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RESUMO

BEZERRA, M. A. Identificacdo e caracterizacdo de proteinas de superficie da
familia SRS do apicomplexa Neospora caninum. 2017. 145f. Tese (Doutorado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sé&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Neospora caninum € um parasita intracelular obrigatério do filo Apicomplexa,
intimamente relacionado a Toxoplasma gondii e responsavel por abortamento e
perda da fertilidade em bovinos, o0 que acarreta prejuizos significativos na pecuaria
mundial. Como parte de seu ciclo intracelular, a primeira interacdo do parasita com a
célula alvo é realizada por proteinas de superficie conhecidas como superfamilia
SRS (Surface Antigen Glycoprotein — Related Sequences). Proteinas SRS ou SAG
tem sido alvo de intensas pesquisas devido ao seu padrdo imunodominante,
exibindo grande potencial como ferramenta de diagnostico e/ou candidatos vacinais.
Atualmente existem cinco genes pertencentes a extensa familia de proteinas SRSs
descritos na literatura cientifica para N. caninum, dos quais dois foram
caracterizados de taquizoitas por serem altamente reconhecidos por soros de
animais infectados: NcSRS29B (SAG1) e NcSRS29C (SRS2). Diante disso, este
trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar as proteinas de superficie SRS,
NcSRS57 e NcSRS67. Além disso, foi obtido um panorama geral de proteinas
ancoradas por GPI de N. caninum na linhagem Nc-1. Dentre os homdélogos
apicomplexas, NCcSRS67 apresentou maior identidade e similaridade com
Hammondia hammondi (HHA _450490), enquanto NcSRS57 revelou maior
identidade e similaridade com Toxoplasma gondii (TgSRS57). NcCSRS67 e NcSRS57
apresentaram a terceira maior semelhanca entre os homodlogos envolvidos no
alinhamento estrutural. Estas duas proteinas SRS possuem doze residuos de
cisteina conservados que por predicdo formam seis pontes dissulfeto distribuidas em
dois dominios SRS (D1 e D2), formando sanduiches de folhas B e a hélices
associadas entre si. A sequéncia codificadora de NcSRS67 (sem o peptideo sinal e
sem a ancora GPI) foi clonada e expressa constitutivamente no plasmideo pCR-
Blunt [I-TOPO-Hisgy. A forma nativa de NcCSRS67 apresentou massa molecular de 35
kDa (predito 30.6 kDa sem peptideo sinal e sem éancora GPI). A sequéncia
NcSRS57 (sem o peptideo sinal e sem a ancora GPI) foi clonada em pET32,
entretanto apenas um fragmento de 92 pb foi traduzido em relagdo a sequéncia
clonada de 1074pb, devido a presenca de stop cdédon oculto. Este evento gerou
rNcSRS57 com massa molecular abaixo do esperado (19,5 kDa). NcCSRS57 nativa
apresentou massa de 43 kDa (predito sem peptideo sinal e sem ancora GPI 31.14
kDa). Os efeitos inibitérios dos anticorpos policlonais anti-rNcSRS67, anti-rNcSRS57
e a associacao destes sobre a adeséao/invasdo de taquizoitas foram investigados in
vitro, resultando em uma inibicdo de 20% para o anticorpo anti-rNcSRS67, 16% para
o0 anticorpo anti-rNcSRS57 e 11% para a associacao destes dois anticorpos.
NcSRS67 foi localizada sobre parte da superficie de taquizoitas, ao contrario de
NCcSRS57, que abrangeu toda a area da superficie destes parasitas. Apesar das
inUmeras tentativas, as formas nativas de NCSRS67 e NcSRS57 obtidas por
eletroforese 2D nado foram identificadas por MS/MS. O tratamento de taquizoitas de
N. caninum com a enzima fosfolipase C fosfatidilinositol (PI-PLC) especifica, seguido
de analises por MS/MS também gerou a identificacdo de proteinas de N. caninum,



dentre elas as proteinas mais abundantes j& identificadas no secretoma de N.
caninum, NcSRS29B (SAG1l) e NcSRS29C (SRS2). Dessa forma, os resultados
obtidos neste estudo agregam conhecimentos sobre o parasita N. caninum e
revelam-se Uteis na busca e selecdo de novos alvos a serem investigados contra a
neosporose.

Palavras-chave: Neospora caninum; Apicomplexa; Proteinas de superficie; Proteinas
SRS; NcSRS67, NcCSRS57.



ABSTRACT

BEZERRA, M.A. Identification and Characterization of SRS family of surface
proteins of the apicomplexan Neospora caninum. 2017. 145f. Thesis (Doctoral).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de Sé&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Neospora caninum is an obligate intracellular parasite of the Apicomplexa phylum,
closely related to Toxoplasma gondii and responsible for abortion and loss of fertility
in cattle, resulting in significant losses in the worldwide livestock. As part of its
intracellular cycle, the first interaction of the parasite with the target cell is performed
by surface proteins known as SRS superfamily (Surface Antigen Glycoprotein -
Related Sequences). SRS or SAG proteins have been subject of intensive research
due to their immunodominant pattern, exhibiting great potential as a diagnostic tool
and/or vaccine candidates. Currently there are five genes belonging to the SRS
family of proteins described in the scientific literature for N. caninum. Two of these
genes were isolated from tachyzoites due to their high sera reactivity of infected
animals: NcSRS29B (SAG1) and NcSRS29C (SRS2). Therefore, this work was
carried out with the aim of characterizing SRS surface proteins, NcSRS57 and
NcSRS67. In addition, we have performed an overview of N. caninum GPI anchored
proteins in the Nc-1 lineage. Our results showed that; among the apicomplexan
homologues, NcSRS67 presented higher identity and similarity with Hammondia
hammondi (HHA 450490), while NcCSRS57 revealed greater identity and similarity
with Toxoplasma gondii (TgSRS57). NcSRS67 and NcSRS57 presented the third
major similarity between the homologues involved in the structural alignment. These
two SRS proteins have twelve conserved cysteine residues predicted to form six
disulfide bonds distributed in two SRS domains (D1 and D2), forming B-sheet
sandwiches and a-helices associated with each other. The coding sequence of
NcSRS67 (without the signal peptide and without the GPI anchor) was cloned and
constitutively expressed in the plasmid pCR-Blunt [I-TOPO-Hisgx. The native form of
NcSRS67 has a molecular mass of 35 kDa (predicted 30.6 kDa without signal
peptide and without the GPI anchor). The rNcSRS57 sequence (without the signal
peptide and without the GPI anchor) was cloned into pET32, however only a 92 bp
fragment was translated in contrast to the cloned sequence of 1074 bp, due to the
presence of a hidden stop codon. This event generated rNcSRS57 with molecular
mass lower than expected (19.5 kDa). Native NcSRS57 has 43 kDa mass (predicted
without signal peptide and without GPI anchor 31.14 kDa). The inhibitory effects of
the anti-rNcSRS67 polyclonal antibodies, anti-rNcSRS57 and the association of both
on the adhesion/invasion of tachyzoites were investigated in vitro, resulting in a 20%
inhibition for the anti-rNcSRS67 antibody, 16% rNcSRS57 and 11% for the
association. NcSRS67 was localized on part of the surface of tachyzoites, unlike
NcSRS57, which covered the entire surface area of these parasites. Despite of the



numerous attempts, native forms of NcSRS67 and NcSRS57 obtained by 2D
electrophoresis were not identified by MS/MS. The treatment of N. caninum
tachyzoites with the specific phospholipase C phosphatidylinositol (PI-PLC) enzyme,
followed by MS/MS analysis also generated the identification of N. caninum proteins,
among them the most abundant proteins already identified in the secretome of N.
caninum, NcSRS29B (SAG1) and NcSRS29C (SRS2). Thus, the results obtained in
this study increase the knowledge of the parasite N. caninum and demonstrate to be
useful in the search and selection of new targets to be investigated against
Neosporosis.

Keywords: Neospora caninum; Apicomplexa; Surface proteins; SRS proteins;
NcSRS67, NcCSRS57.



RESUMEN

BEZERRA, M.A. Identificacion e Caracterizacion de proteinas de superficie de la
familia SRS de apicomplexa Neospora caninum. 2017. 145f. Tesis (Dutorado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Neospora caninum es un parasito intracelular obligado del filo de Apicomplexa,
estrechamente relacionado con Toxoplasma gondii, responsable de abortos y
pérdida de fertilidad en el ganado bovino y por lo que genera pérdidas significativas
en el ganado mundial. Como parte de su ciclo intracelular, la primera interaccion del
pardsito con la célula huésped se realiza mediante proteinas de superficie conocidas
como superfamilia SRS (Surface Antigen Glycoprotein - Related Sequences). Las
proteinas SRS o SAG han sido objeto de intensas investigaciones debido a su
patron inmunodominante, que representa un gran potencial como herramienta de
diagndstico y/o vacunacién. En la actualidad existen cinco genes que pertenecen a
la familia de proteinas SRS descritas en la literatura cientifica para N. caninum,
donde dos de ellos se caracterizan por taquizoitos porque son altamente
reconocidos por sueros en animales infectados: NCSRS29B (SAG1) y NcSRS29C
(SRS2). Por lo tanto, este trabajo se llevd a cabo con el objetivo de caracterizar
proteinas de superficie SRS, NcSRS57 y NcSRS67. Adicionalmente, hemos
obtenido un enfoque general de proteinas ancladas GPI de N. caninum en el linaje
Nc-1. Nuestro resultado demostré que entre los homologos apicomplexos, NCSRS67
presenté mayor identidad y similitud con Hammondia hammondi (HHA 450490),
mientras que NcSRS57 revel6 mayor identidad y similitud con Toxoplasma gondii
(TgSRS57). NcSRS67 y NCSRS57 presentd la tercera mayor similitud entre los
homologos implicados en la alineacion estructural. Estas dos proteinas SRS han
doce conservado residuos de cisteina que por prediccion forman seis enlaces
disulfuro distribuidos en dos dominios SRS (D1 y D2), formando sandwiches de hoja
B y hélices a asociadas entre si. La secuencia codificante de NcSRS67 (sin péptido
sefial y sin anclaje GPI) se clond y se expresO constitutivamente en el plasmido
pPCR-Blunt II-TOPO-His6x. La forma nativa de NCSRS67 tiene una masa molecular
de 35 kDa (predicho 30,6 kDa sin péptido sefial y sin anclaje GPI). La secuencia
rNcSRS57 (sin péptido sefial y sin anclaje GPI) se clon6 en pET32, sin embargo sélo
un fragmento de 92 pb se tradujo en relacién con la secuencia clonada de 1074 pb,
debido a la presencia del codén de parada oculto. Este evento generd rNcSRS57
con una masa molecular inferior al esperado (19,5 kDa). El nativo NcCSRS57 tiene
una masa de 43 kDa (predicho sin péptido sefial y sin anclaje GPI 31,14 kDa). Los
efectos inhibitorios de los anticuerpos policlonales anti-rNcSRS67, anti-rNcSRS57 y
la asociacion de ambos en la adhesion/invasion de taquizoitos se investigaron in
vitro, resultando en la inhibicion del 20% para el anticuerpo anti-rNcSRS67, 16% de
rNCSRS57 y 11% para la asociacion de estos dos anticuerpos. NcCSRS67 se localizd



Vi

Sobre una parte de la superficie de los taquizoitos, a diferencia de NcCSRS57, que
cubrié toda la superficie del parésito. A pesar de los numerosos intentos, las formas
nativas de NcSRS67 y NcSRS57 obtenidas mediante electroforesis 2D no fueron
identificadas por MS/MS. El tratamiento de los taquizoitos de N. caninum con la
enzima fosfolipasa C fosfatidilinositol (PI-PLC), seguido de analisis MS/MS, también
genero la identificacién de proteinas de N. caninum, entre ellas las proteinas mas
abundantes ya identificadas en el secretoma de N. caninum, NcSRS29B (SAG1) y
NcSRS29C (SRS2). Por lo tanto, los resultados obtenidos en este estudio suman
conocimientos sobre el parasito N. caninum y demuestran ser utiles en la busqueda
y seleccidon de nuevos objetivos a investigar contra la neosporosis.

Palabras claves: Neospora caninum; Apicomplexa; Proteinas de superficie;
Proteinas SRS; NcCSRS67, NCSRS57.
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1. INTRODUCAO

De acordo com os ultimos dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica-IBGE, o rebanho bovino brasileiro chegou a 215,1 milhdes de cabecas
em 2015, um acréscimo de 2,8 milhdes de animais em relacdo a 2014 (Instituto
Brasileiro de Geografia e Pesquisa Pecuaria Mundial, 2015). Com isso, o Brasil
manteve-se como segundo colocado no ranking mundial, atrds apenas da india e,
desde 2004, assumiu a lideranca nas exportacbes, com um quinto da carne
comercializada internacionalmente e vendas em mais de 180 paises (Neto, 2014;
Governo Federal: Portal Brasil, 2015).

Com a abertura de novos mercados mundiais, padrdes como qualidade, menor
impacto ambiental, rastreabilidade, preco competitivo e a exigéncia sanitaria
tornaram-se condi¢cbes para consolidar a participacdo no mercado internacional
(MICHELS, 2000; LOPES; CARVALHO, 2002; BARROS et al., 2011). Um exemplo
de barreira sanitaria imposta atualmente sobre a bovinocultura € o combate a febre
aftosa, porém com a crescente exigéncia dos mercados internacionais outras
doencas podem potencialmente ser incluidas nas questdes sanitarias, além disso, o
estudo do impacto econdmico de uma doenga, como a neosporose, por exemplo,
pode identificar o quanto a mesma afeta a rentabilidade do sistema de cria na cadeia
produtiva (BARROS et al., 2011).

A neosporose, uma enfermidade causada pelo protozoario coccidio Neospora
caninum, emergiu como uma importante doenca mundialmente conhecida por induzir
abortamentos em bovinos, além de acometer diversas outras espécies de animais
domésticos e silvestres (DUBEY et al., 1988; GONDIM, 2006; DUBEY et al., 2007;
KING et al., 2012). N. caninum tem o cdo como hospedeiro definitivo e transmissor
horizontal do agente ao bovino, que uma vez instalado é transmitido de méae para
filho possivelmente por varias geracdes (DUBEY et al., 1988).

Sabe-se que depois dos custos relacionados com a nutri¢cdo, a fertilidade é o
fator com maior impacto na economia da exploracéo leiteira (BLOWEY, 1999), sendo
a perda da gestacdo uma das maiores causas de decréscimo da fertilidade (LEE;
KIM, 2007). Devido as mortes embrionarias e fetais, sdo alterados os padrbes de
producéo de leite, ou seja, a producéo diminui (CALDOW,; GRAY, 2004), aumentam

as despesas com diagnésticos, refertilizagdes, reposicdo de fémeas e diminuicdo



sobre o valor das matrizes infectadas, levando a importantes perdas
econdmicas no setor de criacdo bovina (WILLIAMS et al., 2000; TREES et al., 2002;
CORBELLINI et al., 2002; DUBEY et al, 2007; PARKINSON, 2009; MARQUES et al,
2011). Uma fémea infectada com N. caninum tem de trés a sete vezes mais chances
de abortar do que uma fémea néo infectada (QUINTANILLA-GONZALO et al., 2000;
DUBEY et al., 2007; WILLIAMS et al., 2009; ALMERIA; LOPEZ-GATIUS, 2013) e,
caso nao aborte, o feto pode ser infectado no utero em 80-95% dos casos, ja que a
transmissdo deste parasita ocorre com alta eficiéncia pela via transplacentaria
(DAVISON et al., 1999).

