina recombinante obtida da célula Rosetta,
apo6s 3 horas de indugéo, frente a proteina His6_A2 purificada; Linha 5 a 6: reagéao
dos soros de dois camundongos, inoculados com a proteina recombinante obtida da



célula BL21 (DE3), ap6s 3 horas de inducao, frente a proteina His6_A2 purificada;
Linha 7: reagdo dos soros de um camundongo, inoculado com a proteina
recombinante obtida da célula ER 2566, apds 3 horas de inducéo, frente a proteina
His6_A2 purificada; Linha 8 a 9: reacdo dos soros de dois camundongos,
inoculados com a proteina recombinante obtida da célula Rosetta, apds trés horas
de inducao, frente a proteina His6_A2 purificada; Linha 10: reacdo do soro de
camundongo nao inoculado frente a proteina His6_A2
o181 {e=To I- VPR PRSI 41

Figura 13. Numero de soros de caes parasitologicamente positivos (n=27, Grupo B), soros de
caes vacinados (n=30, Grupo C) e soros de caes soronegativos (n=36, Grupo A)
triados em niveis de densidade éptica (DO) pelo ELISA  His-



EXPRESSAO EM Escherichia coli DE UMA PROTEINA RECOMBINANTE DO GENE
A2 DE Leishmania chagasi E UTILIZACAO DESTA PROTEINA NO DIAGNOSTICO
DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

RESUMO - A leishmaniose visceral € uma zoonose, considerada como uma entre
seis doencas tropicais mais importantes nos paises em desenvolvimento. O agente
etioldgico da enfermidade no Brasil, a Leishmania chagasi, é transmitida pela picada do
flebotomineo Lutzomyia longipalpis, que adquire o parasito ao realizar o hematofagismo
em animais infectados. No ambiente doméstico, o cdo é considerado o principal
reservatorio da leishmaniose visceral e, em consequéncia disso, € também o principal
alvo das campanhas de controle da forma humana da doenca. Neste trabalho foi
avaliado o potencial diagnostico para a leishmaniose visceral canina de um antigeno
recombinante, produzido a partir do gene de uma proteina, isolado em L. chagasi,
amostra Jaboticabal. O gene isolado apresenta similaridade com a familia A2 de L.
chagasi e foi expresso utilizando o vetor pET28a em E. coli. A proteina de 11 KDa
expressa, foi avaliada pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA). O ELISA com o antigeno
recombinante His6_A2 detectou anticorpos anti-A2 em 52% dos caes infectados com L.
chagasi. Enquanto que, 67% dos soros de animais vacinados e 65% dos animais de
areas-nao endémicas, foram negativos pelo ELISA_A2. Os testes de Western-blotting e
Dot-ELISA realizado com soros de camundongos inoculados com essa proteina His_A2
demonstrou resultados positivos de antigenicidade e imunogenicidade. Todos os

sequenciamentos de DNA mostraram homologia com genes da familia A2.

Palavras-chaves: Leishmania chagasi, A2, pET 28a, diagnostico, Escherichia coli.



EXPRESSION IN E. coli OF A RECOMBINANT PROTEIN FROM A2 GENE OF
Leishmania chagasi AND USE OF THIS PROTEIN IN DIAGNOSIS OF CANINE
VISCERAL LEISHMANIASIS

SUMMARY - Visceral leishmaniasis is a zoonosis and one of six most important
tropical diseases in developing countries. The causative agent of the disease in Brazil,
Leishmania chagasi, is transmitted by the bite of the sandfly Lutzomyia longipalpis, who
acquired the parasite biting infected animals. In domestic environment, the dog is
considered the main reservoir of visceral leishmaniasis, and in consequence it is also
the main target of campaigns to control the disease in human beings. This study
evaluated the potential of a recombinant antigen produced from the A2 gene Jaboticabal
strain L. chagasi for diagnosis of canine visceral leishmaniasis (LVC). The isolated gene
showed similarity with L. chagasi family A2 gene, and was expressed using pET28a
expression vector in E. coli. The 11-kDa protein expressed was evaluated by enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) using known positive and negative sera,
previously tested by Indirect Immunofluorescence Assay (IFA). The His-A2 recombinant-
antigen detected anti-A2 antibodies in 52% of L. chagasi infected dogs. Seventy-seven
percent of vaccinated dogs and 65% of dogs from non-endemic areas were both
negative by A2-ELISA. The antigenicity and immunogenicity of the expressed protein
was confirmed by Western blot and Dot-ELISA assays, performed using sera from mice

inoculated with this protein.

Keywords: Leishmania chagasi, A2, pET 28a, diagnostic, Escherichia coli.



1. INTRODUCAO

As medidas de controle da leishmaniose visceral visam os trés elementos da
cadeia de transmissdo: os vetores (flebotomineos), o reservatorio principal (caes
domésticos) e o0 homem doente (CASTRO et al., 1996). A eliminacao do cao positivo
para leishmaniose, com sinais clinicos ou ndo, € o ponto mais controverso, mesmo
sendo este o principal reservatério doméstico. Veterinarios e sociedades protetoras de
animais tém questionado a eutandsia de cées positivos. Porém, nao existe um
tratamento comprovado que elimine definitivamente o parasito do organismo canino,
evitando que este seja fonte de infeccdo para os flebotomineos e consequentemente
para o homem (SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997).

O impacto da remogao dos caes soropositivos para leishmaniose, no Brasil, tem
sido questionado por varios autores devido a sua eficicia dubia, custo e resisténcia dos
proprietarios a aderir ao controle (PALATNIK de SOUSA et al., 2001). A utilizagéo de
uma vacina profilatica humana ou canina poderia representar uma forma de controle
eficiente da enfermidade (BORJA-CABRERA et al., 2002).

Varios estudos foram conduzidos na tentativa de criar uma vacina para a
leishmaniose canina e atualmente ha duas vacinas comercializadas, a Leishmune®
(Fort Dodge) e a Leish-Tec® (Hertape Calier). Porém, ambas apresentam restricoes.
A primeira, Leishmune, consiste de antigeno purificado (FML — Fucose Manose
Ligand), feito de um extrato inativado de Leishmania donovani, e impossibilita
diferenciar animais vacinados de animais infectados. Portanto, o uso dela € restrito a
clinicas veterinarias, e o0 médico veterinario que utiliza-la é responsavel pelo teste

sorologico do animal, que deve ser negativo para a enfermidade antes da vacinacao.



Uma vez vacinado, o cao serd soropositivo para leishmaniose e estara sujeito as
normas de controle da doenca impostas pelo Ministério da Saude, ou seja, o
sacrificio de todos os caes soropositivos (WERKHAUSER, 2004). Enquanto que a

Leish-Tec ainda necessita estabelecer a taxa de protecdo em areas endémicas.

Antigenos recombinantes tém sido testados como antigenos alternativos para o
diagnostico da leishmaniose visceral e outras doengas em medicina veterinaria,
sendo uma étima fonte para o desenvolvimento de testes diagndsticos simples,
rapidos, especificos que possam ser utilizados a campo e que também possam

diferenciar animais naturalmente infectados de animais imunizados.

Cabe ressaltar que Oliveira et al. (2010) clonaram, pela primeira vez no Brasil, o
gene da proteina A2 de um isolado de L. chagasi, no laboratério de

Imunoparasitologia, do departamento de Patologia Veterinaria, na FCAV Unesp
Jaboticabal, a qual podera também ser utilizada no diagnéstico da leishmaniose

visceral canina.

O estudo de genes obtidos em L. chagasi e a producao de proteinas, a partir desses
genes, sao de grande interesse para um maior conhecimento sobre a biologia desse
parasita. Proteinas da familia A2 sdo de especial importancia para diagnéstico de
LVC, uma vez que sao exclusivas da fase amastigota, podendo auxiliar no
diagnéstico entre animais vacinados daqueles naturalmente infectados. De modo
que, a partir do gene A2, isolado em L. chagasi, foi expressa e purificada uma

proteina. Essa proteina foi testada no diagnéstico sorolégico da leishmaniose



visceral canina, na tentativa de se obter um teste ndo sé mais especifico da doenga,

mas que também pudesse diferenciar animais infectados de animais imunizados.

2. REVISAO DE LITERATURA

A leishmaniose visceral, também conhecida como Calazar, no Brasil é uma
zooantroponose, causada por um protozodrio do género Leishmania (CASTRO, 1996).

As primeiras observacdes e descricdes de protozoarios do género Leishmania
foram feitas no fim do séc. XIX e, atualmente, sdo descritas cerca de trinta espécies
neste género. Todas as espécies sao morfologicamente muito semelhantes entre si,
porém, sdo responsaveis pela ocorréncia de enfermidades com caracteristicas clinicas
e epidemiolégicas bastante diferentes (REY, 2005). Pertencentes a Ordem
Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae e divididas em subgéneros, complexos,
espécies e subespécies; a espécie Leishmania chagasi, do complexo Donovani,
subgénero Leishmania é a espécie responsavel pela ocorréncia da leishmaniose
visceral no Brasil (NEVES, 2005).

A transmissao dos parasitas para os hospedeiros vertebrados ocorre pela picada
do inseto vetor. Diferentes espécies de flebotomineos hematéfagos, pertencentes ao
género Lutzomyia, sao os transmissores das leishmanioses na América e, assim como
os reservatoérios, os vetores também mudam de acordo com a espécie de Leishmania
(FUNASA, 1999). Os flebotomineos sdao mosquitos de tamanho bastante reduzido,
cerca de 2 a 3 mm, com habitos peridomésticos e intradomiciliares, que fazem seu ciclo
larvar na matéria organica umida. Fato que dificulta o combate desses vetores (SANTA
ROSA & OLIVEIRA, 1997).

O vetor da leishmaniose visceral no Brasil € o Lutzomyia longipalpis, porém,
trabalhos recentes mostram o possivel envolvimento de outras espécies de Lutzomyia
na transmissao da leishmaniose visceral em areas nao endémicas da América do Norte
e do Sul (TRAVI et al., 2002).



Leishmanias sao parasitos digenéticos (heteroxenos) e apresentam duas formas
durante seu ciclo biologico: a forma promastigota, encontrada no tubo digestivo anterior
do inseto vetor, e a forma amastigota, observada no interior de células do sistema
mononuclear fagocitario do hospedeiro vertebrado. Ao se alimentar em um hospedeiro
vertebrado infectado, o flebotomineo ingere formas n&o flageladas do parasita
(amastigotas), encontradas no interior dos macréfagos. No tubo digestivo anterior do
inseto vetor, as formas amastigotas passam a ser flageladas e sdo denominadas
promastigotas. As formas promastigotas prendem-se a parede intestinal do fleb6tomo e
se multiplicam. Em poucos dias, o intestino anterior fica repleto de promastigotas.
Quando realiza novamente o repasto sanguineo, o flebotomineo pode infectar a pele do
hospedeiro vertebrado, regurgitando as formas promastigotas. As promastigotas séao
entdo fagocitadas pelos macrofagos da pele e perdem o flagelo, multiplicando-se em
amastigotas no interior dessas células (REY, 2001; STRAUSS, 2001).

A leishmaniose visceral era considerada uma enfermidade silvestre ou de
ambiente rural, e a ocorréncia da enfermidade estava associada a esses ambientes e
as criangas (SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997). Porém, surtos e epidemias de
leishmaniose visceral tém sido observados em grandes centros urbanos do Brasil
(FEITOSA et al., 2000; SILVA et al., 2001; NUNES et al., 2001; FRANCA-SILVA et al.,
2003). Até o momento, ndo ha hipbéteses ou explicacdes suficientes para o processo de
urbanizagédo dessa doenca (COSTA, 2008).