Nos ultimos dez anos, obstaculos adicionais para o controle da neosporose
tornaram-se conhecidos, 0 que inclui a descoberta de novos hospedeiros
(intermediarios e definitivos) de N. caninum (McALLISTER et al., 1998; LINDSAY et
al., 1999; GONDIM et al., 2004; GONDIM, 2006; KING et al., 2010; DUBEY et al.,
2011; Da SILVA ANDRADE et al., 2012; MINERVINO et al., 2012; VILLALOBOS et
al., 2012), a possibilidade de outras vias de transmisséo do parasita como através do
colostro ou do leite das vacas aos seus bezerros (ORTEGA-MORA et al., 2003), ou
através do sémen de touros (MOORE et al., 2003), além das dificuldades no
diagnostico preciso da infeccdo (GONDIM et al.,, 2008). Apesar dos avangos
imunobioguimicos no estudo de N. caninum, ainda ndo existe uma vacina eficiente
para a prevencdo da doenca (DUBEY et al., 2007; JIMENEZ-RUIZ et al., 2012;
WESTON et al., 2012).

1.1. Neosporacaninum

Neospora caninum € um protozodrio parasita intracelular obrigatério que
pertence ao filo Apicomplexa e esta intimamente relacionado a Toxoplasma gondii,
devido a suas caracteristicas genéticas e morfolégicas (DUBEY et al., 2006; DUBEY;
SCHARES, 2011). Este parasita foi descrito e nomeado apenas em 1988 por Dubey
(DUBEY et al., 1988) como um novo género e espécie, recebendo a denominagéo
de Neospora caninum em referéncia ao fato de ter sido inicialmente detectado em
tecido de cédes na Noruega, onde era até entdo erroneamente diagnosticado como
Toxoplasma gondii (BJERKAS et al., 1984). Apesar das semelhancas morfoldgicas e

genéticas entre N. caninum e T. gondii, diferencas fundamentais entre estes dois



parasitas foram posteriormente identificadas no que diz respeito a sua gama de
hospedeiros naturais, composicao de carboidratos sobre a superficie, caracteristicas
estruturais, antigenicidade, fatores de viruléncia e patogénese (DUBEY; LINDSAY,
1996; DUBEY et al., 2002; DUBEY et al., 2007). Diferengas entre N. caninum e T.
gondii também tem sido descritas usando analises gendmicas e transcriptémicas
(REID et al., 2012). Ademais, diferentemente de T. gondii, N. caninum ndo causa
infeccdo em humanos (MCCANN et al., 2008; SHAAPAN, 2016), embora ja tenham
sido detectados anticorpos contra este parasita em soros de humanos
imunocomprometicos com HIV, pacientes com desordens neuroldgicas e uma baixa
deteccdo em individuos recém nascidos (NAM et al., 1998; TRANAS et al., 1999;
LOBATO et al., 2006).

Ha duas décadas, N. caninum vem sendo extensivamente investigado devido a
sua importancia como um patégeno veterinario (DONAHOE et al., 2015). N. caninum
tem uma distribuicdo global e pode causar doenga neuromuscular em cées e
abortamento e mortalidade neonatal em bovinos, resultando em perdas econémicas
para as industrias de corte e de leite (DUBEY et al., 2007; DUBEY; SCHARES,
2011; REICHEL et al., 2013). Ha relatos da neosporose bovina em paises de todos
os continentes (DUBEY et al., 2006). Um célculo com os dados de dez paises
comprovadamente afetados (Argentina, Australia, Brasil, Canada, Espanha, Estados
Unidos, Holanda, México, Reino Unido e Nova Zelandia) estimou uma perda
econdmica anual média da ordem de US$ 1,298 bilhdo, de modo que dois tergos
deste montante (U$ 842,9 milhdes) provém da cadeia produtiva do leite (REICHEL et
al., 2013).

1.2. Ciclo de vida e transmisséo

O ciclo de vida heteroxénico de N. caninum (figura 1) envolve canideos
domésticos e selvagens como hospedeiros definitivos (MCALLISTER et al., 1998;
KING et al., 2012; GOODSWEN et al., 2013) e uma ampla variedade de hospedeiros
intermediarios incluindo espécies de bovinos (Figura 1, DUBEY et al., 2007; DUBEY;
SCHARES, 2011; GOODSWEN et al., 2013). Sabe-se até o momento que ha dois
modos distintos de reproducao no ciclo de vida deste parasita: reproducdo sexuada,

a qual esta presente apenas em canideos (hospedeiro definitivo), como o cachorro



(Canis lapus familiaris) (MCALLISTER et al., 1998), coiote (Canis latrans) (GONDIM
et al., 2004), lobo cinzento (Canis lapus) (DUBEY et al., 2011) e dingo (Canis lapus
dingo) (KING et al., 2010); e reproducdo assexuada, que ocorre em hospedeiros
intermediarios como os bovinos (GOODSWEN et al., 2013).

Figura 1. Ciclo de vida heteroxénico de N. caninum. O ciclo de vida heteroxénico
deste parasita inclui uma replicagdo sexuada (que ocorre no canideo: hospedeiro
definitivo) e uma replicacdo assexuada no hospedeiro intermediario (representado
nesse caso pelo bovino). (A) No hospedeiro intermediario, a infeccdo pode ocorrer
horizontalmente através da ingestdo de alimentos ou agua contaminada com
oocistos contendo esporozoitas previamente liberados nas fezes de canideos
infectados agudamente; ou (B) verticalmente da mée para o feto através da placenta
(GOODSWEN et al., 2013). Altamente eficiente (MORE et al., 2009), a transmiss&o
transplacentaria pode ser exdégena quando os oocistos infecciosos sédo ingeridos
durante a gravidez ou enddégena devido a recrudescéncia de uma infeccdo
persistente (TREES; WILLIAMS, 2005). (C) Apo6s a fase de proliferacdo rapida, N.
caninum diferencia-se no estagio de bradizoitas quiescentes que residem nos cistos
teciduais intracelulares, estabelecendo infec¢cdes de longos periodos (PIERGILI
FIORETTI et al., 2003). (D) Durante a gestacao, modificagdes na resposta imune da
mae favorecem a reativacdo do parasita e a reconversdo de bradizoitas em
taquizoitas, os quais podem atravessar a placenta e gerar uma infeccdo fetal
(INNES, 2007). (E) A recrudescéncia de uma infeccdo persistente com transmissao
vertical pode ocorrer sobre gestacbes consecutivas e pode resultar em abortamento
ou no nascimento de bezerros saudaveis, mas congenitamente infectados
(WILLIAMS et al., 2009). (F) Por fim, o ciclo de vida € completado quando cistos
teciduais contendo bradizoitas, presentes nos tecidos do hospedeiro intermediario,
sdo ingeridos por um hospedeiro definitivo carnivoro (GUIDO et al., 2016).

Hospedeire intermediaric

L

Rota vertical : Infecgdio persistente
(B) :}E;‘Jﬂ} J

4 bl
Bezerro infectado
congenitalmente

. Trasmissdo endogena
Hospedeiro | 2

definitivo
(F) g@m

Cisto tecidual contende a4 porto ou problemas (D)
bradizoitas

Recrudescéncia da infeccio

neuromusculares + . / -
Matriz infectada

Fonte: llustracdo adaptada de GUIDO et al., 2016.



Durante o ciclo de vida deste parasita ha trés estagios até entdo descritos:
esporozoitas em oocistos (figura 1A), taquizoitas (figura 1B) e bradizoitas em cistos
teciduais (figura 1F). Os oocistos sdo excretados nas fezes dos caes (figura 1A)
apos a ingestdo de N. caninum na forma de bradizoitas (figura 1F), tornando-se
infecciosos em poucos dias (BUXTON et al., 2002). Estes oocistos correspondem a
forma de resisténcia deste parasita no ambiente (DONAHOE et al., 2015). S&o
presumivelmente gerados pela replicacdo sexual nas células epiteliais do intestino
do hospedeiro definitivo e expelido nas fezes em uma forma ndo esporulada (n&o
infecciosa), embora os estagios sexuais entero-epiteliais no trato alimentar do
canideo ainda ndo tenham sido conclusivamente demonstrados (DUBEY et al.,
2004). Fora do hospedeiro, os oocistos sofrem esporulacdo em 24 a 72 horas e
desenvolvem dois esporocistos, cada um contendo quatro esporozoitas, tornando-os
oralmente infecciosos (DUBEY et al., 2006; 2007; REICHEL et al., 2007). A infeccao
do hospedeiro intermediario pode ocorrer quando 0s oocistos esporulados séo
ingeridos (figura 1A, DONAHOE et al., 2015). J& no trato gastrointestinal, os
esporozoitas sdo liberados e parasitam inicialmente células intestinais
transformando-se em taquizoitas (figura 1B, HEMPHILL et al., 2006).

Os taquizoitas pertencem ao estagio de multiplicacdo rapido de N. caninum,
capazes de infectar uma ampla variedade de células nucleadas, incluindo células
mononucleares que ajudam na disseminacdo do parasita via trafego de leucdcitos
(DUBEY et al., 2006; HEMPHILL et al., 2006). Durante a fase aguda da infec¢éo, os
taquizoitas podem ser encontrados em virtualmente todos os tecidos do hospedeiro.
E durante este estagio que ocorrem os ciclos progressivos de replicacéo intracelular,
lise das células infectadas, liberacdo de taquizoitas e infec¢ao de células circulantes,
podendo dar inicio a sequelas imunopatologicas, e em alguns animais, doenca
clinica (DUBEY et al., 2007). Em um hospedeiro imunocompetente, os taquizoitas
replicam-se por cerca de 20 vezes antes de se diferenciarem em bradizoitas, o
estagio de vida quiescente do parasita, que é formado sob pressdo do sistema
imune do hospedeiro e que produz um cisto tecidual (GOODSWEN et al., 2013).

Os cistos teciduais protegem os bradizoitas de fatores imunolégicos e
propiciam a persisténcia do parasita por longos periodos, gerando infeccdes
assintomaticas cronicas (figura 1C) (HEMPHILL et al., 2006; DUBEY et al., 2007,
DUBEY;SCHARES, 2011). A recrudescéncia da infeccdo (figura 1D) pode ser



alterada por mudancas no status imune do hospedeiro (imunomodulacdo ou
imunossupressao), podendo resultar na reativacdo de bradizoitas (figura 1F) e
conversao para taquizoitas (figura 1B) (HEMPHILL et al., 2006). Este evento € bem
documentado em animais gestantes e permite a propagacdo de taquizoitas para
outros tecidos, incluindo a sua disseminacao através da placenta e infec¢ao do feto
(figura 1E) (WILLIAMS et al., 2009).

A infeccdo natural de N. caninum ocorre via transmiss&o horizontal ou vertical
(DUBEY et al., 2007). A transmisséao vertical (também denominada de transmissao
transplacentéria ou congénita) € o modo predominante no bovino (DONAHOE et al.,
2015). Duas formas de transmisséo vertical sdo conhecidas: transmissdo exodgena
ou enddgena (TREES; WILLIAMS, 2005; WILLIAMS et al., 2009). A transmisséo
exdgena ocorre apos a ingestdo de oocistos pelo gado e esta associado a uma série
de abortamentos epidémicos em um rebanho (WILLIAMS et al.,, 2009). A
transmissdo enddgena acompanha a recrudescéncia da infeccdo em uma vaca
persistentemente infectada durante a gravidez. E o principal mecanismo responsavel
pela manutencdo do parasita dentro dos rebanhos, resultando em taxas de
transmissao fetal de até 95% (DUBEY et al., 2006; WILLIAMS et al., 2009; REICHEL
et al.,, 2013), podendo passar a infeccdo por geracdes consecutivas de seus
descendentes (DUBEY; SCHARES, 2006; DUBEY et al., 2006). No hospedeiro
definitivo canideo e outros carnivoros, a transmissao horizontal pode resultar da
ingestdo de tecidos provenientes dos hospedeiros intermediarios infectados
contendo cistos teciduais ou da ingestdo de agua ou alimentos contaminados com
oocistos esporulados (DUBEY et al., 2006, 2007). JA no hospedeiro intermediario a
transmissao horizontal também pode ocorrer através da ingestdo de agua ou
alimentos contaminados com oocistos contendo esporozoitas previamente
eliminados nas fezes de canideos infectados (GOODSWEN et al., 2013).

1.3. Neosporose

A principal forma evolutiva de N. caninum que causa a infeccdo aguda da
neosporose no hospedeiro intermediario € o taquizoita, disseminado através da
corrente sanguinea e sistema linfatico (GOODSWEN et al., 2013). Estes taquizoitas

sdo capazes de invadir varios tipos de células nucleadas onde se multiplicam por um



processo denominado de endodiogenia (isto é, um mecanismo de reproducéo
assexuada no qual duas células progenitoras sao originadas a partir de uma célula
mae). As células altamente infectadas sdo entdo rompidas, liberando taquizoitas de
N. caninum, o estagio de multiplicacdo rapida, que posteriormente se disseminam e
infectam outras células (GUIDO et al., 2016).

Assim como outras infeccbes que também causam abortamento ao redor do
mundo, como por exemplo, a brucelose (STEVENS et al, 1994; CORBEL, 1997) e
leptospirose (MARTINS et al, 2012), N. caninum também tem sido identificado como
um dos principais abortifacientes. Dessa forma, este parasita tem sido responsavel
por grandes perdas econdmicas refletidas em perda da qualidade genética do
rebanho, tornando assim as praticas de manejo do rebanho infectado diferentes
daquelas verificadas ao redor do mundo (REICHEL et al.,, 2013). Estes fatores
acabam comprometendo, consequentemente, as atividades de nutricdo e producao
de leite (kg/dia) (REICHEL et al., 2013). Embora a maioria do rebanho infectado
tenha uma gestacdo normal, por outro lado, aqueles animais infectados sdo mais
susceptiveis do que os nao infectados, principalmente se as matrizes forem
infectadas pela primeira vez no inicio da gestacdo (GOODSWEN et al., 2013;
HORCAJO et al., 2016).

A transmissdo horizontal de N. caninum envolvendo oocistos parece ocorrer
raramente na natureza (HALL et al., 2005), embora a compreenséo do ciclo de vida
deste parasita seja inconsistente com a ampla distribuicdo e alta prevaléncia de
infecgbes na natureza (AL-QASSAB et al., 2010). Por outro lado, a transmisséo
vertical de N. caninum € altamente eficiente e também o maior modo de transmisséo
deste parasita em bovinos (BARR et al., 1993; SCHARES et al., 1998; HIETALA,
THURMOND, 1999). Dessa forma, uma alta proporcdo de vacas infectadas
transmite a infec¢do para sua prole, a qual é responsavel pela sustentacdo do nivel
da infec¢cdo no rebanho (WILLIAMS et al., 2009). Embora o mecanismo preciso da
transmissdo vertical (que ocorre através da placenta) ainda seja pouco
compreendido, sabe-se, entretanto, que os taquizoitas migram da mae infectada
para o feto através da placenta, podendo causar infeccéo fetal e consequentemente,
levar ao abortamento (GOODSWEN et al., 2013).



1.4. Processo invasivo e importancia das proteinas de superficie SRSs

O filo Apicomplexa compreende um grande grupo de protozoarios parasitas
causadores de doencas em humanos e animais. A denominacdo deste filo esta
relacionada a regido apical dos parasitas que contém organelas ou estruturas
importantes envolvidas na invasdo e desenvolvimento na célula hospedeira,
denominadas de roptrias, micronemas, conodide e anel polar (GROCKIEGO;
SCHWARZ, 2010). Os apicomplexas, por serem intracelulares obrigatorios, invadem
as células hospedeiras por um mecanismo conservado e bem-sucedido, utilizando-
se de uma motilidade dependente de substrato chamada de gliding ou
“deslizamento”, havendo a participagao de filamentos de actina dentro do parasita
(DOBROWOLSKI; SIBLEY, 1996; WETZEL et al., 2003; SANTOS et al., 2009;
BARGIERI et al., 2014; HEINTZELMAN, 2015). A invasao da célula hospedeira pelo
estagio infectante do Apicomplexa € composta por um processo multifatorial
(lustrado na figura 2). A interacdo inicial entre o parasita e a célula alvo é
intermediada por proteinas de superficie da familia SRS (Surface Antigen
Glycoprotein — Related Sequences) (HOWE; SIBLEY, 1999; LEKUTIS et al., 2001;
CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007) que sera detalhada no proximo item. Apos a
interacao inicial, ocorre a liberacédo de proteinas das micronemas, o que possibilita a
reorientacdo e formacado de ligacbes mais rigidas com moléculas do hospedeiro e
ligacdo com o motor de actina/miosina do parasita, o qual fornece a forca de
direcionamento para a invasao da célula hospedeira (MEISSNER et al., 2002;
KEELEY, SOLDATI, 2004; HUYNH et al., 2006; SANTOS et al., 2009; LENDNER,;
DAUGSCHIES, 2014; HEINTZELMAN, 2015; BICHET et al., 2016). A entrada do
parasita ocorre apdés a secrecdo de proteinas das roptrias (RONs e ROPS),
resultando na juncdo de movimento (MJ), que funciona como uma forquilha para a
entrada do parasita na célula e forma o vacuolo parasitéforo, no qual o parasita
reside (ALEXANDER et al., 2005; KESSLER et al., 2008; LOURIDO et al., 2010;
BARGIERI et al., 2014). Devido a sua natureza Unica, este processo de invasao tem
atraido uma grande quantidade de pesquisas, uma vez que fornece possibilidades
para a identificacdo de potenciais componentes/alvos para o desenvolvimento de

novas vacinas e/ou drogas antiparasitarias (SHEN; SIBLEY, 2012).



Figura 2. Etapas envolvidas no processo invasivo do Apicomplexa Toxoplasma gondii
O processo multifatorial se inicia com o reconhecimento pelas proteinas de superficie do
taquizoita (ex. SAG1) e hospedeiro (1). A liberacdo das proteinas micronémicas (MICs)
possibilita a ligagdo entre ligantes e o motor de actina/miosina (MyoA) (2). O inicio da
invasao ocorre com a interacao entre as proteinas das roptrias (RONs e ROPs) e o antigeno
de membrana apical (AMALl), formando a juncdo de movimento (MJ) (3) e o vacuolo
parasitoforo (4) e (5). Por fim, o parasita é liberado da juncdo pela clivagem das proteinas
micronémicas pelas rombadides (6) e (7).
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Fonte: adaptado de CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007.

1.5. Proteinas de superficie ancoradas por glicosilfosfatidilinositol

No centro do processo de invasdo multifatorial, como parte do ciclo intracelular
de N. caninum, esta o estabelecimento entre a primeira interacdo do parasita com a
célula hospedeira, realizado por proteinas de superficie da superfamilia SRS
ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (GPI) (JUNG et al., 2004; CARRUTHERS,;
BOOTHROYD, 2007). Sabe-se que N. caninum e T. gondii possuem genomas
similares com genes altamente conservados com correspondéncia entre a maioria

dos genes codificadores dessas proteinas de superficie no mesmo cromossomo.
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Dessa forma, a superficie destes dois apicomplexas € revestida por uma familia
extensa de proteinas SRS podendo atuar como adesinas, cuja expressao é regulada
de acordo com os estagios de desenvolvimento (REID et al.,, 2012). Como uma
caracteristica em comum, as proteinas dessa superfamilia SRS contém uma ancora
de GPI para adesdao a membrana do parasita (JUNG et al., 2004; CRAWFORD et al.,
2009). Este tipo de ancoragem C-terminal representa a forma de glicosilagdo mais
comum em Plasmodium spp (GILSON et al., 2006). GPI € uma estrutura glicolipidica
altamente complexa que se liga covalentemente a proteinas como uma modificacao
pés-traducional, levando & ancoragem da proteina a parte externa da membrana
plasmatica, sendo capaz de mediar diversas fungdes bioldgicas (figura 3) (MAEDA;
KINOSHITA, 2011; DEO et al., 2013; HEIDER et al., 2016).

A estrutura principal da ancora GPI é razoavelmente conservada, contendo um
ligante de fosfoetanolamina localizado na regido C terminal da proteina e que esta
acoplado a um nucleo glicano constituido majoritariamente por residuos de manose,
glucosamina e inositol, compreendendo dessa forma o grupo principal do fosfolipido
(figura 3). Entretanto, os residuos de acidos graxos podem variar significativamente,
assim como as cadeias laterais de carboidratos (HEIDER et al.,, 2016). Essas
proteinas ancoradas por GPI podem ser isoladas da membrana com sua ancora
intacta a partir da clivagem enzimatica, ou seja, através da acao de fosfolipases
fosfoinositol especifica B ou C (SHAROM; RADEVA, 2004). Além disso, a ancora de
GPI pode mediar a associacdo das proteinas com esfingolipideos especializados e
microdominios lipidicos ricos em colesterol (FUGITA; JIGAMI, 2008; LEVENTAL et
al., 2010). As familias de genes que também possuem ancora GPI, como VAR em
Plasmodium falciparum e VSG em Trypanossoma brucei, expressam proteinas de
forma seriada, ao contrario das SRS que possuem uma expressdo regulada de
acordo com seu estagio de desenvolvimento, sem sobreposicdo de expressao
(JUNG et al., 2004; REID et al., 2012).
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Figura 3. Representacdo esquematica de uma proteina ancorada por
glicosilfosfatidilinositol (GPI). A regido C terminal da proteina esta ligada a trés
residuos de manose (Man) através da fosfoetanolamina seguida por glucosamina
(GlcN) e a fosfoinositol (Ins) transportando os residuos lipofilicos. O asterisco indica
0s possiveis sitios de cadeias adicionais e a seta indica o sitio de clivagem de
fosfolipase fosfoinositol especifica.

©
g 0

1
s | uncfe PROTEINA N
s | (CHy),
e |
B PO,
I.E -—

&9 OED
+ * * <

\ J PO, =
-1
H,C-CH,-CH,

Fosfatidilinositol

Nucleo glicano

—> 5itio de clivagem de fosfolipase
fosfoinositol especifica

* Modificacdes possiveis do nicleo

1
Bicamada lipidica
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1.5.1 Proteinas GPlI em Apicomplexas: superfamilia SRS (Surface Antigen
Glycoprotein — Related Sequences) e proteinas SUSA (SAG-Unrelated Surface
Antigen)

Em diversos Apicomplexas como T. gondii, N. caninum, Cystoisospora suis e
Sarcocystis neurona, o grupo de proteinas contendo peptideo sinal e ancora GPI é
conhecido como superfamilia SRS (Surface Antigen Glycoprotein — Related
Sequences), anteriormente chamadas de proteinas SAG (Surface Antigen
Glycoprotein, JUNG et al., 2004; BLAZEJESKI et al., 2015; PALMIERI et al., 2017).
Até 2008 acreditava-se que esta superfamilia de proteinas era a Unica ancorada por

GPI sobre a superficie destes apicomplexas. Entretanto uma investigacéo de Pollard
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et al. (2008), revelou uma nova familia de proteinas de superficie ancoradas por
GPI, mas ndo relacionadas as proteinas SAG, a qual recebeu o nome de SUSA (do
inglés SAG-unrelated surface antigens). Em T. gondii foram identificados 31
membros dessa nova familia de proteinas SUSA, de modo que 10 deles encontram-
se localizados no cromossomo VI, 3 no cromossomo IX e o restante distribuidos no
cromossomo Xll, todos eles encontrados na forma taquizoita (POLLARD et al.,
2008). Uma investigacdo mais abrangente de Reid et al. (2012) envolvendo um
estudo de bioinforméatica comparativo entre o genoma de N. caninum e T. gondii
revelou ndo s6 os membros da familia SUSA ja identificados por Pollard et al.
(2008), mas também a presenca destes membros no genoma de N. caninum. Em N.
caninum ocorre 0 mesmo numero de genes SUSA distribuidos nos cromossomos VI,
IX e Xll, ndo tendo sido detectada a presenca de pseudogenes como nos
cromossomos VI e Xll de T. gondii (REID et al., 2012). Essa familia de proteinas de
superficie provavelmente possui um papel tdo importante quanto as proteinas da
superfamilia SRS, entretanto sdo necessarios mais estudos, principalmente
funcionais para poder avaliar melhor sua relevancia. Ja as proteinas da superfamilia
SRS medeiam o contato inicial entre o parasita e a célula hospedeira, permitindo o
prosseguimento da invasao celular a qual deve ocorrer em 15-30 segundos para
possibilitar a sobrevivéncia do parasita (JUNG et al, 2004). Além disso, existem
evidéncias de que as SRSs poderiam modular a resposta imune (LEKUTIS et al,
2001) e regular a expresséao diferencial de seus genes de acordo com o0 estagio
evolutivo a fim de assegurar a persisténcia em seu hospedeiro (KIM et al, 2005;
REID et al., 2012).

1.5.1.1 Superfamilia de proteinas de superficie SRS

Um estudo de bioinformatica usando o genoma de T. gondii da linhagem Me49
tipo Il identificou 161 sequéncias com homologia significante a superfamilia de
antigenos de superficie ancorados por GPl em Toxoplasma (JUNG et al., 2004). A
partir destes resultados houve a percepcdo de que a superficie deste Apicomplexa
era consideravelmente mais complexa do que se imaginava (JUNG et al., 2004;
WASMUTH et al.,, 2012). A combinacdo deste estudo com outras pesquisas de
sequéncias expressas em um banco de dados de Toxoplasma gondii (EST)
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(KISSINGER et al., 2003), revelou nédo s6 a presenca de ortélogos SRS em outros
géneros coccidianos, incluindo Neospora e Sarcocystis (HOWE et al., 1998, 2008;
REID et al., 2012; WASMUTH et al.,, 2012), como também niveis de expressao
relativa e distribuicdo dessas proteinas SRSs entre diferentes formas evolutivas de
T. gondii (WASMUTH et al., 2012; HEHL et al., 2015). Analises através de EST,
composta de uma mistura de cDNAs de diferentes formas evolutivas de T. gondii,
identificaram padrdes de expressdo génica estagio-especificas em relacdo a um
amplo numero de sequéncias SRSs (WASMUTH et al., 2012). Onze genes tiveram
sua expressdo relacionadas a taquizoitas, enquanto que quatro aparentemente
ficaram restritos a bradizoitas e apenas SRS28 (SporoSAG) foi verificado em
esporozoitas. Embora a expressao estrita de um gene SRS a um estagio particular
do parasita pareca ser o padrao dentro desta superfamilia de genes, ha também
uma excecdo: o gene SRS25 é abundantemente expresso em taquizoitas e
esporozoitas (WASMUTH et al., 2012).

Recentemente Hehl et al. (2015) mostraram diferencas existentes durante a
expansdo assexuada entre as formas merozoita e taquizoita de T. gondii. Este
estudo demonstrou ndo so6 a distribuicdo regulada de genes SRSs dependente de
estagio especifico, como também uma distribuicdo ndo sobreposta de sequéncias
SRSs na forma merozoita de T. gondii. Andlises das sequéncias codificadoras de
111 membros da superfamilia SRS anotadas no ToxoDB (versdo 8.1), reguladas
durante aforma merozoita, revelaram que mais de 52 membros desta familia
estavam presentes em merozoitas, enquanto que um grupo separado de 14 genes
SRS foram expressos exclusivamente em taquizoitas (HEHL et al., 2015). Embora a
funcdo precisa desta superfamilia de proteinas de superficie ainda continue
desconhecida, sabe-se que as proteinas SRS estdo envolvidas na adesédo a célula
hospedeira, mas que também provocam rea¢des imunes e regulam a viruléncia do
parasita (HEHL et al., 2015). Essas estratégias sdo promovidas com intuito de
promover a formacdo de cistos teciduais nos hospedeiros intermediarios e
consequentemente estabelecer uma infeccdo latente e persistente que facilite a
transmissao ao hospedeiro definitivo (HEHL et al., 2015). Anédlises tem mostrado que
taquizoitas de T. gondii expressam diferencialmente um numero de genes SRS
(WASMUTH et al., 2012), e que esta diferenca de expresséo tem sido postulada de

acordo com a habilidade de seu estagio ao invadir uma ampla variedade de células



14

hospedeiras em relagdo a outros coccideos (REID et al., 2012). Entretanto,
merozoitas, os quais infectam apenas um Uunico tipo de célula (o enterécito de
felino), expressam co-dominantemente um amplo repertorio de proteinas SRS de
maneira dependente de seu estagio (HEHL et al., 2015). Isso pode sugerir que
genes SRS restritos a merozoitas sejam menos relevantes a adeséo e invasao nos
enterdcito, mas por outro lado, promovam o desenvolvimento e fertilizacdo do
gameta. Dada a habilidade demonstrada de proteinas SRS para promover respostas
imunes, € possivel que estas tenham uma funcao sobre a estimulagcao da inflamacao
intestinal e diarreia, para facilitar a producao e disperséo de oocistos (HEHL et al.,
2015).

A andlise da distribuicdo dos genes SRSs no genoma de N. caninum e T.
gondii (figura 4) permite visualizar as subfamilias presentes em cada gene, se 0
gene é sinténico, ou seja, se também estd presente em T. gondii, e 0 seu
posicionamento dentro do cromossomo. A partir deste alinhamento cromossoémico
entre N. caninum NcLIV e T. gondii Me49, Reid et al. (2012) descreveram a familia
génica SRS mais numerosa em N. caninum do que em T. gondii, com um total de
246 genes e 52 pseudogenes SRSs em N. caninum, comparado aos 109 genes e 35
pseudogenes verificados em T. gondii Me49, 90 genes e 57 pseudogenes em T.
gondii GT1 e 91 genes com 67 pseudogenes na linhagem T. gondii VEG (REID et
al., 2012; WASMUTH et al., 2012; BLAZEJEWSKI et al., 2015). Além disso, foi
verificado que um Unico gene SRS (SRS16 (BSR4)) de N. caninum € expresso em
um locus multigénico, ao passo que em T. gondii foram frequentemente encontrados
varios (REID et al., 2012; ADOMAKO-ANKOMAH et al., 2014).