A urbanizacdo da leishmaniose visceral no Brasil iniciou-se em Teresina, Piaui.
No ano seguinte, o processo de urbanizacdo apareceu em Sao Luis (Maranhao) e
Montes Claros (Minas Gerais) e depois disso espalhou-se para diversas outras cidades
com mais de cem mil habitantes, além de uma infinidade de cidades menores. As
epidemias ocorreram na seguinte ordem nestas cidades: Natal (Rio Grande do Norte)
(JERONIMO et. al., 1994), Belo Horizonte (SILVA et al., 2001) e Montes Claros (Minas
Gerais), Corumba e Campo Grande (Mato Grosso do Sul), Aracaju (Sergipe), Caxias e
Imperatriz (Maranhao), Jequié (Bahia), Aragatuba e Bauru (Sao Paulo), Varzea Grande
(Mato Grosso), Palmas (Tocantins) e agora Fortaleza (Ceara), Brasilia (Distrito Federal)
e Piracicaba (Sao Paulo) (Ministério da Saude, 2007).



O aumento do numero de casos da doenca em areas urbanas pode ser explicado
pelo intenso processo migratério de populacdes rurais para a cidade e pelas alteragdes
ambientais dos ultimos anos. A formagao de favelas, com infra-estruturas minimas de
saneamento basico e com grandes densidades populacionais humanas e caninas
favoreceu a reproducdo do vetor e fez com que, ao invés de ser mais prevalente em
areas rurais, a leishmaniose visceral se tornasse comum na periferia de algumas
grandes cidades do Brasil (SILVA et al., 2001; STRAUSS, 2001).

Estima-se que a ocorréncia anual de casos de leishmaniose visceral em seres
humanos, em todo o mundo, seja da ordem de 500 mil casos, sendo mais de 90% dos
casos no Brasil, Blangladesh, india e Suddo (WHO, 2010). Nos ultimos dez anos, houve
uma média de 3.156 casos de leishmaniose visceral humana por ano, com uma
incidéncia de dois casos/100.000 habitantes (BRASIL, 2006).

No ambiente doméstico, o cao € considerado o principal reservatério
epidemiolégico, sendo de grande importancia na manutencao do ciclo da doenca. A
importancia dos cdes advém do fato da leishmaniose visceral canina ser bem mais
prevalente que a humana e por estes apresentarem uma maior quantidade de parasitas
na pele, o que favorece a infeccdo dos vetores (TRAVI et al. 2001; VERCOSA et al.
2008). O trabalho de Queiroz, et al. (2010) mostrou ainda que nao apenas tecidos dos
cées sintomaticos como também os assintomaticos e oligossintomaticos apresentavam
parasitas na pele, confirmados por imuno-histoquimica e PCR.

Outra mudanca importante na epidemiologia da leishmaniose visceral € o numero
de pessoas com mais de quinze anos que contraem a doencga. Tradicionalmente, o
principal grupo de risco para a doenga era o de criangas jovens, frequentemente
associados a desnutricdo. Com o surgimento do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), a leishmaniose visceral tem aparecido como uma importante e frequente infec¢ao
secundaria fatal em pessoas imunodeprimidas (STRAUSS, 2001).

A gravidade dos sinais clinicos no cao depende do tipo de resposta imunolégica
apresentada pelo hospedeiro, estando, portanto, relacionada a fatores genéticos
associados aos hospedeiros. A resposta imune humoral na leishmaniose canina € muito

exuberante, entretanto, ela é deletéria e ndo protetora. Por ser um parasito intracelular



obrigatério, as defesas do hospedeiro dependem de uma resposta imune celular.
Naturalmente, tanto a resposta imune humoral como a celular estdo envolvidas e a
gravidade e variedade dos sinais clinicos da doenga dependem do equilibrio entre
essas duas respostas (POCAI et al., 1998; FEITOSA et al., 2000; ROITT, 2003).

Estudos demonstram que a resisténcia a infec¢do por este parasito é associado
com o desenvolvimento de resposta imune celular do tipo Th1, enquanto a
susceptibilidade e a progressao da doenca estao relacionadas com a resposta do tipo
Th2 (SCOTT et al., 1989). O desenvolvimento do fenétipo de resisténcia esta associado
com a presenga citocinas como interferon-gama (IFN-y), interleucina-2 (IL-2),
interleucina-12 (IL-12) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que atuam no combate
ao parasita. Altos niveis de imunoglobulinas da subclasse IgG2 também esta associada
a resisténcia dessa infeccdo (OLIVEIRA DA SILVA et al., 2001).

No entanto, a resposta do tipo Th2, favoravel ao desenvolvimento da doenca,
esta relacionada a um aumento na produgao de citocinas como a interleucina-4 (IL-4),
interleucina-5 (IL-5), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10) e interleucina-13 (IL-13)
(HEINZEL et al., 1989; HEINZEL et al., 1993; SCHARTON & SCOTT, 1993; SYPEK et
al. 1993; BELKAID et al., 2001; JONES et al., 2000; JI et al., 2002).

A forma classica da leishmaniose canina tem sido descrita como inicialmente
acompanhada por febre, descamacao da pele e eczema, particularmente no espelho
nasal e orelha, pélo opaco, pequenas ulceras rasas, localizadas mais frequentemente
nas orelhas, focinho, cauda e articulagcbes. Com grande frequéncia, observa-se nas
fases mais adiantadas da doenca, esplenomegalia, linfoadenopatia, alopecia,
dermatites, Ulceras de pele, onicogrifose, ceratoconjutivite, coriza, apatia, diarréia,
hemorragia intestinal, edema de patas, vémito e hiperqueratose. Na fase final da
infeccdo, geralmente acontece paralisia das patas posteriores, caquexia, inanicao e
morte (REY, 2005). Sdo descritas também, uma forma de evolucdo aguda da doenca
que leva o animal a ébito em pouco tempo, e uma latente, na qual caes infectados
podem n&o apresentar sinais clinicos da doenga por um longo periodo de tempo
(SLAPPENDEL & GREENE, 1990; FEITOSA et al.,, 2000). Dessa forma, pode-se

agrupar os céaes infectados em assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos de



acordo com os sinais clinicos que apresentam (MANCIANTI et al.,, 1996). Os caes
assintomaticos, geralmente 20 a 40% de uma populagédo soropositiva, podem viver até
sete anos sem apresentar sinais clinicos da infeccdo (SANTA ROSA & OLIVEIRA,
1997; FEITOSA et al. 2000).

Por ser uma doencga de notificacdo compulséria, o diagnostico da leishmaniose
visceral deve ser o mais preciso possivel. Porém, o diagnéstico da leishmaniose
visceral canina € complicado devido a variedade de sinais clinicos, ao grande numero
de animais assintomaticos e a auséncia de um teste 100% especifico e sensivel
(GENARO, 1993).

Trés tipos de testes sdo utilizados no diagnéstico do Calazar: testes
parasitoldgicos, soroldégicos e moleculares. A forma mais segura de diagnéstico é a
observacao direta do parasito em esfregacos de linfonodo, medula éssea, aspirado
esplénico, bidpsias hepaticas e esfregacos sanguiineos corados, porém, a sensibilidade
destes testes depende do tipo de material bioldégico colhido, grau de parasitemia e
tempo de leitura da lamina (GENARO, 1993). A reacdao em cadeia pela polimerase
(PCR), apresenta sensibilidade e especificidade préximas a 100% quando realizada
corretamente, porém seu custo é alto, fato que dificulta seu uso em larga escala
(ROURA et al., 1999).

As provas soroldgicas sdo muito uteis na deteccao da leishmaniose, pois animais
infectados desenvolvem altos titulos de IgG anti-Leishmania. Entretanto, os testes
sorolégicos devem ser interpretados com cautela, pois podem gerar resultados falso-
positivos ou falso-negativos (SLAPPENDEL & GREENE, 1990; FERRER et al., 1995;
SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997).

Resultados falso-positivos em testes sorolégicos para L. chagasi sao observados
principalmente em seres humanos infectados por L. braziliensis ou Trypanosoma cruzi
quando os testes sdo realizados utilizando-se antigenos nao purificados do parasito
(GUIMARAES et al., 1986; SUNDAR & RAIl, 2002). Em caes, suspeitava-se da
ocorréncia de resultados falso-positivos para Leishmania em animais infectados por

Ehrlichia canis ou Babesia canis, porém o trabalho de Oliveira et al. (2008) mostrou que



essa reatividade cruzada nao ocorre, existindo, no entanto, co-infeccao para os trés
agentes.

Reagentes especificos e ferramentas moleculares tém sido utilizadas para a
investigacdo detalhada da leishmaniose canina. Avangos importantes tém sido feitos na
elucidacao a epidemiologia e patologia da doenga, conduzindo ao desenvolvimento de
novos métodos diagndsticos e medidas de controle contra a infec¢ao, tais como coleiras
para caes impregnadas com inseticida, novas drogas e protocolo de tratamentos e
segunda geracgao de vacinas, com a expectativa ndo somente de reduzir a doenga entre
cées, mas também a incidéncia da leishmaniose visceral humana (ALVAR et al., 2004).

Antigenos recombinantes como o “A2” e o “K39” estdo sendo avaliados na
tentativa de substituir os de preparacdes naturais de parasitas em testes soroldgicos
(CARVALHO et al., 2002).

A expressao de proteinas em E. coli apresenta um conjunto consideravel de
vantagens em relagdo a outros sistemas de clonagem e expressao génica. Sao de facil
manipulacdo, exigem meios relativamente simples e permitem a expressao da proteina
rapidamente. Além disso, os processos de extracdo e purificagdo da proteina
recombinante sdo menos complexos, 0 que é relevante quando se visa a producao da
proteina em larga escala. E apesar de nao permitir modificagdes pods-traducionais, as
proteinas expressas em E. coli tém sido utilizadas com éxito nos testes de diagndstico
para diferentes doencas em medicina veterinaria (McBRIDE et al., 1999; HUANG et al.,
2006).

A proteina A2 é exclusiva da fase amastigota das Leishmanias do complexo L.
donovani e do complexo L. mexicana e tem sido utilizada em testes sorolégicos na
tentativa de aumentar sua eficacia no diagnéstico para leishmaniose canina como forma
de antigeno mais especifica para deteccao da leishmaniose visceral (CARVALHO et al.,
2002; COELHO et al., 2003).

Os genes da familia A2 de L. donovani sdo compostos predominantemente, de
uma sequéncia codificadora de 10 aminoacidos, que se repete por 40 a 90 vezes e,
apresentam similaridade com o antigeno S do Plasmodium falciparum, que é expresso
pelo agente etioldégico da malaria (CHAREST & MATLASHESKI, 1994).



Ha no minimo sete genes que pertencem a familia descrita como A2 e estes
codificam uma familia de proteinas, que apresentam anticorpos contra proteinas do
gene A2 em pacientes com leishmaniose visceral. Em testes soroldgicos utilizando a
proteina A2 (GHEDIN et al., 1997) isolada em L. donovani por Charest & Matlashewski
(1994), 60% e 82% dos soros de seres humanos com LV da india e do Suddo
respectivamente, foi reconhecida pelo ELISA indireto com essa proteina. Carvalho et al.
(2002) utilizou essa mesma proteina, subclonada no Brasil em testes de ELISA indireto,
utilizando soros de caes diagnosticados com LV positivos. Os resultados mostraram
que o teste utilizando a proteina A2 foi mais especifico no diagnéstico da LVC do que
os testes utilizando antigeno parcialmente purificado.

O trabalho de Zhang & Matlashewski (1997), demonstraram a importancia da
proteina A2 como um fator de viruléncia do parasita, pois essas proteinas determinaram
a sobrevivéncia da amastigota em camundongos. Mais recentemente, proteinas A2
foram encontradas ligadas ao reticulo endoplasmatico da Leishmania e, ainda verificou-
se que a producao desta pode ser uma resposta ao estresse, no caso, um aumento de
temperatura (McCALL and MATLASHEWSKI, 2010).

No laboratério de Imunoparasitologia da FCAV-Unesp Jaboticabal, foram
isolados e clonados, alguns genes de uma amostra de L. chagasi. A amostra de L.
chagasi utilizada foi isolada em Jaboticabal-SP por Machado & Tinucci-Costa (2004) de
um cé&o. Essa amostra foi caracterizada como pertencente ao complexo Donovani por
métodos moleculares (CORTES et al., 2004) e como L. chagasi por testes realizados
pela Dra. Vanete Thomaz Soccol, do laboratério de Parasitologia Molecular do
Departamento de Patologia Basica, setor de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal do Parana.