Um gene SRS consiste tipicamente de um peptideo sinal predito, um ou dois
dominios SAG, com cada dominio dispondo de 4 ou 6 residuos de cisteina
invariantes que formam pontes dissulfeto, e uma ancora GPI para ligacdo com a
superficie do parasita (MANGER et al, 1998). Os dominios SRS foram inicialmente
classificados em duas familias de acordo com suas similaridades hierarquicas em
relacdo as proteinas altamente abundantes SRS29B (anteriormente denominada de
SAG1) e SRS34A (anteriormente denominada de SAG2A). A familia SRS34A foi
dividida em subfamilias de 1 a 6 (faml a fam6) de acordo com a similaridade de

sequéncias entre seus dominios. Ja a familia SRS29B foi dividida em subfamilias 7 e
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8 (fam7 e fam8), também de acordo com a similaridade existente entre seus
dominios (figura 4, WASMUTH et al., 2012).

Figura 4. Distribuicdo dos genes da familia SRS no cromossomos de Neospora
caninum e Toxoplasma gondii. Alinhamento dos cromossomos de N. caninum (acima)
com T. gondii (abaixo) mostrando a sintenia e distribuicdo dos genes da familia SRS e as
subfamilias dos dominios SAG representadas em diferentes cores (familias 1 a 8). A seta
azul representa 0 gene NCSRS57 com seu ortdlogo em T. gondii e a seta laranja
corresponde ao gene NcSRS67, ja identificado no extrato secretado (ESA) de N. caninum.
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Sabe-se que as subfamilias 7 e 8, representadas pelas cores azul e vermelho
na figura 4, predominam nos genes SRS de N. caninum e T. gondii (REID et al.,
2012; BLAZEJEWSKI et al., 2015). Estudos prévios de T. gondii sugerem que
proteinas fam7 e fam8 modulam a resposta imune e medeiam funcdes criticas na
viruléncia do parasita (BLAZEJEWSKI et al., 2015). Além disso, Toxoplasma e
Neospora sdo capazes de recrudescerem sua infeccdo apOs encistamento, e a
expansdo de proteinas SRS com dominios fam7 e fam8 capaz de alterar a
imunidade protetiva hospedeira pode agir aumentando a carga parasitaria do cisto
ou alterar o comportamento do hospedeiro intermediario, promovendo a transmissao
do parasita ao hospedeiro definitivo para completar seu ciclo (BLAZEJEWSKI et al.,
2015).

Embora o papel biolégico exato da familia génica SRS ainda seja pouco
conhecido, o espectro de funcdes dessas proteinas tem levantado hipéteses de que
a superfamilia SRS esteja envolvida em subgrupos distintos, atuando como adesinas
(SRS57), modulando a resposta imune (SRS34A) ou ainda possuindo alguma forma
de atividade dupla (SRS29B) (WASMUTH et al., 2012). De fato, as proteinas
especificas de taquizoitas SRS29B, SRS34A e SRS29C sdo capazes de
estimularem a producdo de altos niveis de anticorpos durante a fase aguda da
infeccdo (LEKUTIS et al., 2001; WASMUTH et al., 2012). Andlises iniciais com
anticorpos monoclonais produzidos contra SRS29B (SAG1) e SRS34A (SAG2) em
T. gondii jA mostravam que o anticorpo produzido contra SRS29B inibia a adesao
dos taquizoitas em cultura de células (GRIMWOOD; SMITH, 1992; MINEO et al.,
1993). Por outro lado, a incubacédo de T. gondii com anticorpos produzidos contra
SRS34A aumentou a adesdo de taquizoitas a célula hospedeira (GRIMWOOD,;
SMITH, 1996), sugerindo assim, que essas proteinas SRS ndo eram funcionalmente
idénticas (LEKUTIS et al., 2001). Analises com mutantes nocaute para SRS29B
obtidos por recombinacdo homdloga revelaram uma dependéncia de tempo duas
vezes maior para invadirem a célula hospedeira em comparacdo com parasitas
complementados com SRS29B e controles da linhagem virulenta RH de T. gondii
(LEKUTIS et al., 2001).

Mais recentemente, Wasmuth e colaboradores (WASMUTH et al., 2012),
priorizaram a investigacdo funcional de nove genes (SRS17A, SRS17B, SRS25,
SRS29B, SRS29C, SRS33, SRS34A, SRS16C e SRS35) para determinar sua
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funcdo sobre a viruléncia da linhagem RH de T. gondii. Estes autores observaram
um aumento substancial sobre a expressdo da proteina SRS29C em mutantes
nocaute duplo para SRS29B e SRS34A. Observou-se também que camundongos
infectados com parasitas nocaute para SRS29B" ou SRS34°A exibiram um aumento
do tempo de sobrevivéncia, com um animal sobrevivente, relativo aos animais
infectados com parasitas selvagens, onde todos morreram entre os dias 11 e 12. Os
mesmos parasitas nocaute duplo (SRS29B e SRS34A), apresentaram uma
viruléncia significativamente atenuada (WASMUTH et al., 2012).

Atualmente existem cinco genes pertencentes a superfamilia SRS descritos em
N. caninum, dos quais dois foram caracterizados de taquizoitas por serem muito
imunogénicos e altamente reconhecidos por soros de animais infectados: NcSAG1 e
NCcSRS2 (também denominada de NcSRS29C) (HEMPHILL; GOTTSTEIN, 1996;
HOWE et al., 1998, NISHIKAWA et al, 2002; REID et al., 2012; WASMUTH et al.,
2012) e trés descritos a partir de bradizoitas de N. caninum: SAG4, BSR4 e SRS9
(FERNANDEZ-GARCIA et al, 2006, RISCO-CASTILLO et al, 2007, 2011 ). A
nomenclatura dos genes SRS foi amplamente revisada apos a analise dos genomas
de T. gondii e N. caninum, e atualmente, considera-se SAG1 como SRS29B, SRS2
como SRS29C, BSR4 como SRS16C e SAG4 como SRS35A (REID et al, 2012).

1.5.1.2 N. caninum: NcSRS57 e NcSRS67

O antigeno de superficie SRS57 (ID NcLIV_060660) pertencente a superfamilia
de proteinas de superficie SRS, anteriormente denominado de SAG3, encontra-se
localizado no cromossomo Xll de N. caninum e T. gondii, dispondo de um peptideo
sinal e dois dominios SRS (MANGER et al., 1998; GAJRIA et al., 2008; REID et al,
2012) (figura 4, indicado pela seta de cor azul), podendo ocorrer nas formas
taquizoita e bradizoita em T. gondii (MAEDA; KINOSHITA, 2011; DEO et al., 2013;
KHANALIHA et al., 2014). Estudos prévios com T. gondii demonstraram claramente
gue a proteina de superficie SRS57(SAG3) é importante para adesdo a célula
hospedeira (DZIERSZINSKI et al., 2000). Mutantes de T. gondii nocautes para
SRS57 (SAG3), resistentes a cloranfenicol, apresentaram uma redugéo de duas
vezes a sua invasdao em células hospedeiras quando comparados com parasitas

selvagens (DZIERSZINSKI et al., 2000). Além disso, estes mutantes mostraram uma
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infectividade atenuada, com uma reducdo sobre sua capacidade de causar
mortalidade em camundongos, uma vez que parasitas selvagens e mutantes
complementados que passaram a expressar SRS57 foram letais na mesma dose
(DZIERSZINSKI et al.,, 2000). Dessa forma, estes resultados sugeriram que a
proteina SRS57 atua como um membro do sistema de receptores de T. gondii
agindo como ligantes, mediando o reconhecimento e adesdo a célula hospedeira
(DZIERSZINSKI et al., 2000; CONG et al., 2013). Trabalho prévio de nosso grupo de
pesquisa (POLLO-OLIVEIRA et al., 2013) identificou o antigeno SRS57 no extrato
secretado de taquizoitas de N. caninum, com abundancia relativa significativa, um
fato importante para averiguar a importancia dessa proteina de superficie no
mecanismo de invasdo deste parasita, uma vez que os dados a respeito deste
antigeno de superficie em N. caninum ainda séo totalmente desconhecidos.

Além da proteina NCSRS57, outros antigenos de superficie pertencentes a
superfamilia SRS também foram identificados no extrato secretado de taquizoitas de
N. caninum, como por exemplo, a proteina NcSRS67 (ID NcLIV_060700) (indicada
pela seta de cor laranja, figura 4), também dispondo de um peptideo sinal, dois
dominios SRS e uma ancora GPl (POLLO-OLIVEIRA et al., 2013; GAJRIA et al.,
2008). O gene codificador deste antigeno esté localizado apenas no cromossomo Xl|
de N. caninum e Hammondia hammondi, ndo possuindo dessa forma sintenia de
conservacdo em T. gondii, um fato interessante que desperta o0 interesse para
investigar a sua sua importancia sobre a adesao e invasdo de N. caninum a célula
hospedeira. Dessa forma, em virtude da amplitude da superfamilia SRS em N.
caninum (REID et al., 2012) e sua importancia sobre o estabelecimento e viruléncia

da infeccéo, estes dois antigenos de superficie foram abordados nesta tese.

2. JUSTIFICATIVA

A neosporose é uma doenca amplamente difundida em bovinos, cuja auséncia
de meétodos efetivos contra 0 seu agente etioldgico, o0 parasita Apicomplexa
Neospora caninum, tem gerado sérios impactos no desempenho econdmico das
industrias de leite e carne bovina (REICHEL; ELLIS, 2006; DUBEY et al., 2007), com
perdas econbmicas atribuidas em milh6es de dolares (REICHEL; ELLIS, 2009;
REICHEL et al., 2013; HORCAJO et al., 2016). Diante disso, analises econémicas
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sugerem que a via vacinal possa ser a medida que apresente 0s menores custos
efetivos no controle da neosporose (REICHEL; ELLIS, 2006), evitando a infeccao,
proliferacdo e o principal prejuizo gerado pela doenca, o abortamento (INNES;
VERMEULEN, 2006). A Unica vacina comercial desenvolvida contra esta doenca
(Bovilis Neoguard®) foi feita a partir de parasitas mortos. Porém um estudo com mais
de dois mil bovinos sob condi¢cbes controladas e em campo constatou uma eficacia
meédia de 25% da vacinacdo (com variacdo de 60% até efeito negativo) (WESTON
et al., 2012). Como consequéncia, apos pouco mais de 10 anos de vida, a Unica
vacina contra N. caninum, Bovilis Neoguard®, foi retirada do mercado.

Diferentes abordagens investigativas com resultados mais promissores tém
sido alcancadas através de vacinas envolvendo parasitas atenuados. Vacinas de
subunidades tém sido estudadas e muitas delas abrangem componentes que estéo
funcionalmente envolvidos na interacdo fisica entre o parasita e sua célula
hospedeira durante o processo de invasdo. Neste contexto, a chave para o sucesso
na prevencdo da transmissao vertical pode residir na aplicacdo de compostos
bioativos que possam limitar a proliferacdo e disseminacdo de parasitas de N.
caninum, como por exemplo, a descoberta de moléculas proteicas diretamente
relacionadas a invasdo celular deste parasita. A clonagem e caracterizacdo de
genes que expressam proteinas de superficie da superfamilia SRS em N. caninum
tem sido importante para o entendimento dos mecanismos envolvidos na
transformacao e evasao da resposta imune deste parasita (RISCO-CASTILLO et al.,
2011). Proteinas de superficie em Apicomplexas sdo frequentemente
imunodominantes e de particular interesse como ferramenta de diagndstico e/ou
antigenos empregados como potenciais candidatos vacinais (BULOW,
BOOTHROYD, 1991; LUNDEN et al., 1997). Sabe-se que as SRS possuem uma
funcdo critica durante a entrada do parasita na célula hospedeira (HEMPHILL;
GOTTSTEIN, 1996; NISHIKAWA et al., 2000), e na manutencéo deste em tecidos do
hospedeiro (KIM; BOOTHROYD, 2005; KIM et al., 2007). Dessa forma, a
investigacdo de proteinas de superficie da familia SRS contribui para o
entendimento e compreensdo da funcdo dessas proteinas em N. caninum e, como
consequéncia, no filo Apicomplexa. Abordagens dessa natureza podem gerar
possiveis alvos terapéuticos para o combate da neosporose, uma vez que essa

parasitose ainda ndo possui um tratamento eficaz dos seus hospedeiros, gerando
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prejuizos financeiros aos produtores de bovinos leiteiros e de corte (REICHEL et al.,
2013; GUIDO et al., 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

1) Caracterizar proteinas com dominios SRS em N. caninum, especificamente
as proteinas NcSRS67 e NcSRS57;

2) Obter panorama geral de proteinas com dominio GPI de N. caninum.

3.2 Objetivos Especificos

1) Analisar in silico as proteinas NCSRS67 e NcSRS57 com homologos de

outros Apicomplexas;

2) Clonar e expressar de forma heterbloga os genes NcSRS67 (ID
NcLIV_060700) e NcSRS57 (ID NcLIV_060660) com dominios SRS;

3) Detectar por western blot 1D e 2D as proteinas nativas NcCSRS67 e NCSRS57

e identifica-las por espectrometria de massas;

4) Investigar através de ensaio de adesdo/invasdo a relagdo das proteinas
NcSRS67 e NcSRS57 sobre o processo de invasédo de taquizoitas de N. caninum

em células Vero;

5) Localizar as proteinas NcSRS67 e NCSRS57 em taquizoitas de N. caninum

por imunofluorescéncia;

6) Obter o panorama geral de proteinas GPI de N. caninum;

7) Selecionar a forma nativa da proteina NcCSRS57 através da técnica de pull
down usando uma biblioteca de bacteriéfagos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental envolvendo as atividades desenvolvidas durante a

realizacdo deste trabalho esté representado no fluxograma abaixo (figura 5).

Figura 5. Organizacdo das atividades desenvolvidas. Para facilitar a compreensao das
atividades desenvolvidas durante a realizacdo deste trabalho, as principais etapas e
metodologias envolvendo as proteinas NcCSRS67 e NcSRS57 de N. caninum estéo
representadas abaixo. Nc-1: linhagem de Neospora caninum isolada por Dubey e
colaboradores (DUBEY et al., 1988). ELISA: ensaio imunoenzimético (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). Nc-LacZ: N. caninum transgénico expressando [3-galactosidase (Nc-

Lacz).
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4.2 Culturain vitro e purificacdo de taquizoitas de N. caninum

Taquizoitas pertencentes a linhagem Nc-1 (DUBEY et al., 1988) de N. caninum
foram obtidos como descrito por Pereira et al. (2011) com algumas modificacdes.
Culturas de células do epitélio renal de macaco (células Vero) foram mantidas em
meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) suplementado com 5% de soro fetal bovino
(SFB, Gibco), 2 mM de glutamina (Gibco) e 50 pg/mL de antibiético (kanamicina ou
ampicilina), e incubadas (37°C, 5% CO,) em garrafas de cultura T-25 cm? ou 75 cm?.
Taquizoitas de N. caninum foram mantidos em monocamadas de células Vero e
subsequentemente purificados por passagem através de filtro 5-um, e centrifugacéo
(3.300 x g, 4°C, 3 min) para remocéao dos debris de células Vero. O pellet contendo
taquizoitas foi ressuspenso em tampao fosfato de sodio (PBS) pH 7,0 e os parasitas
recuperados foram quantificados em uma camara de Neubauer apos diluicdo

adequada.

4.3 Andlise das sequéncias codificadoras de NcSRS67 e NcSRS57 de N.

caninum

As sequéncias completas NcSRS67 ( ToxoDB ID: NcLIV_060700) e NcCSRS57
(ToxoDB ID: NcLIV_060660) de N. caninum foram submetidas a uma busca contra o
banco de dados genémicos do ToxoDB versdo 12.0 (GAJRIA et al.,, 2008).
Originalmente planejado para ser um banco de dados do genoma anotado do
parasita apicomplexa Toxoplasma gondii, atualmente o ToxoDB inclui também os
dados gendmicos de N. caninum, Eimeria spp, Sarcocystis spp e Hammondia spp.

As sequéncias SRS que apresentaram maior identidade por NCSRS67 e
NcSRS57 (Hammondia hammondi, ToxoDB ID:HHA 450490), Toxoplasma
gondii/TgSRS57 (ToxoDB ID:TGMAS_308020) e NcSRS29C (SRS2, ToxoDB
ID:NcLIV_033250) de N. caninum, foram selecionadas para o alinhamento com a
estrutura secundaria da proteina SRS29B (anteriormente chamada de SAG1 e
também conhecida como P30) de Toxoplasma gondii. A estrutura secundaria de
SRS29B foi obtida no Banco de dados de proteinas (PDB, codigo 1KZQ) (HE et al.,

2002) e o alinhamento estrutural gerado a partir das sequéncias de aminoacidos das
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proteinas encontradas para identificacio de regides conservadas entre elas, através
do método de agrupamento hierarquico (CORPET, 1988).

Os dominios de todas as sequéncias envolvidas no alinhamento foram preditos
com a ferramenta Pfam (FINN et al., 2015). As predicbes de identidade e
similaridade foram obtidas através do software Genedoc e a imagem do alinhamento
foi gerada pelo software Multalin (Multiple sequence alignment by Florence Corpet).
A clivagem do peptideo sinal foi predita através do programa de predicdo Signal-3L
(SHEN & CHOU, 2007) e a ancora de GPI foi predita em I.M.P. Bioinformatics: The
GPI Prediction Server.

4.4. Procedimentos para clonagem e expressao de rNcSRS67 e rNcSRS57

4.4.1 Extracao de DNA gendmico de N. caninum

Aproximadamente 10° taquizoitas de N. caninum foram incubados com 500 L
de tampao de lise (Tris 40 mM; EDTA 80 mM; SDS 2%; pH 8,0) e 100 uL de
proteinase K (0,1 mg/mL) por 1 hora a 37°C. Apos centrifugacdo a 10.000 x g por 5
minutos, foram adicionados ao sobrenadante 500 pL de solucéo fenol: cloroférmio
(1:1) e esta mistura foi centrifugada a 3500 x g por 8 minutos. A fase aquosa
adicionou-se 1/10 de seu volume de acetato de sédio 3 M pH 5,5 e 2,5 vezes seu
volume de etanol absoluto. A incubacdo para precipitacdo do DNA foi feita por 16
horas a - 20°C, o qual foi recuperado por centrifugacao por 15 minutos. O pellet de
DNA foi lavado com 500 pL de etanol 70%, centrifugado a 10.000 x g por 10
minutos, seco a temperatura ambiente, e dissolvido em &gua ultrapura autoclavada
ou em tampado TE (Tris 10 mM; EDTA 1mM; pH 8,0). Para melhor dissolucédo do
DNA, a solucéo final foi aquecida a 56°C por 1 hora, e depois armazenada a - 20°C.

4.4.2. Clonagem das sequéncias NCSRS67 e NcSRS57 de N. caninum

O DNA total foi isolado (item 4.4.1) de taquizoitas de Neospora caninum recém
purificados (item 4.2). Baseado nas sequéncias codificadoras de NCSRS67 e
NcSRS57 (sem o peptideo sinal e sem a ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI))

(http://toxodb.org./toxo/), foram desenhados primers especificos com auxilio do
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sofware Primer Select (Laser Gene, DNA Star) para amplificar os genes NcSRS67 e
NCcSRS57 através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os primers forward e
reverso empregados na amplificacdo das sequéncias NCSRS67 e NCSRS57 estao
representados na tabela 1. O produto de PCR foi purificado com o Kit de purificacao
illustra GFX PCR DNA (GE Healthcare, Reino Unido) e ligado no vetor de clonagem
pGEM-T-easy (Promega), seguido por transformacéo através de eletroporacdo em
células competentes E. coli TOP 10.

Tabela 1. Na tabela estdo indicados: os primers forward (For) e reverso (Rev) para
amplificacdo das sequéncias NCSRS67 e NCSRS57; o nimero em pares de bases (pb) de
cada um dos primers; a sequéncia de nucleotideos de cada primer e a temperatura de melting
(TM) para cada primer. Os sitios de restricdo estdo sublinhados.

Nome pb Sequéncia ™

NcSRS67ForHindlll 31 5 CCCAAGCTTATTGAACTCAACGCACAGAATC 3 61.1°C
NcSRS67RevXho 30 5 CCCCTCGAGAGACCCTGCATCAACTTTTTC3  63.6 °C
NcSRS57ForBamHI 27 5 CTCGGATCCGCGGGACTGGCAAAGCGG 3 60.0 °C
NcSRS57RevHindlll 30 S5 TCTAAGCTTCAACAACGATCACAAGGGACA 3 61.2°C

4.4.3. Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Para as reacfes em cadeia da polimerase (PCR), foi utilizado o kit de Taq
polimerase k mantendo-se as concentracdes dos reagentes: 1x tampédo para Taq
polimerase (Taq polymerase 10x buffer, promega, EUA); 1,5 mM de MgCl,
(Invitrogen, EUA); 200 uM de dNTP Mix (Qiagen); 2 pmol de cada primer (IDT); 2,5
U da enzima Taq polimerase (Tag DNA polymerase, Promega, EUA);
aproximadamente 100 ng de DNA; e agua ultrapura autoclavada para 25 pL
(amplificacao para conferéncia) ou 50 pL (amplificacdo para purificacao).

As reacOes de amplificacdo (do tipo touchdown) foram realizadas em
termociclador (MasterCycler®, Eppendorf), com um ciclo a 94°C por 15 minutos para
ativacdo da enzima HotStarTaq DNA Polymerase (Taq DNA polymerase, Promega,
EUA). Foram 3 ciclos a diferentes temperaturas de anelamento (de maior para

menor temperatura), iniciando com 5 ciclos de 30 segundos a 94°C, 5 ciclos de 30
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segundos a 60°C, 5 ciclos de 2 minutos a 72°C, seguido de 5 ciclos de 30 segundos
a 94°C, 5 ciclos de 30 segundos a 55°C, 5 ciclos de 2 minutos a 72°C e 25 ciclos de
30 segundos a 94°C, 25 ciclos de 30 segundos a 50°C e 25 ciclos de 2 minutos a
72°C. Por fim, foi realizada uma incubacéo a 72°C por 10 minutos para extensao da
dupla fita de DNA. Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 0,8%,
excisados do gel e purificados.

4.4.4. Eletroforese em Gel de Agarose

A eletroforese em gel de agarose 0,8% (Agarose BioReagent, for molecular
biology, Sigma-Aldrich, EUA) foi realizada em tampao TAE (0,04 M Tris-acetato, 1
mM EDTA, pH 8,3), com voltagem constante de 100 V, amperagem livre (Easy Cast
Mini, Owl Scintific) e o gel corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL) (Amresco). As
amostras foram previamente diluidas em tampdo de amostra 6x Orange DNA
Loading (Thermo, EUA) e o marcador de massa molecular(5,0 uL/poco) utilizado foi
0 Gene Ruler 1Kb DNA Ladder (Fermentas, Canada) (com pesos de 250, 500,750,
1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000 e 10.000 pb).

4.4.5. Purificagdo dos fragmentos NcSRS67 e NcSRS57 a partir de gel de

agarose

Os insertos NcSRS67 e NcSRS57, foram purificados do gel de agarose
utilizando o Gel Band Purification Kit (GE Helthcare, Reino Unido). Os fragmentos
excisados do gel com uma lamina foram inseridos em um tubo eppendorf, ao qual foi
adicionado tampao de captura (capture buffer type 3) na proporcédo de 1luL de
tampdo para cada micrograma de gel. Este sistema foi incubado a 60°C até a
completa homogeneizagao do gel.

As amostras foram aplicadas em uma coluna de silica associada a um tubo de
2 mL, obedecendo sempre um limite maximo de 600 uL para cada conjunto. Apos
centrifugacéo deste sistema a 10.000 g por 1min, o volume eluido foi descartado e
adicionado a coluna 500 pL de tampdo de lavagem (wash buffer type 1) e
centrifugado a 10.000 x g por 1min. O filtrado final foi descartado e o conjunto

centrifugado por mais 2 minutos a 10.000 x g para remocao de tampao residual. O
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DNA adsorvido na coluna de silica foi eluido com 50 puL de &gua ultrapura em um

tubo estéril de 1,5 mL por centrifugacédo a 10.000 x g por 2 minutos.

4.4.6. Reacdo de ligacdo das sequéncias NCSRS67 e NcSRS57 em plasmideo

de clonagem

As reacoes de ligacdo das sequéncias NcCSRS57 e NcSRS67 em plasmideo de
clonagem foram feitas com 1U weiss da enzima T4 DNA Ligase (Promega, EUA),
50 ng do vetor pGEM-T-easy Vector Systems (Promega, EUA), 1 a 3 uL do
fragmento a ser inserido e agua para volume final de 10 L . A reacgéo de ligacao foi
incubada a 4°C por 24 horas e depois utilizada para a transformacédo de células
competentes TOP 10.

4.4.7. Purificacdo de plasmideos Selecionados (MiniPreps)

Os plasmideos foram extraidos e purificados com Kit Pure Yield™

Plasmid Miniprep
System (Promega, EUA). A suspensao de 5 mL (item 4.4.11) foi transferida para um
tudo de 1,5 mL e centrifugada a 10.000 g por 1 min. O pellet resultante foi
ressuspenso com 600 uL de &gua ultrapura livre de RNAase, lisado com 100 uL de
tampéo de lise (cell lysis buffer, que contém NaOH e um agente de solvatacdo SDS
(dodecilsulfato de so6dio)) e homogeneizado por inversdo até a mudanca de
coloracdo da amostra. Em seguida a amostra foi neutralizada com 350 pL de
solucdo neutralizadora (neutralization solution, constituida por ions K*) e invertida
até tornar-se amarela com formacao de precipitado, separado por centrifugacdo a
10.000 x g por 3 min. Cada sobrenadante foi transferido para uma minicoluna
associada a um tudo coletor, centrifugado a 10.000 x g por 1min, com descarte do
filtrado. As lavagens foram realizadas pela adicdo de 200 uL de solucédo de lavagem
com inibidor de endotoxinas (endotoxin removal wash), centrifugacdo a 10.000 x ¢
por 1min e descarte. Uma segunda lavagem foi realizada pela adicao de 400 uL de
solucéo de lavagem de coluna (column wash solution), seguida de centrifugacao por
1min a 10.000 x g e descarte do tampao. A remocao de tragcos de tampao de
lavagem foi feita por centrifugacdo a 10.000 x g por 2 min. Finalmente, as colunas

foram transferidas para tubos estéreis, de modo que cada amostra adsorvida na
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coluna recebeu 50 pL de agua deionizada, sendo incubada por 1min a temperatura
ambiente e centrifugada por 2 min a 10.000 x g. As colunas foram descartadas e o

material eluido foi submetido a digestdo conforme item 4.4.8.

4.4.8. Digestao de pGEM-T-easy contendo as sequéncias NcCSRS67 e NcSRS57

A digestao dos vetores foi realizada com tampao RED 1X (Thermo, EUA) e 10
unidades das enzimas BamHI e Hindlll no caso da sequéncia NcSRS57, e Hindlll e
Xhol, para a sequéncia NcSRS67 (Thermo, EUA) por 16 h a 37°C. O material
digerido foi corrido em gel de agarose e depois de constatada a presenca do inserto,
foi feita a purificacdo do mesmo.

4.4.9. Sequenciamneto

As sequéncias NCSRS67 ou NcSRS57 ligadas em pGEM-Teasy ou em
plasmideos de expressao foram enviadas para sequenciamento no Laboratério de
Biologia Molecular de Plantas da Profa. Dra. Maria Helena Goldman, na FFCLRP
(Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto). Os primers utilizados
para o sequenciamento dos insertos em pGEM-Teasy foram T7 e SP8, enquanto
que os primers utilizados no sequenciamento dos insertos em plasmideos de

expressao foram aqueles descritos na tabela 1.
4.4.10. Preparo de células eletrocompetentes

Uma coldnia de células Escherichia coli TOP 10 (Invitrogen®, Thermo Fisher,
EUA) ou BL21 (DE3) (Invitrogen®, Thermo Fisher, EUA), previamente plaqueada em
meio LB &gar foi repicada e incubada a 37°C em 50 mL de meio LB. ApoOs 18 horas,
5 mL do caldo foram inoculados em 500 mL de LB e incubados a 37°C sob agitacdo
(3.300 x g — em Incubadora de Bancada Refrigerada CT-712 R, da Cientec, Brasil)
até densidade otica (DO) a 600 nm atingir de 0,5 a 0,8 (medida realizada no
equipamento Genequant, GE Healthcare, Reino Unido). Em seguida, toda a cultura
foi incubada em gelo por 30 minutos e centrifugado por 15 minutos a 3000 x g a 4°C.
O pellet foi ressuspenso em 500 mL de agua (ultrapura esterilizada) a 4°C e
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centrifugado nas mesmas condi¢cdes anteriores. Feito o procedimento anterior por
duas vezes, o pellet resultante foi homogeneizado em 20 mL de glicerol 10%
esterilizado, este foi centrifugado (3000 x g, 15 minutos a 4°C) e o pellet obtido foi
novamente ressuspenso em glicerol 10%, porém em 1 mL.

Para determinar se as células atingiram concentragdo minima para
transformacado, 7,5 yL do conteudo obtido foram diluidos em 742,5 uL de &gua
ultrapura e tiveram sua OD medida a 600 nm. A quantidade de células € ideal se a
OD é maior que 0,5, 0 que corresponde a 1 x 108 UFC. Por final, aproximadamente
17 aliquotas de 55 L, contendo, em média ~3 x 10® UFC, foram armazenadas a -
70°C.