Atualmente ndo existe um teste que ofereca especificidade e sensibilidade de
100%, ou mesmo que diferencie efetivamente animais sintomaticos dos assintomaticos,
assim como nao ha diagndéstico que diferencie animais naturalmente infectados de
animais vacinados. Na tentativa de se obter um teste diagndstico que auxilie na
resolucdo dessas questdes, objetivamos expressar a proteina recombinante a partir do

gene A2 de Leishmania chagasi e utiliza-la em um ensaio imunoenzimatico.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Expressar e purificar uma proteina da familia A2 de L. chagasi, partir de um clone

ja produzido.

3.2. Objetivos especificos

e Produzir uma proteina recombinante a partir do gene A2 obtido em L.
chagasi.

e Avaliar a antigenicidade e imunogenicidade desse antigeno por meio do
Dot-ELISA, RIFI e Western-blotting.

e A proteina recombinante A2 sera utilizada no ELISA-teste e sua eficiéncia
de diagndstico sera comparada com antigeno total parcialmente purificado

de L. chagasi.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras

4.1.1. Soros de caes controles (Grupo A)

Foram utilizados como controles negativos soros de 36 caes da cidade de
Jaboticabal, area ndo-endémica para a leishmaniose visceral, todos 0s soros negativos

para leishmaniose, por métodos soroldgicos (RIFI e ELISA).

4.1.2. Animais naturalmente infectados (Grupo B)

Foram utilizadas 27 amostras de soros de caes, sendo que dessas, 11 eram
amostras de soro canino (sintomaticos e assintomaticos) da cidade de Belo Horizonte
(MG), positivas para Leishmania chagasi pelo teste sorolégico de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) e pelo ELISA indireto, gentiimente cedidas pelo Centro de Pesquisas
René Rachou/Fiocruz de Belo Horizonte (MG). As outras 16 amostras de soros sao
oriundas de caes atendidos no Hospital Veterinario "Governador Laudo Natel - FCAV-
UNESP/Jaboticabal, com LVC sintomaticos, soropositivos para Leishmania sp pela RIFI
e pelo ELISA indireto.

4.1.3. Cées vacinados (Grupo C)



Gentilmente, a Fort Dodge cedeu 30 amostras de soro de caes vacinados com a
vacina Leishmune®, comercializada no mercado. Estes soros foram utilizados no

estudo de reatividade frente a proteina recombinante A2, pelo ELISA-teste.

4.2. Reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

4.2.1. Preparo do antigeno

O protocolo utilizado para o preparo de antigeno total de promastigotas de L.
chagasi para a RIFI foi descrito por Oliveira et al. (2008). Resumidamente, os parasitas
promastigotas foram mantidos em meio de cultura RPMI, pH 6,8, a 26°C.

As formas promastigotas passaram por trés lavagens com solucdo salina
tamponada (PBS). Apés a terceira lavagem, a suspensao de parasitas foi colocada em
uma solucédo de paraformaldeido a 4%, por 30 minutos, para a fixagdo dos parasitas.
Apoés a fixacdo, os parasitas foram novamente lavados por trés vezes com PBS, e o
sedimento contendo parasitas foi ressuspendido nesta mesma solucdo até a
concentragao de 3 x 10°a 4 x 10° parasitos por mL.

Utilizando-se laminas previamente demarcadas com circulos, depositando em
cada circulo 10uL da suspensao de parasitas em PBS. Apds secagem a temperatura
ambiente, cada lamina foi devidamente embalada em papel extrafino e, apds, em papel
aluminio, e estocadas a —20° C, em recipiente hermeticamente fechado, até o momento
de uso.

4.2.2. Descricao da reacao

As laminas preparadas foram retiradas do freezer e descongeladas a
temperatura ambiente. Em cada circulo contendo o antigeno, adicionou-se 10uL de

cada soro teste diluido na concentracao de 1: 40. As laminas foram entdo incubadas,



em camara umida a 37° C, por 30 minutos e, a seguir, submetidas a trés lavagens em
PBS por imersao, durante cinco minutos cada. Apds secagem a temperatura ambiente,
os circulos das laminas foram recobertos com 10uL do anticorpo anti-lgG de céao
conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (Sigma cat n° F 7884), diluido a 1: 32, em
solucdo de PBS, contendo azul de Evans 1mg%. As laminas foram novamente
incubadas e lavadas conforme descrito acima. Apds a secagem das laminas, estas
foram montadas com laminula, utilizando-se glicerina tamponada a uma relagao de 9:1
de glicerina/tampéao carbonato-bicarbonato 0,5M pH 9,6 e, posteriormente, observadas
em microscopio equipado para fluorescéncia (Olympus, BX-FLA).

As amostras séricas positivas na diluicdo de 1: 40 foram novamente testadas.
Em cada circulo contendo o antigeno, foram dispensados 10 pL das diluicbes
sucessivas dos soros testes positivos. A titulagdo dos soros teste positivos foi realizada
a partir da diluicao de 1: 40, base 2, até a negativacdo do mesmo. Apés a leitura das
laminas, foram consideradas positivas as reagdes com fluorescéncia em todo o

contorno da forma promastigota do parasito, a partir da diluicao 1: 40.

4.3. Ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA teste)

O teste de ELISA indireto para L. chagasi foi realizado de acordo com técnica
descrita por Machado et al. (1997) para B. bovis, com pequenas modificacdes
descritas por Oliveira et al. (2008).

4.3.1. Preparacao do antigeno total soluvel de Leishmania chagasi

Os parasitas em meio de cultura foram centrifugados a 3.000 rpm (Sorwall), por
dez minutos, e o sobrenadante, descartado. Posteriormente, foram feitas duas lavagens
dos parasitas com PBS. Apés as lavagens, os parasitas na concentracéo de 2 x 10%/mL,
foram ressuspendidos em tamp&o de homogeneizagéo e armazenados a —70° C.



A suspensdo de parasitas armazenada foi entdo submetida a sete ciclos de
congelamento a —70° C, seguidos de descongelamento a 37° C. A suspenséo resultante
foi centrifugada a 3.000 rpm, durante 3 horas a 4° C e, aliquotas de 500uL do
sobrenadante foram congeladas a —70° C, até o momento do uso. O contelido protéico
do antigeno soluvel foi determinado pelo método do acido bicincénico, utilizando-se o
“Kit” de reagentes BCA (BCA Reagents Kit-Pierce Chemical Company), de acordo com
as recomendacdes do fabricante.

4.3.2. Descricao da reacao

Foram adicionados 100uL do antigeno soluvel de L. chagasi, diluido na
concentragao de 10 ug/mL em tampao carbonato-bicarbonato de sodio 0,05M, pH 9,6,
em cada cavidade das microplacas de fundo plano (Nunclon ™ Surface, Nunc.
Denmark). Apds incubagdo da placa por 8 a 10 horas em camara Umida a 4° C, o
excesso de antigeno foi removido por trés lavagens consecutivas, com tampao PBS
0,01M, pH 7,4, contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-Tween 20). As placas foram
bloqueadas com PBS-Tween 20, acrescido de 6% de leite em pd, em camara umida, a
37°C por 90 minutos. Apds nova lavagem para retirada do bloqueador, foram
adicionados, em duplicata, 100 uL dos soros testes e dos soros de referéncia positivos
e negativos diluidos 1: 400 em PBS-Tween 20, com 5% de leite em pd desnatado. As
microplacas foram entdo novamente incubadas a 37°C por 90 minutos e lavadas, como
descrito anteriormente; 100 uL do conjugado canino acoplado a fosfatase alcalina (Ig de
coelho anti IgG de céo, Sigma A-0793), diluido 1:4.000 em PBS-Tween 20, acrescido
de 5% de soro de coelho, foram adicionados a cada cavidade da placa, seguindo-se
nova incubagdo e lavagem como as anteriores. O substrato da enzima fosfatase
alcalina (paranitrofenilfosfato diluido a Tmg/mL em tampao dietanolamina pH 9,8; Sigma
N-9389) foi adicionado, incubando-se a reacao por 30 minutos a temperatura ambiente.
Decorrido esse periodo, a leitura da reacao foi realizada em um leitor de microplacas de
ELISA (Microplate Reader MRX TC Plus, Dynex Technology), a um comprimento de
onda de 405 nm.



4.4. Obtencao do gene A2 isolado em L. chagasi

Uma amostra de L. chagasi foi isolada por Machado & Tinucci-Costa (2004), de
um cao que pertencia a um canil da cidade de Colina-SP, mas que foi adquirido com um
ano de idade por um criador da regidao de Aragatuba-SP. Este animal foi atendido no
Hospital Veterinario “Governador Natel” em Jaboticabal (SP), com sinais clinicos de
LVC, positivo em testes sorolégicos (RIFI e ELISA), moleculares e em -cultura.
Promastigotas de L. chagasi foram utilizadas por Oliveira et al. (2010) para isolar o gene
A2. Uma sequéncia idéntica do gene A2 de 504 nucleotideos foi obtida de uma mini
biblioteca genémica de L. chagasi. O gene A2 isolado foi entao inserido e clonado no
vetor pGEM-T Easy Vector System | (Promega, Madison, USA, Cat. # A1360) e mantido
em Escherichia coli DH10B.

4.5. Producao do antigeno recombinante A2

4.5.1. Minipreparacao de DNA Plasmidial (Método da lise alcalina)

Para a extracdo do DNA plasmidial foi utilizado o Método da Lise Alcalina
(SAMBROOK et al., 2001) para os dois vetores. Os tubos contendo as bactérias em
meio liquido foram incubados por 12 horas a 37°C, sob agitacado de 250 rpm. Os
precipitados foram coletados por centrifugacéo e a eles foram adicionados 100 pL de
solugao Glicose-EDTA-Tris HCL (50 mM de glicose; 10 mM de EDTA 0,5M pH 8,0; 25
mM de Tris-HCL 1M pH 8,0 e agua destilada g.s.p. 100 mL). Apés homogeneizagéo, foi
adicionado 200 pL da solucao de lise (1mL de NaOH 1N, 500uL de SDS 10%, agua
milli-Q autoclavada g.s.p. 5 mL), a mistura foi por inversdo, e as amostras foram
deixadas em gelo por 5 minutos. Foi adicionado 150 pL de acetato de potassio 3M, as
amostras foram misturadas, deixadas no gelo novamente por 5 minutos e centrifugadas
a 14.000 rpm (Sorvall Legend Mach 1.6R), por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante (400
pL) foi transferido para um novo microtubo e 1 mL de etanol absoluto foi adicionado,
misturado e colocado no freezer -80°C por 15 minutos. As amostras foram



centrifugadas e o sobrenadante foi desprezado. Foi adicionado 1 mL de etanol 70%, e
as amostras foram submetidas a agitagéo até o descolamento do precipitado. Foi feita
centrifugacdo por 5 minutos a temperatura ambiente, desprezou-se o sobrenadante e
os tubos foram secos em banho-seco a 45°C por aproximadamente 40 minutos. Foi
adicionado 200uL de RNAse (200ug/mL), e as amostras foram deixadas em banho-
maria a 37°C por 2 horas. Ap06s o banho, adicionou-se 50 uL de fenol:cloroformio (v/v).
A mistura foi homogeneizada em agitador por 1 minuto e centrifugada conforme descrito
anteriormente. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo com 10 pL de
Acetato de sodio 3M pH 5,2 e 200 pL de etanol absoluto. Apds 15 minutos mantido a
temperatura de -80°C, a mistura foi novamente centrifugada e, dessa vez, o
sobrenadante foi desprezado. O precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70%, seco

em banho-seco a 45°C por aproximadamente 30 minutos e diluido em agua ultrapura.

4.5.2. Amplificacao do DNA de A2 de L. chagasi através da reaciao em
cadeia pela polimerase (PCR)

A sequéncia do gene A2 (504 pares de base) inserido e clonado no vetor pGEM-
T Easy foi amplificado através da técnica de PCR utilizando o par de oligonucleotideos
A2b-1R/A2c-1F com o objetivo de subclonar o gene da proteina A2, novamente, no
vetor pGEM-T Easy. Abaixo, estao representadas as sequéncias polinucleotidicas dos
oligonucleotideos.