4.4.11. Transformacéao por Eletroporacdo em E. coli Top10, Invitrogen

Os plasmideos pGEM-T-easy foram inseridos em células competentes de
E.coli (Top10, Invitrogen®, Thermo Fisher, EUA) por eletroporacdo no aparelho Gene
Pulser Xcell (Bio-Rad, EUA). A reacdo de ligacdo (1 uL) foi adicionada em tubos
eppendorfs de 1,5 mL, previamente resfriados, contendo 50 pL (3x10%) de células
competentes. Este contetdo foi transferido para uma cubeta de eletroporac@o (2 mm
BioRad, previamente resfriadas) e pulsado em aparelho GenePulser (capacitancia
25 uF; resisténcia 200 Q; voltagem 2,5 kV, BioRad). Apds o pulso por eletroporacao
foram adicionados 250 pL de meio NYZ (10 g de peptona de caseina, 5 g de extrato
de levedura, 5 g de NaCl e agua deionizada) a temperatura ambiente. Esta
suspensao final foi transferida para um tubo falcon de 15 mL e incubado em shaker
(CT 712R, Cientec, Brasil) por 1h a 37°C sob agitacdo de 4.500 x g.

A suspenséao foi plaqueada em meio LB contendo antibidtico ampicilina (50
pug/mL) (Sigma-Aldrich, EUA). ApGs incubacéo por 16 h a 37°C, as colbnias isoladas
foram selecionadas e inoculadas em tubos falcon de 50 mL contendo 5 mL de meio
LB liquido e kanamicina ou ampicilina (50 ug/mL), por aproximadamente 16 horas a
37°C e 3.300 x g. Este material foi posteriormente submetido a extracdo de

plasmideos.

4.4.12. Reacgéo de ligagao das sequéncias NcCSRS67 e NcCSRS57 em vetores de

expressao
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4.4.12.1 Construcao de um novo plasmideo de expressédo pCR-Blunt 1I-TOPO

O plasmideo pGEM-pET28/060700 (figura 6), foi tratado com Hindlll e Pstl e 0
fragmento ligado em frame ao plasmideo pCR-Blunt 1I-TOPO (figura 6A), separando
a sequéncia LacZa. O plasmideo hibrido, denominado por nosso grupo de pesquisa
como pCR-Blunt [I-TOPO-His/060700 (UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, 2016), foi
desenvolvido para expressar a proteina NcCSRS67, constitutivamente controlado pelo

promotor Lac e contendo uma cauda de histidina 6x (figura 6B).

Figura 6. Construcdo do plasmideo de expressdo pCR-Blunt [I-TOPO. O fragmento
NcSRS67 foi inicialmente ligado ao plasmideo pGEM-pET28 contendo uma cauda de
histidina Hisg, € um stop codon. O fragmento foi tratado com Hindlll e Pstl e ligado in frame
ao plasmideo pCR-Blunt II-TOPO (Life Technologies). (A) Representacdo esquematica da
adaptacdo de pGEM-pET28 e pCR-Blunt 1I-TOPO para expressdo de NcSRS67. (B) Mapa
circular de pCR-Blunt 1I-TOPO-His/060700.
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4.4.12.2 Ligagao de NcSRS67 em pCR-Blunt 1I-TOPO

O plasmideo pCR-Blunt I[I-TOPO foi ligado a sequéncia NcSRS67 com 2 uL de
10x tampao de ligacdo (New England BioLabs) e 1 pL (80U) de T4 ligase (New
England BioLabs) que havia sido previamente diluida em tampédo de ligacdo 1x (1
parte da enzima para 5 partes de tampao). A amostra foi incubada em banho
resfriado a 16°C por 18 horas. ApoOs a ligacdo, os clones foram transformados por
eletroporagcéo em E.coli BL21 (DE) e plagueados em meio LB (1% de triptona, 0,5%
de extrato de levedura, 1% NaCl, agar e pH 7,0), com kanamicina (50 pg/mL). A
transformacao foi realizada conforme descrito no item 4.4.11. Cada col6nia foi
retirada isoladamente e reinoculada em 5 mL de meio LB liquido com kanamicina e
os plasmideos extraidos por Mini Prep (item 4.4.7). Para a verificacao da ligacdo, os
plasmideos foram tratados com EcoRI, pois o0 uso de uma enzima com sitio predito

além das enzimas utilizadas na ligacao reforca a origem dos insertos ligados.

4.4.12.3 Ligacdo de NcCSRS57 em pET32

O plasmideo pET32 foi ligado a sequéncia NcSRS57 de acordo com o
protocolo descrito no item 4.4.12.2. Apos a ligacéo, os clones foram transformados
em E.coli BL21 e plagueados em meio LB com ampicilina (50 pg/mL). A
transformacao foi realizada do mesmo modo que o verificado no item 4.4.11. Cada
colbnia foi retirada isoladamente e reinoculada em 5 mL de meio LB liquido com
ampicilina e os plasmideos extraidos por Mini Prep (item 4.4.7).

4.4.13. Expressdo, andlise e purificacdo das proteinas recombinantes
rNCSRS67 e rNCSRS57

4.4.13.1 Expressao de rNcSRS57

O plasmideo pET32 ligado a sequéncia NcSRS57 foi inserido em E. coli BL21
(DE3) e essa linhagem transformada por eletroporacdo (item 4.4.11). ApoOs
plagueamento, uma colbénia contendo o plasmideo pET32 foi escolhida e submetida

ao processo de inducdo em pequena escala. Para inducéo, a col6nia foi repicada em
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5 mL de caldo LB com 50 yg/mL de ampicilina e incubada a 37°C por 16 horas sob
agitacdo de 200 rpm. ApoOs o crescimento, 500 pL da suspensao foi inoculada em
placas de cultura com 6 pocos (TPP), contendo 4 mL de caldo LB e 50 ug/mL de
ampicilina. Estas placas foram incubadas a 37°C e 125 rpm até a densidade Optica
atingir 0,5 nm (mensurada no Genequant, GE Healthcare, Reino Unido). As
amostras contendo a ligacdo pET32/NcSRS57 (4 mL cada) foram divididas em
fracbes induzida e ndo induzida com IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside,
Promega). A primeira frac&o foram acrescentados 1 mM de IPTG para que a enzima
T7 polimerase fosse transcrita e atuasse no reconhecimento do promotor do sistema
pPET32 (operon ativado pela presenca de lactose ou analogos, como o IPTG). Para
verificacdo da expressdo o pellet foi ressuspenso em 700 pyL de tampdao ureia 8 M
(100 mM NaH,PO,4, 100 mM Tris-HCI, pH 8.0), sonicado duas vezes e centrifugado
(10.000 x g por 5 min a 4°C). As amostras extraidas foram submetidas ao teste de
Bradford (item 4.6) para confirmacdo da presenca de proteinas totais. Todas as
amostras foram analisadas em gel SDS-PAGE (item 4.8) e coradas com comassie
blue G-250 (item 4.9.1).

4.4.13.2 Expresséao de rNcSRS67

O plasmideo pCR-Blunt II-TOPO ligado a sequéncia NCSRS67 também foi
inserido em E. coli BL21 (DE3) e essa linhagem transformada por eletroporacao
(item 4.4.11). Uma colbnia contendo o inserto NcSRS67 ligado ao plasmideo pCR-
Blunt II-TOPO foi escolhida e inoculada em 4 mL de caldo LB contendo 50 ug/mL de
kanamicina e posteriormente submetida & expressdo constitutiva, ndo havendo a
utilizacado de um indutor (IPTG). Como controle negativo, um promotor de tubulina de
N. caninum foi ligado ao plasmideo pCR-Blunt II-TOPO. As culturas (500 uL) foram
incubadas em placas de cultura com 6 pocos (TPP), contendo 4 mL de caldo LB e
50 ug/mL de kanamicina por 2 h a 37°C sob agitacédo de (200 rpm) e posteriormente
transferidas para tubos identificados e centrifugadas a 10.000 x g por 1 min, com
descarte do sobrenadante. As etapas posteriores foram as mesmas utilizadas no

item anterior (item 4.4.13.1).
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4.4.13.3 Extrag6es soluvel e insolavel das proteinas rNcSRS67 e rNcCSRS57

As extracdes das fracdes solavel e insoluvel foram realizadas com o0 uso
sequencial dos seguintes tampdes: Tris-HCI (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, 600 mM NacCl,
250 mM imidazol) e ureia nas concentragdes de 0.5M, 1M, 2M, 4M e 8M (NaH,PO,
100 mM; 100 mM Tris-Cl; pH 8,0) para o recombinante rNcSRS67 e ureia 8M para
rNcSRS57. Inicialmente, o pellet coletado ap6s a expressdo (item 4.4.13.2) foi
ressuspenso em 700 pyL de tampéo Tris-Cl 50 mM e sonicado (intensidade 7 em
Sonic Dismembrator model 100, Fischer Scientific). O tubo foi centrifugado (10.000 x
g por 5 minutos a 4°C) e o sobrenadante armazenado em outro tubo de 1,5 mL.
Sobre o pellet resultante foram adicionados 700 pL do tampéo Tris-Triton e a
suspensao foi sonicada e centrifugada nas mesmas condicdes anteriores. O
sobrenadante foi recolhido e 0 mesmo processo anterior foi repetido com o pellet,
agora com o tampdao Ureia 8 M. Os sobrenadantes referentes as extracdes com 0s
trés tampdes foram analisados (8 uL de cada amostra) em eletroforese em gel de
acrilamida SDS-PAGE 12,5%.

4.4.13.4 Purificacdo das proteinas recombinantes rNcSRS67 e rNcSRS57 em

resina de niquel

Para purificacdo das proteinas rNcSRS67 e rNcSRS57 contendo cauda de
histidina foi empregada uma estratégia envolvendo a cromatografia de afinidade em
resina de niquel (Ni Sepharose 6 Fast Flow, GE Healthcare ou His-Pur, Thermo
Scientific), cujos ions metélicos sdo imobilizados pelo uso de um agente quelante
capaz de disponibilizar o metal para ligar-se a proteina. Alguns aminoécidos, como a
histidina, por exemplo, apresentam alta especificidade de ligacdo pelo Ni?*
imobilizado. Dessa forma, proteinas recombinantes contendo uma cauda de histidina
podem ser seletivamente eluidas da resina carregada com atomos de Ni** em pH

acido e baixa concentracéo de imidazol.

4.4.13.4.1 Purificagcdo em tampé&o desnaturante
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As amostras obtidas a partir dos processos citados nos itens 4.4.13.1 e
4.4.13.2 foram aplicadas em colunas distintas (Empty Disposable PD-10 Columns,
GE Healthcare) contendo 500 pL de resina de Ni?*, previamente equilibrada com 3
mL de tampé&o ureia 8 M pH 8,0. As amostras contendo as proteinas recombinantes
foram mantidas em contato com a resina de niquel por 10 min, favorecendo assim o
contato da cauda de histidina com o Ni?*. Ap6s incubacao, foi recolhida uma aliquota
denominada de flow through e o restante dispensado. A resina foi lavada com 3 mL
de tampao ureia 8 M, e em seguida, realizadas trés etapas de eluicdo de acordo
com o gradiente de pH do tamp&o ureia. Primeiramente foi realizada a eluicdo com 3
mL de tampé&o ureia 8 M, seguida de uma eluicdo com 6 mL tampéao ureia 8 M pH
6,3, e por final, a eluicdo da proteina recombinante através da adicdo de tampao

ureia 8 M pH 4,5 em aliquotas de 500 pL.

4.4.13.4.2 Purificagdo em tampdao nao-desnaturante

As amostras contendo proteinas recombinantes foram inseridas em colunas
como descrito no item (4.4.13.4.1) pré-equilibradas com tampéao de lise (Tris-HCI 50
mM, 600 mM NacCl, 50 mM imidazol, pH 7,5). Apés interacao das amostras contendo
as recombinantes com a resina de Ni** por 10 min, o contetdo presente na coluna
foi eluido, com recolhimento de uma aliquota de 500 uL (flow through) e a coluna
lavada 3 vezes (3 ml cada vez) com o mesmo tampao de lise. Por final, as amostras
foram eluidas com um tampao de elui¢cao nativo (Tris-HCI 50 mM, 600 mM NacCl, 250
mM imidazol, pH 7.5) em aliquotas de 500 L.

4.5 Producédo de anticorpos policlonais contra as recombinantes rNCSRS67 e
rNcSRS57

4.5.1 Declaracao de ética

Todos os experimentos com animais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal (CEUA) do Campus de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo

(Anexo 1 — Comisséo de Etica no Uso de Animais, protocolo 13.1.361.53.9).
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45.2. Animais

Camundongos BALB/c machos com 6-8 semanas de idade foram adquiridos do
biotério do campus da Universidade de S&do Paulo em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo e
mantidos no biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo. Agua e alimentos foram fornecidos ad libitum, e os
animais foram mantidos em um ambiente com temperatura (21+/- 2°C) e ciclos de

luz (12 h) controladas.

4.5.3. Imunizagdo de animais para obtencdo de anticorpos contra rNcCSRS67 e
NcSRS57

Camundongos BALBI/c (trés animais por grupo) foram imunizados com injecdes
subcutaneas de 50 pg da proteina recombinante purificadas (INCSRS67 ou
rNcSRS57) ou 50 ug de extrato total de taquizoitas de N. caninum (controle positivo)
ou ureia 8 M (controle negativo), em mesmo volume de adjuvante completo (semana
0) e incompleto de Freund (semanas 3, 6 e 9). O extrato total de taquizoitas de N.
caninum foi obtido por sonicacdo de taquizoitas intactos em tampao ureia 8 M pH
8,0. As solugdes proteicas foram emulsificadas com adjuvante de Freund em mesma
propor¢cdo (Rockland Immunochem, Gilbertsville, PA, EUA) para aumentar a
eficiéncia da imunizacdo. Na semana 10, os animais foram anestesiados com
quetamina (80 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg) (KAWAI et al, 2011) por via
intraperitoneal e submetidos a puncédo cardiaca para coleta do sangue, tendo a
eutanasia ocorrido por hipovolemia. O sangue foi centrifugado a 10.000 x g por 15

min a 4°C e mantido a -20°C em aliquotas de 400 pL.

4.6. Quantificacao de proteinas pelo método de Bradford

Proteinas presentes em extratos proteicos e proteinas recombinantes foram
guantificadas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Foi construida uma
curva de calibracdo com BSA (albumina sérica bovina acetilada), diluida na mesma
solugdo em que as amostras de proteina estavam solubilizadas, nas concentragdes
de 0 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,75 mg/mL e 1 mg/mL. As
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amostras foram diluidas nas propor¢bes 1/2, 1/4, 1/10 e 1/20 e, 20 pL de cada
diluicdo de BSA e das amostras foram adicionados a 200 pL do reagente de
Bradford (Bioagency) diluido 5 vezes em agua e aplicados em uma placa de ELISA.
A leitura espectrofotomeétrica foi feita em duplicata sob comprimento de onda de 595

nm, em leitor de microplacas (Synergy H1 Hybrid Read, BioTek Instruments, EUA).

4.7. Deteccéo de anticorpos por ELISA

A produgéo dos anticorpos ao longo das imunizagdes foi avaliada por ensaio
imunoenzimatico (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay). Em um primeiro
instante, foram testadas diferentes concentracdes de proteinas utilizadas, tanto para
proteinas recombinantes (0,01 pg/mL; 0,02 pg/mL; 0,03 pg/mL; 0,04 pg/mL; 0,05
pg/mL; 0,10 pg/mL; 0,15 pg/mL), quanto para proteinas totais presentes no extrato
total de N. caninum (1,0 pg/mL; 2,0 pg/mL; 3,0 pg/mL; 4,0 pg/mL; 5,0 pg/mL; 10,0
pg/mL; 15,0 ug/mL), a fim de encontrar a concentracdo mais adequada para se
trabalhar no ensaio ELISA. Os antigenos (0,05 pg/mL das proteinas recombinantes
(rNcSRS67 ou rNcSRS57) ou 5,0 pg/mL do extrato total de N. caninum) foram
diluidos em tampéao carbonato de sodio ou coating buffer (Na,CO3; 0,06 M pH 9,5) e
incubados em placa de 96 pocos (MaxiScorp, Thermo Scientific Nunc) a
temperatura ambiente por 16 horas. A placa foi lavada 3 vezes com PBS-T (PBS
contendo 0,05% Tween 20, Sigma-Aldrich, EUA) e bloqueada com PBS-GT (PBS-T
contendo 2 mg/mL de gelatina suina, Sigma-Aldrich, EUA) a 37°C por 1 hora. Apés
lavagem por trés vezes com PBS-T, os anticorpos anti-rNCSRS57 ou anti-rNcSRS67
(nas diluicbes seriadas 1/1000, 1/2000, 1/4000 e 1/8000 em PBS-GT) foram
adicionados para deteccao das formas recombinantes (rNCSRS57 ou rNcSRS67) ou
nativas (extrato total de N. caninum). A placa foi incubada a 37°C por 1 hora e
lavada trés vezes com PBS-T. O anticorpo secundario (cabra anti-camundongo IgG
conjugado a enzima peroxidase,Sigma-Aldrich, EUA) foi adicionado nas diluicdes de
1/2500, 1/5000, 1/10.000 e 1/20.000, em PBS-GT. A placa foi incubada a 37°C por 1
h e, em seguida, lavada por 3 vezes com PBS-T. Para deteccdo da atividade de
peroxidase foi adicionado o reagente TMB (TMB, ELISA Single Solution Ready-to-

use, Zymed-Invitrogen) a temperatura ambiente, no escuro, por 15 minutos. A
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reacao foi interrompida pela adicdo de HCI 2 M e a absorbancia lida a 450 nm
(Synergy H1 Hybrid Read, BioTek Instruments, EUA).

4.8. Eletroforese em Gel de Acrilamida SDS-PAGE

Para separacdo das amostras proteicas obtidas através dos métodos citados
em 4.4.12.1 e 4.4.12.2, as mesmas foram submetidas a eletroforese em gel de
acrilamida a 12,5% (sistema SE260, GE Healthcare, Reino Unido), sob voltagem fixa
de 120 V e amperagem livre, em tampao de eletroforese (Tris 25 mM, glicina 192
mM; SDS 0,1%). Mini géis de 10x8 cm e 0,75 mm de espessura foram preparados

de acordo com o seguinte protocolo (para 2 mini géis):

Gel de corrida 12,5%

Acrilamida 40% (Bio Rad) .........ccccovvmiiiiiiiiiiiiiieeeeeeen 7,6 mL
Bisacrilamida 2% (Bio Rad)...........cccuuvvveevviieiiiiiiiieeeenn. 4,1 mL

AQUA UITAPUIA ... 6,7 mL
1,5 M Tris pH 8.8 (Sigma-Aldrich)................cccoeveeee. 6,25 mL
SDS 10% (AFfYMEriX)......coeiiiiiiiiiiiiieeeeee e 250 L
APS 10% (Sigma-Aldrich)........ccocciiiiiiiiiiiiieee e 125 pL
TEMED (Thermo)........couvvuiiiiiiiiiiieee e 16 yL

Foi adicionado n-butanol saturado (J.T Backer, EUA) com agua sobre o gel de
corrida e deixado em temperatura ambiente para polimerizar. Apos polimerizacdo, o
n-butanol foi desprezado e o gel foi lavado com agua ultrapura para a preparacéao do

gel de empilhamento, composto de:

Gel de empilhamento 5%

Acrilamida 40% (Bio Rad)..........ccccvvmiviiiiiiiiiiiiiceeeeenn 1,22 mL
Bis-acrilamida 2% (Bio Rad)..........ccccccveeiiieiiniiniinnns 0,65 mL
AQUA UITAPUIA ..., 5,5 mL
0,5 M Tris pH 6.8 (Sigma-Aldrich).............ccoovvvvn.n. 2,5mL

SDS 10% (AFfYMEriX)......ccoeiiiiiiiiiiniieieeeeeeee e 100 pL
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APS 10% (Sigma-Aldrich...........cooviiiiiiiiiin 50 uL
TEMED (Thermo)......ccoueuuuiieiiiiiiiieiiee e 10 uL

As amostras foram diluidas em tampao de corrida 3x (Tris-HCI 187,5 mM pH
6,8; SDS 6%; glicerol 30%; azul de bromofenol 0,03%; DTT 26 mg/mL). Os
marcadores de massa molecular foram Unstained Protein MW Marker (Thermo
scientific, Lituania) em caso de géis submetidos a coloracdo e o marcador pré-
corado Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo scientific,

Lituania) em caso de transferéncia para membrana de western blot.

4.9. Coloracao de gel de acrilamida
4.9.1. Coloragao por Coomassie G

Ao término da eletroforese, o gel foi incubado com tampéo fixador (40% de
metanol e 10% de acido fosférico) por 1 h. Em seguida foi imerso em Coomassie G
(0,1% Coomassie G (Sigma-Aldrich, EUA), 40% metanol, 10% acido fosférico) até a
coloracdo adequada das bandas (1 a 3 dias de incubac&o a 50 rpm, temperatura
ambiente). O gel foi devidamente selado em embalagem plastica, identificado e
armazenado a 4°C.

4.9.2. Coloracdo com Nitrato de prata

Alguns geéis foram corados com nitrato de prata de acordo com o protocolo
abaixo.

Solucbes utilizadas:

- Solucao A: 50% metanol, 10% acido acético, 40% Milli-Q

- Solucéo B: 5% metanol, 95% Milli-Q

- Solucéo C: 0,02% (p/v) de tiossulfato de sodio pentaidratado
- Solucéo D: 0,2% (p/v) de nitrato de prata

- Solucéo E: carbonato de sodio 3%, formaldeido 0,0185%, tiossulfato de sodio
pentaidratado 0,0004%

- Solugéo F: EDTA a 1,4%
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Obs. As solugbdes C, D e E foram sempre preparadas no momento da utilizac&o.

Ao término da eletroforese, os géis foram imediatamente transferidos para
recipientes contendo a solugcéo A e permaneceram nessa solucdo por no minimo 1 h
para fixacdo das proteinas no gel. Apos desprezar a solucdo A, cuidadosamente,
para ndo danificar os géis, foi acrescentada a solucdo B que permaneceu por 15
minutos sob leve agitacdo. Entdo, cada gel foi lavado 3 vezes, sendo que cada
lavagem correspondeu a incubacdo com 200 mL de agua ultrapura e agitacéo por 5
min. ApO0s o0 esgotamento da agua ultrapura , a solucdo C foi adicionada aos
recipientes por no minimo 2 min, cuidando para manter um pequeno volume
necessario para a solucéo E. Desprezando-se a solucdo C, seguiram-se 3 lavagens
rapidas com agua ultrapura (cerca de 30s cada lavagem). Foi entdo adicionada a
solucéo D por 25 min. Foram feitas 3 lavagens rapidas com agua ultrapura , e entao,
foi acrescentado cerca de 100 mL da solucéo E, que foi descartada assim que o
liguido tornou-se saturado na cor marrom (em +/- 10s). Mais 150 mL da solucéo E foi
adicionado por outros 2 minutos. Apds o descarte, novamente os geéis foram
incubados com mais solucdo E, que permaneceu em contato com 0s géis até que
nao houvesse mais revelacao de spots e o background nédo estivesse alto, processo
gue nao ultrapassava os 5 minutos. A solucdo F foi acrescentada para bloquear a
reacdo. Depois de 10 minutos, a solucao F foi desprezada e os géis foram lavados
uma anica vez com agua ultrapura . ApOs estes processos, 0s géis foram

devidamente selados em embalagem plastica, identificados e armazenados a 4°C.
4.10. Eletroforese bidimensional (SDS-PAGE 2D)

A separacdo de proteinas por eletroforese bidimensional permite a
determinacdo de seus pesos moleculares e pontos isoelétricos (pl). Na primeira
dimensao, as proteinas sdo submetidas a uma focalizacdo isoelétrica, que permite
gue as proteinas migrem por um gradiente de pH imobilizado em gel (strip), por
atuacdo de um campo elétrico, até atingirem o pH em que sua carga se iguala a
zero, correspondente ao seu pl. Apos essa separacao, as proteinas tém suas cargas
igualadas e suas pontes dissulfeto reduzidas para a separagado por peso molecular,

gue corresponde a segunda dimensao.
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4.10.1. Primeira dimenséao ou focalizacao isoelétrica (IEF)

O tampéo de corrida para a IEF corresponde a solucéo de reidratacdo (7 M de
ureia, 2 M tioureia, 4% CHAPS, 20 mM DTT e 2% de mistura de anfdlitos
carreadores (pH 3-11NL, n&o linear, DryStrip Reswelling Tray, GE Healthcare, Reino
Unido)). As amostras proteicas de N. caninum a serem analisadas foram extraidas
de pellet recém-purificado de aproximadamente 1 x 10° taquizoitas e as proteinas de
células Vero foram extraidas de células provenientes de cultura confluente em
garrafa pequena. Para isso, foram adicionados ao pellet 500 yL de tampéo de
reidratacéo. Os pellets foram ressuspensos no tampao adicionado e os tubos foram
centrifugados em seguida a 9.500 x g por 5 minutos. Para hidratar as strips, 125 uL
de cada extrato (N. caninum e Vero) foram utilizados, equivalente a 5 x 10’
taquizoitas ou mais. A esse volume foram adicionados DTT (final de 0,2 mM;
Promega) e IPG buffer 3-11 NL (10 uyL; GE Healthcare).

A corrida de primeira dimensao foi feita em strips de gradiente imobilizado
(IPG) em pH 3-11NL de 7 cm (Immobiline™ DryStrip, GE Healthcare, Reino Unido).
Os 125 pL da solucao preparada foram utilizados para reidratar cada strip de 7 cm
(Rehydrate Immobiline DryStrip gel 3-11 NL, da GE Healthcare) . A strip foi mantida
em uma bandeja de reidratacdo (DryStrip Reswelling Tray, GE Healthcare, Reino
Unido) posicionada em contato com a amostra contida em solugéo de reidratacgéo,
coberta com 6leo mineral (DryStrip Cover Fluid, GE Healthcare, Reino Unido) e
incubada a temperatura ambiente por 16 horas. No dia seguinte, as strips foram
transferidas para o suporte de ceramica do aparelho (Manifold), que foi acoplado ao
equipamento Ettan IPGPhor3 (GE Healthcare, Reino Unido), cobertas com 6leo
mineral e submetidas as seguintes etapas de voltagem: 30 min a 300 V, 30 min a
1000 V, 1h e 20 min a 5000 V seguida de 8000 V até um total de 5-6,5 Kvh por strip
de 7 cm. Apés a corrida de IEF, as strips foram congeladas a -70°C ou diretamente

submetidas a eletroforese bidimensional.
4.10.2. Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (géis 2D)

As strips foram equilibradas em solugéo contendo SDS e ureia (solugao de
equilibrio contendo 50 mM Tris, 6 M ureia, 2% SDS, 30% glicerol, pH 8.8) contendo
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primeiramente DTT (100 mg/10 mL) por 15 min sob leve agitacéo, e posteriormente,
iodoacetamida (250 mg/10 mL) por outros 15 min sob leve agitagéo.

A segunda dimenséo foi feita em géis SDS de poliacrilamida em equipamentos
SE260 (GE Healthcare, Reino Unido) preparados previamente no dia anterior de

acordo com o protocolo a seguir: (para 2 mini géis):

Gel de corrida 12,5%

Acrilamida 40% (Bio Rad) .......ccceevviviiiiiiieiiiiiiieiiiiiins 7,6 mL
Bisarilamida 2% (Bio Rad).........ccccccevvviiiiiiiiiiiiis 4,1 mL
AQUA UITAPUIA ..o, 6,7 mL
1,5 M Tris pH 8.8 (Sigma-Aldrich)..............cccceevvnninis 6,25 mL
SDS 10% (AFfYMEriX)......coeeiiiiiiiiiiiiee e 250 L
APS 10% (Sigma-Aldrich).......cccccuvviiiiiiiiiieieeeeeeeeee 125uL
TEMED (Thermo)........cuuuuiiiiiieiie e 16 yL

Com uma pipeta Pasteur, o gel foi montado entre placas de vidro (SE600),
cuidando para que nao houvesse formacédo de bolhas. Foi colocado n-butanol
saturado com agua sobre o gel de corrida e deixado em temperatura ambiente para
polimerizar (no minimo por 2 horas). Apds polimerizacdo, o n-butanol foi desprezado
e o gel foi lavado com agua ultrapura e coberto com solucéo de conservacédo de gel
(Tris 25 mM,; glicina 192 mM; SDS 0,1%).

Os géis foram protegidos com parafiime e mantidos a 4°C para uso no dia
seguinte. As strips e o marcador de massa molecular (Thermo Scientific, Lituania)
foram cuidadosamente aplicados. Os géis foram selados com solucdo selante de
agarose (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%, agarose 0,5% e tracos de azul de
bromofenol) previamente aquecida que, apés aplicado em estado liquido se solidifica
sobre o sistema strip-marcador-gel, possibilitando a distribuicio homogénea da
corrente elétrica sobre estes componentes, além de possuir azul de bromofenol
sensivel a diferenca de potencial, determinando o andamento da corrida. A
eletroforese foi efetuada com amperagem constante de 10 mA por mini gel por 15

minutos para possibilitar a entrada lenta e homogénea da amostra, completando o
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processo com 20 mA por mini gel até o azul de bromofenol atingir a parte inferior do
gel (realizado no aparelho SE 260, GE). Este gel foi posteriormente corado por
Coomassie G (item 4.9.1) ou prata (item 4.9.2) ou entao utilizado para western blot.

4.10.3 Estimativa do pl de proteinas

Para determinar o ponto isoelétrico de spots dispostos em diferentes
intervalos de pH néo linear (3-11 NL) em géis Immobiline DryStrip, foi tracada uma
curva do comprimento do gel Immobiline DryStrip versus o gradiente de pH, como

mostrado abaixo na figura 7.

Figura 7. Perfil de gradiente de pH calculado a partir de géis Immobiline DrySTrip em funcéo
do comprimento dos géis para determinacdo do ponto isoelétrico (pl) de proteinas
representadas através de spots. Grafico utilizado para calculo de pl a partir de strip 3-11 NL.
Grafico extraido do Manual Data File 2-D Electrophoresis — Immobiline DryStrips Gel (GE
Healthcare, Reino Unido).