> A2b-1R (5 - AGAATTCTTAAGACACCGGAGAAACGTC - 3’)
> A2c-1F (5 = ACATATGGCTGAGCCGCACAAGGC - 3)

Esses oligonucleotideos possuem sitios de restricao (bases sublinhadas) para as
endonucleases EcoRl e Ndel, que esta presente no sitio de clonagem multipla do vetor
pET 28a.

Foram realizados diferentes protocolos da reacdo de amplificacdo, nos quais
variou-se a temperatura de anelamento de 50°C a 70°C. A reacao de amplificacao



utilizada para um volume total de 25 pL foi de: 1uL da amostra de DNA plasmidial, 2,5
puL de tampéo da PCR (PCR buffer 10X — 200mM Tris-HCI, pH 8,4, 500 mM KCl), 200
mM de cada deoxinucleotideo (dTTP, dATP, dGTP, dCTP, Eppendorf), 1,5 mM de
Cloreto de Magnésio, 1,25 pyL de cada oligonucleotideo diluido a 10
pmol/mL(Invitrogen), 1U de Tag DNA Polimerase Recombinante (Invitrogen) e agua
g.s.p. A reagéo foi conduzida em termociclador (MJ Research - PTC 200) e consistiu de
um ciclo de 94°C por 2 minutos, 25 ciclos de desnaturagdo a 942 C por 1 minuto,
anelamento a 51°C por 1 minuto e extensao a 72°C por 1 minuto e uma extensao final a
72°C por 7 minutos. O produto amplificado foi submetido a eletroforese horizontal em
gel de agarose (Invitrogen) a 1,0%, corado com brometo de etidio (0,5ul/mL) em
tamp&o de corrida TEB (89mM Acido bérico, 89 mM Tris-acetato, 2,5mM EDTA, pH final
de 8,0). A eletroforese foi realizada a 100V/ 50mA, durante 60 minutos. Para a
determinagcdo dos produtos amplificados, foi utilizado um marcador de peso molecular
de 100 pares de base (100bp ladder, Invitrogen). O resultado foi visibilizado e analisado
através de um transiluminador de luz ultravioleta (2020E) acoplado a um programa
computacional analisador de imagens (Eagle Eye Il - Stratagene).

4.5.3. Purificacao do fragmento génico amplificado por PCR

Os produtos da PCR visibilizados no gel de agarose, conforme descrito
anteriormente, foram removidos e o DNA purificado, utilizando o kit Silica Bead DNA
Gel Extraction Kit (Fermentas Cat # K0513), de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Resumidamente, apds a determinacdo do peso do fragmento de gel, foram
adicionados trés volumes da solugéo de iodeto de sédio, seguido de incubacao a 55° C
até a completa dissolugdo da agarose. Posteriormente, adicionou-se a resina e apds
incubacdo a temperatura ambiente, a mistura foi centrifugada a 13.000 rpm, durante 1
minuto (Eppendorf 5415R) e o DNA lavado com etanol 70%. O precipitado foi dissolvido
em 10 uL de agua e apds nova centrifugagédo, o sobrenadante foi transferido para um

novo microtubo e armazenado a -20° C.



4.5.4. Quantificacao do fragmento purificado

Apds a purificagéo, a concentracdo de DNA foi obtida usando o espectofotémetro
super sensivel Nanodrop ND1000 (Thermo Scientific, USA).

4.5.5. Vetor de clonagem pGEM-T Easy

O vetor utilizado para a confeccédo das bibliotecas foi o vetor de clonagem em E.
coli pGEM-T Easy Vector System | (Promega), cujas caracteristicas e estruturas
principais encontram-se expostas na Figura 1. Esse vetor € linearizado no sitio Eco RV
e duas timinas sdo adicionadas na terminacdo 3" das duas exiremidades. Tal
procedimento aumenta a eficiéncia de ligacdo a produtos de PCR, principalmente
quando se utiliza certas polimerases termoestaveis, como a Taq DNA Polimerase
Recombinante, que adiciona adenina na terminacdo 3’em parte significativa dos
produtos de PCR.

O vetor de clonagem pGEM-T Easy possui a marca de selecdo AMP (ampicilina)
e a expressao do DNA esta sob controle do promotor induzivel T7.
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Figura 1. Mapa fisico do vetor de clonagem em E. coli pGEM-T Easy (Promega)

4.5.6. Reacao de ligacao com o vetor de clonagem pGEM-T Easy

A clonagem dos fragmentos com o vetor de clonagem pGEM-T Easy Vector
Systems e as reacdes foram executadas conforme indicacao do kit. A quantificacao das
amostras de DNA extraidas dos géis de agarose com o kit Silica Bead DNA Gel
Extraction Kit (Fermentas Cat # K0513) foi realizada no NanoDrop. As concentracdes
de DNA nas amostras foram de 60 ng/uL na D.O. 260/280. As concentracoes de DNA e
vetor a serem utilizadas na reacao de ligacao foram determinadas com o objetivo de se

obter, ao final, uma relacao inserto: vetor de 3:1 com base na férmula descrita abaixo:

ng do vetor X kb do inserto ¢ Relacao = ngdoinserto
kb do vetor Inserto : vetor




A reacao de ligagdo do DNA de interesse com o vetor, de volume final 10 pL,
consistiu de 3 pL de inserto (60 ng DNA amostra), 5 uL de tampao da enzima, 1 pL do
vetor pGEM-T Easy, 1 uL da enzima T4 Ligase e dgua deionizada q.s.p. As solucdes
foram misturadas e incubadas a 4°C durante a noite para obten¢cdo do nimero maximo

de transformantes.

4.5.7. Transformacao das células competentes de Escherichia coli One Shot
Match 1™ T1R

Os produtos das ligacbes descritas anteriormente foram utilizados para
transformar células competentes E. coli One Shot Match 1™ T1R Chemically Competent
Cells (Invitrogen Cat # C8620-03) (10° — 10" cfu/ng de DNA). O mesmo procedimento
foi realizado para os diferentes vetores. Em gelo, 10 pL, ou seja, o volume total da
ligacdo do pGEM, descrita anteriormente, foi misturada a 50 pL de células competentes
One Shot Match 1™ T1R (10°— 10'° cfu/ng de DNA). A mistura foi mantida em gelo por
30 minutos e, em seguida, foi efetuado o choque térmico das células em banho de
agua, a 42° C, por 2 minutos. Foram adicionados, entdo, 250 uL de meio Luria Bertani
(LB) (1 g de Triptona; 0,5 g de Extrato de Levedura; 1,0 g de NaCl; 4gua destilada g.s.p.
100 mL) as células, as quais foram incubadas por uma hora a 37° C, com agitacao de
100 rpm. A solucéo de células transformadas foi plaqueada em meio LB sélido (1 g de
Triptona; 0,5 g de Extrato de Levedura; 1,0 g de NaCl; 1,2 g de Agar; agua destilada
g.s.p. 100 mL) com 100 pg/mL de ampicilina para o vetor pPGEM. As placas para o vetor
pGEM foram preparadas com 0,026% X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-
galactoside) e 0,82 mM IPTG, para a diferenciacdo dos clones recombinantes, que
ficam brancos, diferente dos clones sem inserto, que ficam azuis. Apéds incubagéo a 37°

C por até 24 horas foi realizada a andlise de clones transformantes.

4.5.8. Analise e selecao dos clones recombinantes



As colbnias de bactérias contendo o inserto foram transferidas para tubos
conicos para centrifuga de 15 mL, contendo 5 mL de meio liquido LB e 100 pug/mL de
ampicilina. Apos crescimento a 37° C, sob agitacdao de 250 rpm, por 12 horas, as
amostras foram submetidas a extracdo de DNA plasmidial, conforme descrito no item
3.5.1. O DNA extraido foi analisado através da digestdo com a enzima EcoRl, a fim de
comprovar a presenca ou ndao do inserto génico de interesse no vetor de clonagem.
Foram utilizados 2 pug de DNA plasmidial de cada clone, 4 U da enzima EcoRlI
(Fermentas), 2 puL do tampao da enzima e agua milli-Q estéril g.s.p. 20 pL. As reagdes
de digestao foram realizadas em banho-maria a 37°C por 4 horas. Os produtos das
reacdes de digestdo enzimatica foram analisados através de eletroforese em gel de
agarose 1,0%, e os clones confirmadamente positivos foram novamente crescidos em
meio liquido LB contendo 100 pg/mL de ampicilina. Apés 12 horas de incubagao, foi
adicionado glicerol para uma concentragao final de 16%, e as células conservadas a -
80°C. A banda referente ao fragmento de interesse foi purificado utilizando o kit “Silica
Bead DNA Gel Extraction Kit” (Fermentas Cat # K0513) e submetido a seqlienciamento
no Laboratério de Biologia Molecular do departamento de Tecnologia (FCAV- UNESP).
O sequenciamento foi realizado pelo método automatizado, baseado no método da
terminacdo da cadeia por dideoxinucleotideo (SANGER et al., 1977). Os pares de
oligonucleotideos iniciadores utilizados foram o “A2b e A2c” para o fragmento purificado
da A2 obtido pela PCR e o0 “A2c e M13” para o DNA plasmidial pGEM T-Easy contendo
o fragmento da A2.

O programa BLAST (ALTSCHUL et al.,, 1990) foi utilizado para analisar as
sequéncias de nucleotideos (BLASTN), objetivando-se procurar e comparar genes
similares em banco de dados internacionais (GenBank) com a sequéncia obtida.

4.5.9. Digestao e purificacao do pGEM-A2 e do vetor de expressao pET 28a

Um dos clones do pGEM confirmadamente positivo obtido no item anterior

(4.9.6.1), contendo o fragmento A2 (0GEM_A2) com sitios de restricao para as enzimas



EcoRl e Ndel, foi novamente crescido em meio liquido LB contendo 100 pug/mL de
ampicilina. Seu DNA plasmidial foi digerido com a endonuclease EcoRl e purificado com
o kit Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (Fermentas Cat # K0513). O produto obtido
dessa purificagdo foi novamente clivado, dessa vez, com as enzimas EcoRl| e Ndel e,
entdo, utilizado nas reagdes de ligacdo com o vetor de expressao previamente digerido
(EcoRlI e Ndel) e purificado. Foram utilizados 2 pg de DNA plasmidial do clone, 4 U de
cada enzima, EcoRl e Ndel (Fermentas), 2 uL do tampao da enzima e agua milli-Q
estéril g.s.p. 20 pL. As reagOes de digestao foram realizadas em banho-maria a 37°C,
inicialmente por 12 horas apenas para a enzima Ndel e posteriormente, acrescentou-se
a enzima EcoRl, por mais 4 horas. Os produtos das reagdes de digestdo enzimatica
foram separados através de eletroforese em gel de agarose 1,0%. A banda de interesse
foi entdo recortada do gel e purificada. Da mesma forma, 3ug de DNA plasmidial do
vetor pET 28a, foram submetidos a digestdo com as enzimas EcoRl e Ndel. Apos as
digestées, amostras dos fragmentos e vetores foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose 1%, conforme descrito anteriormente. Os géis foram analisados através de
luz UV, e a banda correspondente ao vetor digerido foi removido e o DNA purificado.

Apdés purificagéo, fragmento A2 e vetor pET 28a, ambos clivados com as
enzimas EcoRlI e Ndel, foram quantificados pelo NanoDrop.

4.5.10. Subclonagem do gene A2 no vetor de expressao pET 28a

O vetor de expressao de E. coli pET 28a (Novagen) possui a marca de selecao
KAN e a expressdao do DNA esta sob o controle do promotor induzivel T7, o qual
permite a produgao da proteina recombinante em altos niveis em meio contendo IPTG
(Figura 5). Adicionalmente, este vetor carrega uma cauda poli-histidina na extremidade
carboxi terminal (C-terminal) e na extremidade amino terminal (N-terminal), o que
permite a producao de proteinas recombinantes fusionadas a seis residuos de histidina
(6XHis), tornando mais facil a purificagdo da proteina de fusdo recombinante através de
técnicas de cromatografia de afinidade com resinas de sepharose combinadas ao
niquel.



Figura 2. Mapa do vetor de expressao pET-28a (Novagen).

A reacédo de ligagao do fragmento A2 com o vetor pET 28a, de volume final 10
pL, consistiu de 2 pL de inserto (150,0 ng/uL DNA amostra), 1 uL de tampao da enzima,
3 pL do vetor pEt28a (50,0 ng/uL DNA amostra), 1 uL da enzima T4 Ligase (Promega) e
agua deionizada g.s.p. As solugdes foram misturadas e incubadas a 4°C durante a
noite. Em seguida, os produtos resultantes das reacdes de ligacao foram utilizados para
transformar células competentes de E. coli One Shot Match 1™ T1R, conforme descrito
no item 4.9.6, para manutengédo. Porém, dessa vez, as placas de meio LB, continham
50 ug/mL de canamicina e, nao foram adicionadas de X-gal/IPTG. A relagao
vetor:fragmento utilizada foi de 1:2. No entanto, para expressdo da proteina, o DNA

plasmidial foi extraido dessas células de clonagem e manutencao, pelo método da Lise



Alcalina e novamente transformadas, dessa vez em células préprias de expressao,

conforme descrito abaixo.

4.5.11. Transformacao das diferentes células competentes de Escherichia
coli: BL21 (DE3), ER 2566 e Rosetta

Os produtos das ligacbes descritas anteriormente foram utilizados para
transformar trés diferentes células de expressao competentes de E. coli, sdo elas: BL21
(DES3), ER 2566 e Rosetta. Em gelo, 10 uL, ou seja, o volume total da ligacdo do pET
28a_A2, descrita anteriormente, foi misturada a 50 pL de cada célula competente (BL21
(DE3), ER 2566 e Rosetta). A mistura foi mantida em gelo por 30 minutos e, em
seguida, foi efetuado o choque térmico das células em banho de agua, a 42° C, por 2
minutos. Foram adicionados, entdo, 250 pL de meio Luria Bertani (LB) (1 g de Triptona;
0,5 g de Extrato de Levedura; 1,0 g de NaCl; agua destilada g.s.p. 100 mL) as células,
as quais foram incubadas por uma hora a 37° C, com agitacao de 100 rpm. A solucéo
de células transformadas foi plagueada em meio LB sélido (1 g de Triptona; 0,5 g de
Extrato de Levedura; 1,0 g de NaCl; 1,2 g de Agar; agua destilada g.s.p. 100 mL) com
50 pg/mL de canamicina para o vetor pET 28a. Apés incubagdo a 37° C por até 24

horas foi realizada a analise de clones transformantes.

4.5.12. Analise e sele¢ao dos clones recombinantes

As colbnias resultantes do plaqueamento foram inoculadas em tubos de ensaio
contendo 5 mL de meio LB adicionado de 50 ug/mL de canamicina, e crescidas a 37°C,
sob agitacado de 250 rpm, por 12 horas.

Em seguida, as amostras celulares foram submetidas a uma miniextracdo de
DNA plasmidial, conforme procedimento descrito no item 3.5.1. Os DNAs extraidos
foram analisados por PCR utilizando o par de primers citado abaixo, afim de comprovar

a presenca ou nao do inserto génico de interesse no vetor de expressao.



> A2b reverse (5 — AGAATTCTTAAGACACCGGAGAAACGTC - 3))
»> T7 promoter (5 — TAATACGACTCACTATAGGG - 3’)

O protocolo utilizado foi conforme descrito no item 3.5.2, porém, com temperatura
de anelamento de 53°C. Os clones confirmadamente positivos foram novamente
crescidos em meio LB contendo 50 ug/mL de canamicina, conservados a -80°C,
tornando as solucbées 16% em glicerol. Alguns desses clones positivos extraidos pelo
método da lise alcalina, assim como o fragmento A2 purificado obtido pela PCR
utilizando os pares de primers citados acima, ainda foram submetidos ao
sequenciamento. A banda referente ao fragmento de interesse foi purificado utilizando o
kit “Silica Bead DNA Gel Extraction Kit” (Fermentas Cat # K0513) e sequenciado. O
sequenciamento foi realizado pelo método automatizado, baseado no método da
terminacdo da cadeia por dideoxinucleotideo (SANGER et al., 1977). Os pares de
oligonucleotideos iniciadores utilizados foram o “A2b e A2c” para o fragmento purificado
da A2 obtido pela PCR e o “A2b e T7 promoter” para o DNA plasmidial pET-28a
contendo o fragmento da A2.

O programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) foi utilizado para analisar as
sequéncias de nucleotideos (BLASTN), objetivando-se procurar e comparar genes

similares em banco de dados internacionais (GenBank) com a seqléncia obtida.

4.5.13. Producao de His6_A2 em pequena escala

As construgdes plasmidiais pET 28a_A2 apresentando fase de leitura correto
foram escolhidas para transformar trés diferentes células competentes de E. coli
BL21(DES), Rosetta e ER2566. Apds a transformacao, as bactérias foram plagueadas
em meio LB contendo 50 pg/mL de canamicina (e, 34 ug/mL de cloranfenicol apenas
para a Rosetta) e incubadas por aproximadamente 12 horas a 37°C. As colbnias
isoladas foram analisadas para a producdo da proteina recombinante. Para tal,
aproximadamente 5 col6nias de cada amostra diferente de E. coli foram inoculadas em

5 mL de meio LB contendo o antibiético canamicina (e, cloranfenicol apenas para a



Rosetta). A mistura foi incubada a 37°C sob agitagéo de 250 rpm, durante 12 horas. Um
mililitro deste indculo foi adicionado a 50 mL de meio liquido LB contendo os antibioticos
indicados, e novamente incubados nas mesmas condigdes. No momento em que a
densidade optica atingiu leitura de 0,6-0,8 a um comprimento de onda de 600nm, 500
uL de cada cultura foi colhido como controle da indugdo e ao volume restante foi
adicionado IPTG nas concentracées 0,2, 0,5 e 1,0 mM. As culturas foram incubadas por
3, 6 e 16 horas a 37°C. Amostras do extrato bruto de bactérias foram colhidas apés a
incubacdo para posteriormente, serem analisadas pela eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). O gel foi corado com Comassie Birilliant Blue R-250.

4.5.14. Producao de His6_AZ2 em grande escala

As construcdes plasmidiais pET 28a_A2 que produziram a proteina recombinante
em pequena escala foram utilizadas para a producao da proteina em larga escala. Apds
a transformacao, as bactérias foram plaqueadas em meio LB contendo 50ug/mL de
canamicina (e, 34ug/mL de cloranfenicol apenas para Rosetta) e incubadas por
aproximadamente 12 horas a 37°C. Apds a incubacéo, a colénia selecionada de cada
amostra diferente de E. coli foi inoculada em 50 mL de meio LB contendo os antibiéticos
canamicina (e, cloranfenicol apenas para Rosetta). A mistura foi incubada a 37°C sob
agitacao de 250 rpm, durante 12 horas. Dez mililitros deste in6culo foram adicionados a
500 mL de meio liquido LB contendo os antibioticos indicados, e novamente incubados
nas mesmas condicdes. No momento em que a densidade éptica atingiu leitura de 0,6-
0,8 a um comprimento de onda de 600nm, 500 uL de cada cultura foi colhido como
controle da inducdo e ao volume restante foi adicionado IPTG na concentragdo de 0,5
mM. As culturas foram incubadas por 3 horas a 37°C. Amostras do extrato bruto de
bactérias foram colhidas ap6s a incubagao para posteriormente, serem analisadas pela
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). O volume restante de cada cultura
foi centrifugado a 2.739xg (Sorvall Legend Mach 1.6R), a 4°C durante 10 minutos € o
pellet de células foi ressuspendido em Tampao (20 Mm NazHPOQO4, 500 mM NacCl, 20
mM imidazole, pH 7,4).



A lise celular foi realizada em sonicador de células (Branson Sonifier 250), com
poténcia de 100%, com 3 pulsos de 20 segundos a cada 15 segundos por quatro vezes.
O lisado celular foi centrifugado a 24.652xg durante 30 minutos a 4°C. O sobrenadante

foi purificado por cromatografia de afinidade para obtengéo da proteina recombinante.

4.5.15. Purificacao da proteina recombinante por cromatografia de afinidade

O sobrenadante obtido apo6s lise celular foi aplicado a uma coluna de
cromatografia de afinidade para purificagdo da proteina recombinante His Grav Trap
(GE Healthcare). A purificacao foi realizada de acordo com as instru¢gdes do fabricante.
Apés a purificacao, as aliquotas contendo a proteina recombinante foram armazenadas
a -20° C para posterior utilizagao nos ensaios de ELISA e Western-blotting.

4.6. Imunizacao de camundongos

A imunogenicidade da proteina His6_A2, foi verificada imunizando-se
camundongos BALB/c, com aproximadamente seis semanas de idade, com 10 ug de
proteina (MACHADO et al., 1994). Os camundongos foram divididos em quatro grupos
de trés animais cada. O grupo | correspondeu aos animais imunizados com a proteina
expressa pela BL 21 (DE3) apos trés horas de indugado; o grupo Il correspondeu aos
animais imunizados com a proteina expressa pela ER 2566 apés trés horas de inducao;
o grupo Il correspondeu aos animais imunizados com a proteina expressa pela BL 21
(DE3) apo6s 12 horas de inducgéao; e, o grupo IV correspondeu aos animais imunizados
com a proteina expressa pela Rosetta apds trés horas de inducéo. As proteinas foram
emulsionadas em adjuvante completo de Freund (Sigma) e inoculadas por via
intramuscular no quadriceps. Duas outras imunizagdes, no 142 e 28° dia apés a
inoculagéo, foram realizadas utilizando-se adjuvante incompleto de Freund (Sigma). Os
camundongos controle ndo receberam nenhuma inoculagdo. Amostras de sangue foram

coletadas, por puncgéao intracardiaca, no 10° dia apés a ultima imunizacado e 0s soros



obtidos foram armazenados a -20° C até serem avaliados pelo Dot-ELISA e Western-
blotting.

4.7. Analise da proteina His6_A2 em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As amostras da proteina recombinante His6_A2 foram analisadas pela
eletroforese em gel de poliacrilamida, sob condicées desnaturantes, de acordo com
técnica preconizada por Laemmli (1970). Para tal andlise, amostras foram obtidas das
culturas de E. coli transformadas com as construgdes plasmidiais pET 28a_A2 antes e
apods a inducdo. Baseado no volume das amostras foi adicionado tampao da amostra 5x
concentrado (250mM Tris-HCI pH 6,8, 40% glicerol, 8% SDS, 20% B-mercaptoetanol e
0,008% de azul de bromofenol). As amostras foram homogeneizadas, incubadas por 5
minutos a 100°C e aplicadas no gel. A quantificacdo das amostras foi realizada
utilizando o kit de reagentes BCA (BCA Reagents Kit — Pierce Chemical Company).

O gel de separacao foi preparado na concentracao de 12% de poliacrilamida em
tampéao (1,875 M Tris, pH 8,8 e 1% SDS) e de 5% de poliacrilamida para o gel de
empacotamento em tampao (1,875 M Tris, pH 6,8 e 0,5% SDS). A eletroforese foi
realizada em tampéao de corrida Tris-Glicina (50 mM Tris, pH 8,6, 1,92 M glicina e 1%
SDS), a 100V por até 3 horas e 30 minutos a 0°C, no sistema Mini-Protean Il (Bio-Rad).

Apoés a eletroforese, os géis foram transferidos para uma cuba contendo solucao
de Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,05% de Coomassie Brilliant Blue R-250, 50% de
metanol e 10% de acido acético) e deixados sob baixa agitacdo por até 16 horas. A
descoloragao dos géis foi realizada com solugcdo descolorante (30% de metanol e 7%
de acido acético) sob baixa agitacdo por aproximadamente 5 minutos. Os géis foram
conservados em agua destilada.

O peso molecular da proteina His6_AZ2 foi estimado com base na sequéncia de
aminodcidos obtida da amostra Jaboticabal, levando-se em consideracdo as clivagens

com as enzimas de restricao.

4.8. Reatividade da proteina His6-A2 pelo Western-blotting



Amostras do extrato bruto de bactérias apds a indugdo, assim como a proteina
A2 purificada, foram analisados pelo Western-blotting (TOWBIN et al., 1979). As
incubagdes foram realizadas utilizando anticorpo monoclonal Anti-PoliHistidina (Sigma,
Cat # H1029) e anticorpo policlonal anti-L. chagasi, de cdo com diagndstico
parasitologico positivo para L. chagasi.

As proteinas separadas no gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), descrito no item
412, foram ftransferidas para a membrana de nitrocelulose (Sigma), previamente
incubada em tampao de transferéncia gelado (0,58% Tris Base pH 8,3, 20% metanol e
0,29% glicina). Para tanto, a membrana foi colocada no sistema de eletrotransferéncia
“Mini Trans-Blot” (Bio-Rad) contendo o0 mesmo tampé&o e a transferéncia foi realizada a
100V durante 60 minutos. A transferéncia foi visibilizada na membrana de nitrocelulose
pela coloracao com solucao de “Ponceau-S” (0,1% Ponceau-S e 10% acido acético) por
3 minutos e descorada em agua destilada.

A membrana de nitrocelulose foi incubada em TBS-Tween (10 mM Tris-HCI pH
7,5; 150 mM NaCl, 0,05% Tween-20) acrescido de 5% de leite em pd desnatado por 12
horas, a 4°C, sob baixa agitacdo, para saturacao de sitios de ligacao inespecificos. A
membrana foi entdo incubada com soro contendo anticorpo monoclonal anti-His diluido
1: 3.000 em TBS-Tween e 5% leite em pd ou incubada com soro contendo anticorpos
anti-L. chagasi diluido 1: 50, durante 2 horas a temperatura ambiente, sob agitacao
lenta. Em seguida, foi submetida a trés lavagens consecutivas de 10 minutos com a
mesma solucao, sob agitacéo lenta.

Para a deteccdo do complexo antigeno-anticorpo, a membrana foi incubada em
conjugado anti- camundongo acoplado a fosfatase alcalina (IgG de cabra anti-IgG de
camundongo, Sigma A-3562) diluido 1: 30.000 em TBS-Tween ou conjugado anti-
canino acoplado a fosfatase alcalina (Ig de coelho anti IgG de cao, Sigma A-0793),
diluido 1: 4.000 em TBS-Tween. A membrana foi submetida a trés lavagens, conforme
descrito anteriormente, e a revelacdo se deu pela adicdo do substrato da enzima BCIP-
NBT, utilizando-se o kit “Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate” (Bio-Rad, Cat #

170-6432), de acordo com as instrucdes do fabricante.



4.9. Analise da imunogenicidade de His6-A2 por Dot-ELISA e Western-
blotting

A proteina recombinante His6-A2 foi utilizada como antigeno na técnica de Dot-
ELISA, afim de verificar a sua capacidade de reagir com anticorpos especificos
presentes no soro dos camundongos BALB/c imunizados, assim como no soro de
alguns caes infectados. A técnica foi realizada conforme descrito por Machado et al.
(1994), com pequenas modificacbes. Resumidamente, pequenos discos de
nitrocelulose foram cortados (0,45 um), e, cada disco disposto em uma cavidade de
uma placa de cultura, de fundo chato. Foram depositados sobre cada um dos 48 discos,
2 ug da proteina His6-A2. Os discos foram secos a temperatura ambiente e, em
seguida, bloqueados por 12 horas a 4°C com 300 uL de tampé&o TBS (Tris 0,1M, NaCl
0,1M e 0,5% de Tween 20; TBS-Tween 20), acrescido de 5% de leite em p6 desnatado.
Os soros testes foram diluidos 1:50 em TBS-Tween 20, contendo 5% de leite em po6
desnatado e incubados durante 120 minutos em temperatura ambiente e sob agitacao
constante. Em seguida, os discos foram submetidos a duas lavagens com TBS-Tween
20 acrescidos de 5% de leite em pd desnatado e uma lavagem com TBS-Tween 20
(intervalo de 5 minutos entre cada lavagem). A cada disco com soro de camundongos
foi adicionado o conjugado anti-camundongo acoplado a fosfatase alcalina (IgG de
caprino anti lgG de camundongo, Sigma A-3562) diluido 1: 30.000 em TBS-Tween 20,
acrescido de 5% de leite em p6 desnatado. Quanto aos discos com soros caninos, o
conjugado utilizado foi 0 anti-cao acoplado a fosfatase alcalina (Ig de coelho anti-lgG de
céo, Sigma A-0793), diluido 1:4.000 em PBS-Tween 20, acrescido de 5% de leite em p6
desnatado. Apds uma hora de incubacao com os devidos conjugados, seguiram-se as
lavagens, tal como na etapa anterior. A reagéo foi revelada pela adicao do substrato da
enzima 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato e cloreto azul nitroetandlico, utilizando-se o kit
Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate (Bio-Rad), de acordo com as especificacoes
do fabricante.



O Western-blotting utilizado para analisar o soro dos camundongos foi 0 mesmo
descrito no item 4.11.

4.10. ELISA indireto com o antigeno recombinante A2

O teste de ELISA indireto utilizando a proteina recombinante A2 foi realizado
conforme técnica anteriormente descrita para o ensaio utilizando-se o antigeno soluvel

total de L. chagasi (item 3.3.2.).

4.10.1. Preparo do antigeno recombinante

A proteina His6_A2 foi produzida conforme descrito anteriormente e quantificada
pelo método do acido bicincdnico, utilizando-se o kit de reagentes BCA, de acordo com

as recomendacdes do fabricante.

4.10.2. Dose de reatividade 6tima de antigeno, soro e conjugado

As diluicbes 6timas do antigeno e dos soros-controle positivos e negativos foram
determinadas por titulagdo em bloco, utilizando-se o antigeno His6 A2 nas
concentragdes de 2,5; 5; 10; 20; 40 ug/mL em tampao carbonato-bicarbonato de sédio
(0,05 M pH 9,6), e os soros de referéncia positivos e negativos nas diluicbes de 1:50;
1:100; 1:200; 1:400 em tampao PBS 0,01M pH 7,4 contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-
Tween 20), e tampao PBS 0,01M pH 7,4 contendo 0,05% de Tween-80 (PBS-Tween
80) em acrescido de 2%, 3% e 5% de leite em pé desnatado, em cada. O conjugado
canino acoplado a fosfatase alcalina (IgG de coelho anti IgG de cao, Sigma-A0793) foi
diluido 1:4.000 em tampao PBS-Tween 20/80, contendo 2%, 3% e 5% de leite em po6
desnatado.

Foram utilizados, como soros de referéncia positivos e negativos, soros de caes

conforme descrito no item 4.1.



4.10.3. Tratamento dos dados
O ponto de corte do teste de ELISA correspondeu a duas vezes e meia o valor

médio das densidades dpticas dos soros de referéncia negativos, conforme descrito por
Oliveira et al. (2008).

5. RESULTADOS

5.1 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

5.1.1. RIFlI dos animais soropositivos, soronegativos para Leishmania sp e

dos soros dos animais vacinados



Os animais testados (n=27) dos animais naturalmente infectados (grupo B) foram
positivos para Leishmania sp pela RIFI com antigeno total de promastigotas de L.
chagasi. O titulo de anticorpos desses animais variou de 1: 40 a 1: 40.960.

Dentre os 30 soros de cdes vacinados com a vacina Leishmune® (grupo C),
apenas dois caes apresentaram reacao positiva na diluicado de 1:40. Os demais soros
apresentaram uma reagao de fundo difusa, ndo contornando todo o parasito,

considerados negativos.

5.2. ELISA indireto com antigeno soluvel total

5.2.1. ELISA dos animais com diagnodstico sorolégico positivo para
Leishmania sp

Niveis de anticorpos anti-Leishmania sp de valor diagnostico (NE>3) foram
detectados na totalidade dos soros analisados, obtendo-se indice de positividade de
100% (Grupo B, n=27). Os niveis de ELISA variaram de trés a nove (OLIVEIRA et al.
2008).

A correlacdo entre RIFI e ELISA foi de 100%, demonstrando haver uma boa
concordancia entre os resultados obtidos entre os dois testes, quando analisados o0s
resultados de co-positividade e co-negatividade.

5.2.2. ELISA dos animais vacinados
Dentre 30 amostras de soros de cdes vacinados com a vacina Leishmune®,
apenas cinco apresentaram reacao positiva, proxima ao ponto de corte. Desses cinco,

dois também foram positivos pela RIFI na titulagéo de 1: 40 (OLIVEIRA et al. 2008).

5.2.3. ELISA dos animais soronegativos



Todos os soros de areas-ndo endémicas, ou seja, os controles negativos, foram
negativos também no teste de ELISA (OLIVEIRA et al. 2008).

5.3. Producao do antigeno recombinante A2

5.3.1. Amplificacao do gene A2 de L. chagasi pela PCR

A amplificagdo do DNA do gene A2 no vetor pGEM-T Easy, a partir do par de

oligonucleotideos A2b e A2c, mostrou o produto de 300 pares de bases, conforme
visualizado na figura 3 abaixo.

Figura 3. Fragmentos obtidos pela PCR, utilizando-se o par de oligonucleotideos A2b e A2c.
Linha 1: padrdao 100pb (Invitrogen®). Linhas de 2 a 5: Reacao dos primers A2b e A2c
com o clone recombinante no vetor pGEM-T Easy (a regido marcada corresponde a
regiao extraida do gel para clonagem). Linha 6: Controle negativo.

5.3.2. Reacao de ligacao com o vetor de clonagem pGEM-T Easy

Apds o crescimento das colbénias no meio sélido, os clones recombinantes foram
selecionados. As coldnias brancas indicavam clones recombinantes, enquanto coldnias
azuis representavam clones negativos. As coldnias positivas, apds prévia analise por
enzimas de restricao utilizando a EcoRl e a Ndel (Fig.4), foram submetidas ao

sequenciamento.



Figura 4. Fragmentos obtidos pela clivagem do vetor pGEM ap6s reagéao de ligagdo com o
fragmento A2 obtido da PCR com os primers A2b e AZ2c, utlizando-se as
endonucleases EcoRl e Ndel. Linha 1: padrdao 100pb (Invitrogen®). Linhas 2 e 3:
Controles negativos. Linhas de 4 a 6: DNA plasmidial extraido de diferentes colénias de
bactérias para clivagem utilizando as enzimas de restricao para simples conferéncia de
que o fragmento encontrava-se no vetor.

5.3.3. Sequenciamento e analise dos clones recombinantes

Os clones obtidos (pGEM_A2) apresentaram homologia com o gene A2 descrito
por Charest & Matlashewski (1994) e os alelos descritos por Garin et al. (2005),
conforme analise pelo programa computacional BLASTn (sequéncia de nucleotideos)
(Anexo 1).

5.3.4. Reacao de ligacao com o vetor de clonagem e expressao pET-28a
(Novagen)

Um dos clones positivos (pGEM_AZ2), obtidos conforme descrito no item 5.3.2,
submetido a uma digestao, inicialmente, com a enzima EcoRl, gerou um fragmento de
aproximadamente 300 pb, o qual foi purificado e, novamente clivado, dessa vez, com

ambas as enzimas, EcoRl e Ndel. O resultado dessa segunda digestao foi utilizado



para ligar o fragmento ao vetor pET-28a, também este previamente digerido com as
enzimas EcoRl e Ndel. Apos transformacéao, colénias que cresceram no meio sélido LB
contendo canamicina, foram selecionadas e a PCR amplificou o gene presente nos
clones. Na figura 5, é possivel verificar colénias de células One Shot Match positivas, as
quais apresentaram amplificacdo de fragmentos de DNA dos clones submetidos a um
PCR, utilizando os pares de primers A2b e T7 promoter que serviram também para a
selegdo dos clones que apresentaram fase de leitura correta para a expressdo da
proteina (pET-28a_A2), assim como colénias negativas (Linhas 7, 8, 9 e 10), em que
ndo houve amplificacdo de DNA, ou seja, o fragmento A2 ndo estava inserido dentro do
vetor de expressao pET-28a. Na figura 6, verifica-se colOnias positivas e negativas das
diferentes células de expressdo (BL21, ER 2566 e Rosetta), apdés PCR utilizando o
mesmo par de primers citado acima. Os clones obtidos (pET28a_A2) apresentaram
semelhancas com o gene A2 descrito por Charest & Matlashewski (1994) e os alelos
descritos por Garin et al. (2005), conforme analise pelo programa computacional

BLASTn (sequéncia de nucleotideos) (Anexo 2).




Figura 5. Fragmentos obtidos pela PCR, utilizando-se o par de oligonucleotideos A2b e T7
promoter. Linha 1: padrao 100pb (Invitrogen®). Linha 2: Colénia 01 da One Shot
Match (pET28a_A2). Linha 3: Colénia 02 da One Shot Match (pET28a_A2). Linha 4:
Coldnia 03 da One Shot Match (pET28a_A2). Linha 5: Colénia 04 da One Shot Match
(pET28a_A2). Linha 6: Col6nia 05 da One Shot Match (pET28a_A2). Linha 7: Col6nia
06 da One Shot Match (pET28a_A2). Linha 8: Coloénia 07 da One Shot Match
(pET28a_A2). Linha 9: Col6nia 08 da One Shot Match (pET28a_A2). Linha 10:
Colénia 09 da One Shot Match (pET28a_A2). Linha 11: Colénia 10 da One Shot
Match (pET28a_A2).
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Figura 6. Fragmentos obtidos pela PCR, utilizando-se o par de oligonucleotideos A2b e T7
promoter. Linha 1: padrdo 100pb (Invitrogen®). Linha 2: Colénia 03 da One Shot
Match (pET28a_A2). Linha 3: Coldnia 05 da One Shot Match (pGEM_A2). Linha 4:
Colbnia 02 da BL21 (pET28a_AZ2). Linha 5: Col6nia 03 da BL21 (pET28a_A2). Linha
6: Colbnia 04 da BL21 (pET28a_A2). Linha 7: Colénia 05 da BL21 (pET28a_A2).
Linha 8: Colbnia 02 da ER 2566 (pET28a_A2). Linha 9: Colbnia 03 da ER 2566
(pET28a_A2). Linha 10: Col6nia 04 da ER 2566 (pET28a_A2). Linha 11: Colbnia 05
da ER 2566 (pET28a_A2). Linha 12: Col6nia 02 da Rosetta (pET28a_A2). Linha 13:
Coldnia 03 da Rosetta (pET28a_A2). Linha 14: Controle negativo.

5.3.5. Analise da producéao de His6_A2 em E. coli

Por um teste em pequena escala foi possivel verificar a producao da proteina
recombinante His6_A2. A confirmacdo da produgéo da proteina His_A2 pode ser vista
em gel SDS-PAGE e Western-blotting (Figuras 7 e 8), usando anticorpo monoclonal
Anti-PoliHistidina. A partir da confirmacao da expresséao da proteina, esta passou a ser

produzida em larga escala.



kDa

Os resultados da analise por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE), demonstraram a presenca de uma banda polipeptidica de peso molecular
aparente de 11 kDa, juntamente com varias outras fragdes protéicas da propria E. coli.
Essa banda de 11 KDa é também observada nas fragées coletadas apds a indugéo da
expressdo e na fragdo composta apenas pela proteina, apds a purificagdo por
cromatografia (Figura 9). Ao utilizar o vetor de expressédo pET-28a, devemos lembrar de
acrescentar o peso das histidinas, uma vez que as proteinas recombinantes finais estao
fusionadas a ela. O procedimento utilizado foi suficiente para a obtencao da proteina

recombinante His6_A2 e permitiu a obtengao de quantidades de proteina de 3mg/mL.
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Figura 7. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (A) e Western-blotting (B) da proteina His6_A2. As

amostras correspondem, respectivamente: Linha 1, Marcador de peso molecular de
proteinas (Fermentas). Linha 2: extrato de E. coli ER 2566 transformada com a
construcao plasmidial pET28a_A2 apos 3 horas de adicao de IPTG (1,5 mM). Linha
3: extrato de E. coli ER 2566 transformada com a construcao plasmidial pET28a_A2
apds 3 horas sem adicdo de IPTG. Linha 4: extrato de E. coli Rosetta transformada
com a construgao plasmidial pET28a_A2 apds 3 horas de adicao de IPTG (1,0 mM).
Linha 5: extrato de E. coli Rosetta transformada com a construcdo plasmidial
pET28a_A2 apds 3 horas de adigéo de IPTG (0,5 mM). Linha 6: extrato de E. coli
Rosetta transformada com a construgéo plasmidial pET28a_A2 apds 3 horas de
adicao de IPTG (1,5 mM). Linha 7: extrato de E. coli Rosetta transformada com a
construcao plasmidial pET28a_A2 apdés 3 horas sem adicao de IPTG. Linha 8:
extrato de E. coli BL21 (DE3) transformada com a construcdo plasmidial pET28a_A2
apds 3 horas de adicao de IPTG (1,0 mM). Linha 9: extrato de E. coli BL21 (DE3)
transformada com a construcao plasmidial pET28a_A2 apds 3 horas de adi¢cdo de
IPTG (0,5 mM). Linha 10: extrato de E. coli BL21 (DE3) transformada com a
construgao plasmidial pET28a_A2 apds 3 horas de adigéo de IPTG (1,5 mM). O gel
SDS foi corado com Comassie Brilliant Blue R-250 e a membrana de western-blotting
foi incubada com anticorpo monoclonal anti-PoliHistidina.
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Figura 8. Gel de poliacrilamida (SDS- PAGE) (A) e Western-blotting (B) da proteina His6_A2. As
amostras correspondem, respectivamente: Linha 1, Marcador de peso molecular de
proteinas (Fermentas). Linha 2: extrato de E. coli BL21 (DES3) transformada com a
construcao plasmidial pET28a_A2 apdés 3 horas sem adicao de IPTG. Linha 3:
extrato de E. coli ER 2566 transformada com a construcao plasmidial pET28a_A2
apds 6 horas de adicao de IPTG (1,0 mM). Linha 4: extrato de E. coli ER 2566
transformada com a construgdo plasmidial pET28a_A2 apds 6 horas de adicdo de
IPTG (0,5 mM). Linha 5: extrato de E. coli ER 2566 transformada com a construgao
plasmidial pET28a_A2 apds 6 horas de adigéo de IPTG (1,5 mM). Linha 6: extrato de
E. coli ER 2566 transformada com a construgao plasmidial pET28a_A2 apds 6 horas
sem adicdo de IPTG. Linha 7: extrato de E. coli Rosetta transformada com a
construcao plasmidial pET28a_A2 apds 6 horas de adicdo de IPTG (1,0 mM). Linha
8: extrato de E. coli Rosetta transformada com a construgao plasmidial pET28a_A2
apdés 6 horas de adicdo de IPTG (0,5 mM). Linha 9: extrato de E. coli Rosetta
transformada com a construgdo plasmidial pET28a_A2 ap6s 6 horas de adicao de
IPTG (1,5 mM). Linha 10: extrato de E. coli Rosetta transformada com a constru¢éo
plasmidial pET28a_A2 apo6s 6 horas sem adigao de IPTG. O gel SDS foi corado com
Comassie Brilliant Blue R-250 e a membrana de western-blotting foi incubada com
anticorpo monoclonal anti-PoliHistidina.

5.3.6. Analise da proteina recombinante His6_A2 por Western-blotting

Apbés o processo de purificacdo, descrito no item 4.5.15., a proteina
recombinante His6_ A2 foi quantificada e analisada através de Western-blotting,
utilizando anticorpo monoclonal Anti-PoliHistidina e anticorpo policlonal anti-L. chagasi,
de cao com diagndstico parasitoldgico positivo para L. chagasi.

Na Figura 9, esta representado o resultado da andlise da proteina His6_A2 apds
a purificacdo da mesma. Observou-se que o anticorpo monoclonal para detec¢ao de
histidina permitiu a evidencia¢cdo de uma banda de aproximadamente 11 kDa, referente

a proteina de interesse His6_A2.
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Figura 9. Banda protéica correspondente a proteina recombinante His6-A2 em membrana de
nitrocelulose incubada com anticorpo monoclonal Anti-His pelo Western-blotting. As
amostras correspondem, respectivamente: Linha 1: Marcador de peso molecular de
proteinas (Fermentas). Linha 2: extrato de E. coli BL21 (DES3) transformada com a
construcdo plasmidial pET28a_A2 apdés 3 horas de indugcdao com IPTG (0,5mM).
Linha 3: extrato de E. coli BL21 (DES3) transformada com a construgéo plasmidial
pET28a_A2 apds 3 horas sem adigdo de IPTG. Linha 4: extrato de E. coli ER 2566
transformada com a construcao plasmidial pET28a_A2 apds 6 horas de indugcao com
IPTG (0,5mM). Linha 5: extrato de E. coli ER 2566 transformada com a construgao
plasmidial pET28a_A2 ap6és 6 horas sem inducado de IPTG. Linha 6: extrato de E. coli
Rosetta transformada com a construcdo plasmidial pET28a_A2 ap6s 6 horas de
indugdo com IPTG (0,5mM). Linha 7: extrato de E. coli Rosetta transformada com a
construcao plasmidial pET28a_A2 apods 6 horas sem inducdo de IPTG. Linha 8:
proteina A2 purificada obtida da célula BL21 (DE3) ap6s 3 horas de indugdo com
IPTG (0,5mM). Linha 9: proteina A2 purificada obtida da célula Rosetta ap6s 6 horas
de indugao com IPTG (0,5mM). Linha 10: proteina A2 purificada obtida da célula ER
2566 apos 6 horas de indugao com IPTG (0,5mM).
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5.4. Imunizacao de camundongos com His6_A2

Soros de camundongos imunizados com a proteina recombinante His6_ A2,
demonstraram reatividade pelas técnicas de Dot-ELISA (Fig. 10) e Western-blotting
(Figs. 11 e 12), quando diluidos 1:50, em ambas as técnicas. Os soros dos animais que
nao foram imunizados, ndo apresentaram nenhuma reatividade pelas duas técnicas. Na
figura 12, o western apresentou varias bandas além da banda referente a proteina A2.
Essas outras bandas sdo devido a reatividade natural contra proteinas de E. coli.
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Figura 10. A: Reatividade da proteina His6_A2 purificada expressa pela BL 21 (DE3) no Dot-

ELISA com soro de camundongos. B: Reatividade da proteina His6_A2 purificada
expressa pela ER 2566 no Dot-ELISA com soro de camundongos. C: Reatividade
da proteina His6_A2 purificada expressa pela Rosetta no Dot-ELISA com soro de
camundongos. Todos os numeros 1, 2 e 3: soros dos camundongos 1, 2 e 3
respectivamente, inoculados com a proteina recombinante obtida da célula BL 21
(DEB), apés 3 horas de indugdo. Todos os numeros 4, 5 e 6: soros dos
camundongos 4, 5 e 6 respectivamente, inoculados com a proteina recombinante
obtida da célula BL 21 (DE3), apds 12 horas de indugdo. Todos os nimeros 7, 8 € 9:
soros dos camundongos 7, 8 e 9 respectivamente, inoculados com a proteina
recombinante obtida da célula ER 2566, apds 12 horas de inducdo. Todos os
nimeros 10, 11 e 12: soros dos camundongos 10, 11 e 12 respectivamente,
inoculados com a proteina recombinante obtida da célula Rosetta, apoés 12 horas de
indugcé&o. Todos os numeros 13: soros controles de camundongos n&o inoculados
com a proteina recombinante A2
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Figura 11. Reatividade da proteina His6_A2 pelo Western-blotting. Linha 1: Marcador de peso
molecular de proteinas (Fermentas); Linhas 2 a 4: reacdo dos soros de trés
camundongos, inoculados com a proteina recombinante obtida da célula BL21
(DES3), apés 3 horas de inducao, frente a proteina His6_A2 purificada; Linha 5 a 7:
reagao dos soros de trés camundongos, inoculados com a proteina recombinante
obtida da célula ER 2566, apdés 3 horas de inducdo, frente a proteina His6_A2
purificada; Linha 8 a 10: reagao dos soros de trés camundongos, inoculados com a
proteina recombinante obtida da célula BL21 (DE3), ap6s 12 horas de inducgao,
frente a proteina His6_A2 purificada.
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Figura 12. Reatividade da proteina His6_A2 pelo Western-blotting. Linha 1: Marcador de peso
molecular de proteinas (Fermentas); Linhas 2 a 4: reagdo dos soros de trés
camundongos, inoculados com a proteina recombinante obtida da célula Rosetta,
apds 3 horas de inducéo, frente a proteina His6_A2 purificada; Linha 5 a 6: reacao
dos soros de dois camundongos, inoculados com a proteina recombinante obtida da
célula BL21 (DE3), apds 3 horas de indugao, frente a proteina His6_A2 purificada;
Linha 7: reagdo dos soros de um camundongo, inoculado com a proteina
recombinante obtida da célula ER 2566, apds 3 horas de inducéo, frente a proteina
His6_A2 purificada; Linha 8 a 9: reacdo dos soros de dois camundongos,
inoculados com a proteina recombinante obtida da célula Rosetta, apods trés horas
de indugédo, frente a proteina His6_A2 purificada; Linha 10: reacdo do soro de
camundongo nao inoculado frente a proteina His6_A2 purificada.



5.5. Teste de ELISA indireto com antigeno recombinante His6_A2

A concentragao 6tima do antigeno His6_A2, determinada por titulagdo em bloco,
foi de 20 pg/mL, o bloqueio de leite em pd desnatado foi de 2% e a diluicdo Unica de
1:100 para os soros de referéncia positivos e negativos e o conjugado na diluicdo de
1:4.000.

O ponto de corte calculado foi 0,355. Das amostras de soros negativos, 65%
(n=36) também foram negativos pelo ELISA His-A2 e, das amostras de soros positivas,
52% (n=27) foram positivas pelo ELISA His-A2 e, apenas 33% (n=30) das amostras de
soro dos animais vacinados com a Leishmune®, foram positivos pelo ELISA His-A2. As
densidades opticas oriunda da reacdo antigeno-anticorpo do soro de cada animal foram
classificados de 1 a 15 em fungéo dos intervalos de densidade 6ptica (D.O.), conforme

apresentado abaixo, para elaboracao do grafico (Figura 13).

Intervalos de Densidade Classificagao

Optica

0,0-0,2 1
0,21-0,3 2
0,31-0,4 3
0,41-0,5 4
0,51-0,6 5
0,61-0,7 6
0,71-0,8 7
0,81-0,9 8
0,91-1,0 9
1,1-1,2 10
1,21-1,3 11
1,31-1,4 12
1,41-1,5 13
1,51-1,6 14

=
Ul

1,61-1,7
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Figura 13. NUmero de soros de cdes parasitologicamente positivos (n=27, Grupo B), soros de
caes vacinados (n=30, Grupo C) e soros de caes soronegativos (n=36, Grupo A)
triados em niveis de densidade optica (DO) pelo ELISA His-A2.



6. DISCUSSAO

A producao de antigenos recombinantes por clonagem e expressao de proteinas
heterdlogas em sistemas procariotos ou eucariotos constitui uma alternativa relevante e
efetiva para a preparacdo de grandes quantidades de antigenos altamente purificados
para 0 uso em testes soroldgicos. Essa produgdo tornou-se uma alternativa também
para o diagnéstico da leishmaniose visceral canina. Diferentes genes de Leishmania
estdo sendo estudados, ndo sé para um melhor entendimento da biologia desses
parasitos, como também para a obtencdo de proteinas que possam ser candidatas a
vacinas, bem como utilizadas no diagnéstico mais sensivel e especifico da doenca
(CARVALHO et al., 2002; COELHO et al., 2003). Proteinas da familia A2 de L. donovani
tém-se mostrado imunogénicas e especificas ao estagio amastigota destes parasitas
(CHAREST & MATLASHEWSKI, 1994).

Anticorpos contra a proteina do gene A2 também foram detectados em soros de
cédes e de humanos infectados com Leishmania chagasi. Entretanto, ndo foram
detectados anticorpos contra esta proteina em humanos com a forma cutanea da
doenca (GHEDIN et al., 1997; CARVALHO et al., 2002). O gene A2 foi identificado em
L. major como um pseudogene, ndo sendo expresso nessa espécie, 0 que sugere o
possivel envolvimento dos genes A2 no tropismo cutaneo ou visceral das leishmanias
(GARIN et al., 2005; McCALL and MATLASHEWSKI, 2010). O trabalho de Carvalho et
al. (2002), usando o ELISA-teste com as proteinas recombinantes GST-A2, A2-His ou
GST , mostrou que soros de caes negativos tiveram forte reatividade com as proteinas
recombinantes GST e GST-A2, e 86% dos soros caninos positivos para LVC, pela RIFI,
reagiram com a A2-His. No entanto, nenhum resultado de reatividade dos soros
negativos usando o ELISA A2-His foi apresentado. Nossos resultados, entretanto, foram
diferentes daqueles mencionados no trabalho citado acima, uma vez que, das amostras
de soros negativos, 65% (n=36) também foram negativos pelo ELISA A2-His e das
amostras positivas, 52% (n=27) foram positivos pelo ELISA A2-His e, apenas 33% dos

soros (n=30) dos animais vacinados com a Leishmune® foram positivos pelo ELISA A2-



His. Nao obtivemos densidades 6pticas (DO) acima de um para os soros de animais
vacinados e de areas nao-endémicas testados, sendo que DOs mais altas encontradas
foram proprias dos soros de animais infectados.

Como j& mencionado, as proteinas da familia A2 sdo expressas no estagio
amastigota do parasita, neste estagio a Leishmania estd no fagolisossomo do
macrofago do hospedeiro vertebrado (CHAREST & MATLASHEWSKI, 1994). Durante a
fase aguda da doenca, Badard et al. (1996) sugeriu que o hospedeiro poderia produzir
anticorpos especificos, incluindo aqueles anti-A2 e anti-rkK39. Com os resultados do
presente trabalho, podemos inferir que resultados mais satisfatérios poderdo ser
alcancados com a proteina A2 para diagnéstico da LVC quando se utilizar um maior
namero de proteinas desta familia e ndo apenas uma proteina, como também foi
sugerido por Ghedin et al. (1997). Além disso, o fato desta proteina isolada nao
alcancar uma alta sensibilidade diagnéstica poderia estar correlacionado com um
estagio especifico da doenga, sendo uma importante ferramenta para identifica-lo. A
alta especificidade do antigeno total solivel em relacdo a proteina recombinante é
devido ao primeiro possuir um maior espectro de proteinas do parasita das formas
promastigotas, tanto de superficie como internas.

Segundo Porrozzi et al. (2007), os testes soroldgicos empregando o antigeno
recombinante K39 sdo mais eficientes na detecgdo de anticorpos anti-Leishmania sp
em animais sintomaticos, enquanto os antigenos recombinantes K26 e A2 parecem ser
eficientes no diagndstico sorolégico da leishmaniose tanto em caes sintomaticos quanto
em cées assintomaticos.

A expressao de proteinas em E. coli apresenta um numero consideravel de
vantagens em relacdo a outros sistemas de clonagem e expressao a partir do gene.
Sao de facil manipulagao, exigem meios relativamente simples e permitem a expressao
da proteina rapidamente. Além disso, os processos de extracdo e purificacdo da
proteina recombinante sdo menos complexos, o que é relevante quando se visa a
producdo da proteina em larga escala. E apesar de ndo permitir modificagées pos-

traducionais, as proteinas expressas em E. coli tém sido utilizadas com éxito nos testes



de diagnéstico para diferentes doencas em medicina veterinaria (McBRIDE et al., 1999;
HUANG et al., 2006).

E digno de nota que a vacina Leish-Tec® utiliza proteina recombinante obtida do
gene A2 de Leishmania donovani por Charest e Matlashewski (1994), a partir de clone
cedido pelos pesquisadores. Pela primeira vez no Brasil, foi isolado (OLIVEIRA et al.,
2010) e expresso a proteina de uma amostra de Leishmania chagasi que causa LV no
Novo Mundo, isolado em Jaboticabal-SP por pesquisadores brasileiros. Este resultado
concorda com os resultados de Ghedin et al. (1997), no qual uma analise cariotipica
realizada para varias espécies de Leishmania mostraram que 0s genes A2 sao regides
conservadas em L. donovani, L. infantum, L. chagasi, L. amazonensis e L. mexicana. O
I6cus A2 é constituido de sete genes, os quais diferem em relagdo ao comprimento das
sequéncias que codificam a unidade peptidica repetitiva (CHAREST et al., 1996,
ZHANG et al., 1996). Fato que dificulta o isolamento desses genes por PCR simples.

Sabe-se que as proteinas A2 variam de 45 a 100 kDa em tamanho (ZHANG et
al., 1996). Entretanto, o gene isolado por Oliveira et al. (2010) tem 495 pares de base
de comprimento. Apés uma andlise dessa sequéncia, foi verificado a presenca de um
“stop cddon”. Além disso, a sequéncia de aminoacidos mostrou ter uma predicao a
peptideo sinal, o qual foi excluido da nossa construcdo afim de se evitar problemas de
solubilidade na expressdo. No entanto, acreditamos ter obtido resultados importantes
de antigenicidade e imunogenicidade, mesmo com um fragmento de proteina de 11
KDa.

Devemos dar continuidade na investigacao dessa proteina afim de caracteriza-la
melhor. Estimulando—nos ainda para isto, os resultados de imunogenicidade dos

camundongos com esta proteina recombinante.



7. CONCLUSOES

Foi expressa uma proteina recombinante de 11 KDa, com similaridade a familia

A2, isolada de uma amostra brasileira de Leishmania chagasi.

A proteina His6_A2 demonstrou ser antigénica e imunogénica, apds imunizagao
em camundongos e pela deteccdo de anticorpos anti-A2 pelas técnicas de
Western-blotting e Dot-ELISA.

O ELISA com o antigeno recombinante His6_A2 detectou anticorpos anti-A2 em
52% dos céaes infectados com L. chagasi. Dos soros de animais vacinados, 67%
assim como 65% dos animais de &reas-nao endémicas, foram negativos pelo
ELISA_A2.
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Anexo 1:

1. Analise pelo BLASTn obtida com o clone pGEM_A2 :

Sequéncias que produziram alinhamentos significativos:

. .. Max uer E Max
Accession Description —— Total score Query = =
score coverage value ident

Leishmania chagasi A2 le-
G0Q290460.3 protein (A2) gene, A2-V 412 896 55% 111 94%
allele, complete cds

Leishmania infantum
stage-specific S antigen-
AY255807.1 like protein (A2) gene, 202 501 41% 3e-48 91%
A2-type Il allele,
complete cds

Leishmania donovani
infantum stage-specific S
antigen homolog (A2) mRNA

569693.1 complete CDs

7248 1258 37% 3e-62 88%



Anexo 2:
2. Analise pelo BLASTn obtida com o fragmento A2 do clone pET28a_A2 :

Sequéncias que produziram alinhamentos significativos:

. - Max Query E Max
Accession Description —_ Total score =
P score — ———— coverage value ident

Leishmania chagasi A2 3e

G0290460.3 protein (A2) gene, A2-V 379 740 95% 102 98%
allele, complete cds

Leishmania donovani
infantum stage-specific S
antigen homolog (A2) mRNA,
complete cds

S69693.1 237 2964 95% 2e-59 92%

Leishmania infantum stage-
specific S antigen-like protein

AY255808.1 (A2) gene, A2-type Il allele, 222 660 95% 6e-55 91%
complete cds
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