Ponto isoelétrico {pl)

111111

% de comprimento do gel
4.11. Aquisicao de imagens
As imagens adquiridas a partir dos géis e filmes dos westerns blots foram
escaneadas (Image Scanner, GE Healthcare, Reino Unido) sob a utilizacdo do

software LabScan (GE Healthcare, Reino Unido).

4.12. Western blot
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Membrana de PVDF (0,45 pum, Millipore) foi previamente hidratada em metanol
por 5 minutos. No equipamento de transferéncia sistema semi-seco (TE PWR 77,
GE), o gel de acrilamida (1D ou 2D) foi posicionado sobre a membrana de PVDF e
ambos foram acomodados entre folhas de papel filtro (Bio Rad) umedecidas em
tampao de transferéncia (Tris 0,25 M; glicina 0,2 M; SDS 0,001%; metanol 15%). A
transferéncia ocorreu a 0,81 mA/cm? de membrana por 1 hora e 15 minutos. Apés a
transferéncia, as membranas tiveram suas proteinas coradas reversivelmente com
DB71 (Direct Blue 71 Aldrich 0,08% em 40% de metanol e 10% de acido acético) por
5 minutos sob agitacdo. Foram marcadas as posicoes do marcador molecular e
inicio e fim da corrida. As membranas foram, entdo, descoradas com tampao de
descoloracéo (bicarbonato de sédio 0,15 M; etanol 50%) e foram lavadas com PBS-
T por 5 minutos. Apoés a lavagem, elas foram bloqueadas em PBS-GT a temperatura
ambiente sob agitacdo. Apés 1 hora, foram feitas trés lavagens de 5 minutos cada
com PBS-T e as membranas foram, entdo, incubadas com o anticorpo policlonal
anti-rNcCSRS67 ou anti-rNcSRS57 nas diluicdes de 1/200.000 ou 1/60.000,
respectivamente (em PBS-GT) por 18 horas a 25°C. As membranas foram lavadas
novamente trés vezes por 5 minutos em PBS-T e incubadas com o anticorpo
conjugado de camundongo acoplado a peroxidase (Sigma-Aldrich; 1/2.000) em PBS-
GT.

Para a revelacdo, as membranas foram expostas a mistura dos reagentes
ativadores de peroxidase (Luminol, Super Signal West Pico Chemiluminescent
Substrate, Pierce) em temperatura ambiente por 5 minutos. A quimioluminescéncia
foi detectada por exposicéo a filme radiografico (ORTHO CP-G Plus, AGFA 18x24
cm) em um cassete para exposicao a filmes autoradiograficos. Apos exposicdo em
periodos variados (de segundos a minutos, dependendo da intensidade da reacao),
o filme foi imerso por 1 minuto em solugdo de revelacdo (Exsil MX), seguido de
imersao em agua e, por fim, 1 minuto de imersdo em solucao de fixacao (Exsil MX).

4.13. Espectrometria de massas

4.13.1 Digestao de bandas e spots para analise em MALDI
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As bandas ou spots de interesse foram excisados a partir de géis 1D e 2D e
lavadas trés vezes em 25 mM NH4HCO3; pH 8,0 em 50% v/v de acetonitrila (ACN)
por 15 minutos cada lavagem, desidratadas em 100% de ACN e secas em
concentrador a vacuo (Concentrador Labconco Corporation Centrivap, EUA). Apés
desidratacdo, os fragmentos de gel 1D foram reduzidos e alquilados: os fragmentos
de gel foram reidratados com 20 mM de DTT em 50 mM de NH4HCO3 e incubados
por 40 min a 55°C. O liquido excedente foi removido e substituido por 55 mM de
iodoacetamida (IAA) em 50 mM de NH4HCO3. O liquido excedente foi novamente
removido e os fragmentos de banda lavados com 25 mM de NH4HCO3; e secos em
concentrador a vacuo (Concentrador Labconco Corporation Centrivap, EUA). Os
fragmentos de banda 1D ou spots foram ressuspensos em solucdo de tripsina 25
ng/pL (Trypsin Gold modificada, Promega) e incubados por 16-24 hrs a 37°C. A
solucdo de tripsina contendo os peptideos foi transferida para outro tubo e os géis
submetidos a duas lavagens com 100% de ACN, secos em concentrador a VAcuo e
lavados duas vezes com acido trifluoroacético (TFA) 0.1% (v/v) em 50% de ACN. A
solucéo resultante dessas lavagens foi reunida com a solucdo de peptideos e o
volume total seco em concentrador a vacuo (Concentrador Labconco Corporation
Centrivap, EUA).

4.13.1.1 Analises por MALDI

As amostras foram diluidas 1:1 em &cido a-ciano-4-hidroxicinamico (10 mg/mL
em 50% ACN e 0.1% TFA) e aplicadas em duplicata sobre uma placa do MALDI.
Uma solucéo de polietileno glicol (PEG) diluida em matriz (1:1) foi empregada como
calibrante e os peptideos foram analisados através de lonizacdo por Dessorcdo a
Laser Assistida por Matriz (MALDI TOF/TOF-Bruker (Centro de Cromatografia e
Espectrometria de Massas do NPPNS-FCFRP/USP)). Os dados obtidos a partir da
fragmentacdo por MS/MS (Software Flex Control 3.3, Bruker), foram tratados
(Software Flex Analysis 3.3, Bruker), convertidos em MGF (Biotools 3.2) e
posteriormente confrontados contra um banco de dados de proteinas preditas de N.

caninum (www.matrixscience.com) disponivel on line em uma plataforma do

Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS) dentro do banco de dados ToxoDB-

28, acessado através do software Mascot versdo 2.3.02 (Matrix Science). A


http://www.matrixscience.com/
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carbometilagdo da cisteina e a oxidacdo da metionina foram adotadas como

modifica¢des fixas e variaveis, respectivamente.
4.13. 2 Digestao de fragmentos de gel para analises por Synapt G2

A amostra (banda) foi submetida a lavagem com solucdo de descoloragéo
(50% v/v de ACN e 25 mM de NH4HCO3) até total retirada do corante Coomassie G.
Apos desidratacdo com 100% de ACN, foi realizada reducdo e alquilacdo como
descrito no item 4.13.1. Os fragmentos foram ressuspensos com solugdo de 20
ng.uL™? de tripsina modificada (Promega V5111) em 50 mM de NH4HCOs. Apés a
reidratacdo total, os fragmentos foram parcialmente cobertos com 25 mM de
NH4HCO; e a digestao, realizada a 37°C por 16 horas.

4.13.2.1 Analise por LC-MS/MS (Synapt G2)

As amostras foram ressuspensas em 20 uL de Formiato de amoénio 20 mM
pH10. Os peptideos foram sequenciados no espectrémetro de massas Synapt G2
HDMS (Waters), acoplado ao sistema Acquity UPLC MClass, com tecnologia 1D
Simulado (Waters), contendo uma coluna Trap 2D Symmetry C18 (5 ym, 180 pym x
20 mm), com fluxo de 0,300 pL/min do Laboratério Multiusuérios Centralizado
Genbmica Funcional Aplicada a Agropecudaria e Agroenergia ESALQ/USP. Os
espectros de massas analisados no Synapt G2 foram processados utilizando o
software Protein Lynx Global Server (PLGS) versdo 3.1 com o banco de dados
reverso (NcaninumLIV e TgondiiME49) do ToxoDB-28 versdo 12.0 (GAJRIA et al.,
2008). Os parametros de processamento incluiram: tolerancia automatica para
precursores e ions-produto; minimo de trés ions-fragmento correspondentes por
peptideo; minimo de 7 ions-fragmento correspondentes por proteina; minimo de 2
peptideos correspondentes por proteina; um possivel erro de clivagem pela tripsina;
carbamidometilacdo de cisteina como modificagdo fixa e oxidagdo de metionina
como modificagdo variavel; taxa maxima de descoberta de falso positivo (FDR) a
4%.
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4.14. Ensaio de invasao/adesao

A metodologia do ensaio de invasdao empregando N. caninum expressando
beta-galactosidase foi descrita por Pereira et al. (2014). Taquizoitas Lac-Z
purificados conforme item 4.2 (2x10° parasitas/poco) foram previamente incubados
com o0s seguintes antissoros, todos diluidos 1/200: rNcSRS67, rNcSRS57, extrato
total de taquizoitas, associacdo de rNCSRS67 com rNcSRS57 ou pré-imune (soro
obtido de animais ndo imunizados). Apos 1 h de incubacdo a 37°C, estes parasitas
foram lavados 3 vezes com PBS e aplicados em triplicata sobre monocamadas
confluentes de células Vero em placas de cultura celular de 24 pocos (Test Plat,
TPP), permanecendo por 2 h a 37°C. As células foram lavadas com PBS duas vezes
e incubadas com tampéao de lise (4-2-hidroxietil)-1-acido piperazinaetanosulfénico,
100 mM HEPES, 1mM MgSQy,, Triton 1%, 5 mM Ditiotreitol, DTT, pH 8,0) a 50°C por
1 h. O lisado foi centrifugado a 10.000 x g, 4°C por 10 min e 20 pL do sobrenadante
foi diluido em 140 pL de tampao de lise e 40 uL de CPRG (Clorophenol Red B-D-
Galactopiranoside, 6 mM, Roche) em triplicata. A reacdo foi mensurada apdés 18
horas a 37°C em 570 nm (Synergy H1 Hybrid Reader, BioTek Instruments, EUA). A
absorbancia x nimero de taquizoitas foram plotados e analisados por regressao
linear através do software GraphPad Prism 5.0 (Graphpad, La Jolla, CA, EUA).
Todos os experimentos foram realizados no minimo trés vezes independentemente

e executados em diferentes dias.

4.15. Imunofluorescéncia

Taquizoitas de N. caninum recém purificados (item 4.2) foram inoculados em
pocos delimitados com uma caneta (Liquid Blocker, Super Pap Pen, Japao) sobre
laminas revestidas com poli-lisina, lavados com PBS e fixados com 3,65% de
formaldeido (Formaldehyde Solution, for molecular biology 36,5%, Sigma-Aldrich,
EUA) em PBS por 1 h a 25°C. Apés trés lavagens, os taquizoitas foram incubados
com soro policlonal anti-rNcSRS67 (1/5.000) ou rNcSRS57 (1/2.000) por 45 minutos,
seguido por trés lavagens em PBS. O anticorpo secundario anti-camundongo
conjugado ao fluoréforo Alexa Fluor® 488 (Molecular Probes®) foi diluido a 1/50 e o

nicleo marcado com iodeto de propideo (Santa Cruz Biotechnology®).
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Fotomicrografias foram obtidas com uma objetiva 100x usando 6leo de imersdo em
microscépio confocal (Leica SP8 Laser Scanning Confocal Microscope, Leica
Microsystems, Alemanha) conectado a uma camera digital do Laboratério
Multiusuario de Microscopia Confocal da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo/USP. Todas as imagens foram
capturadas (software LAS AF version 3.2.0.9652), agrupadas e processadas atraves
do programa imagem J 1.41 (National Institutes of Health, EUA. Os cortes Opticos
foram feitos sob baixas intensidades de laser, o que contribuiu para obtencédo de

imagens com resolucdo adequada e sem a presenca de background.

4.16. Teste de ancoragem por GPl de NcCSRS57

Taquizoitas de N. caninum (2x10’ taquizoitas) recém-purificados (item 4.2)
foram lavados 3 vezes com PBS e 1 vez com tampé&o fosfolipase C fosfatidilinosiltol
(PI-PLC) (10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 0.75 M sacarose, 10 mM glicose) (POLLARD et
al., 2008). Os parasitas foram ressuspensos em 50 pL de tampéo PI-PLC e tratados
com 1 unidade (U) de fosfolipase C fosfatidilinositol (PI-PLC) (Molecular Probes) a
37°C por 2,5 h em tubo de 1,5 mL (figura 8). Em paralelo, como grupo controle,
taquizoitas purificados foram mantidos nas mesmas condi¢cdes citadas
anteriormente, porém sem adicdo da enzima PI-PLC. Os parasitas tratados e
controles foram coletados por centrifugagcdo a 10.000 g por 10 minutos. O pellet
contendo taquizoitas foi lavado 3 vezes em tampéao PI-PLC, e aplicado as laminas
para serem processados em um ensaio de imunofluorescéncia (item 4.15). Parte do
sobrenadante foi submetido a SDS-PAGE 1D corado por Coomassie G (item 4.9.1) e
as bandas excisadas para tripsinizacdo e posterior identificacdo por espectrometria
de massas. A outra parte do sobrenadante foi aplicada em gel SDS-PAGE seguido
de analise através de um sistema de Western blot por quimioluminescéncia de
acordo com o protocolo descrito no item 4.12, usando o soro produzido contra
rNcSRS57 (1/1000).
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Figura 8. Representacdo esquematica das etapas envolvidas no teste de ancoragem
por glicosilfosfatidilinositol (GPI) da proteina NcSRS57 de Nesopora caninum.
Taquizoitas purificados de N. caninum (2x10°) foram tratados ou ndo com a enzima
fosfolipase C fosfatidilinositol; os sobrenadantes foram aplicados em gel SDS-PAGE e
posteriormente submetidos as técnicas de western blot ou espectrometria de massas; 0s
pellets contendo taquizoitas foram aplicados sobre laminas e submetidos a técnica de
imunofluorescéncia.

Taquizoitas tratados com PI-PLC Taquizoitas ndo tratados com PI-PLC

Centrifugacéo

v

Sobrenadante m

Espectrometria de Western blot
massas

4.17 Panorama geral de proteinas GPI de N. caninum

Taquizoitas de N.caninum (item 4.2) foram submetidos a extracdo de proteinas
GPI com a enzima PI-PLC (item 4.16). Neste ensaio foram utilizadas amostras
distintas, uma com taquizoitas integros recém purificados, e a outra com taquizoitas
integros previamente congelados e descongelados para o tratamento. Em paralelo a
cada grupo foi realizado o controle com células Vero também submetidas a acéo da
enzima PI-PLC.

As amostras de proteinas GPl e o controle Vero foram ressuspensas em
tampéo de reidratacdo e submetidas a focalizacdo isoelétrica (item 4.10.1) e SDS-
PAGE 2D, (item 4.10.2). Os spots foram digeridos (item 4.13.1) e submetidos a
espectrometria de massas (MS/MS) (item 4.13.1.1).
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4.18. Amplificac&o de bacteriéfagos ligantes de rNcSRS57

A biblioteca de fagos M13 (cada fago contendo sequéncias Unicas de
peptideos) foi gentilmente fornecida pelo Prof. Dr. Marcelo Jacobs-Lorena, da
Universidade do Arizona, EUA (GHOSH et al., 2001). Esta biblioteca é constituida
por dodecapeptideos (diferentes peptideos (10 a 12 peptideos/mL) contendo cada
peptideo, doze residuos de aminoacidos) aleatorios fusionados a regido N-terminal
gerada a partir do bacteriofago filamentoso f88.4 revestido pela proteina VIii
(BONNYCASTLE et al., 1996). A biblioteca inicial, compreendendo cerca de 7,5x10°
células transfectadas independentes, foi amplificada em 1 litro de meio NZY (1% de
NZ amina, 5% de extrato de levedura,10 mM de NaCl, 2,5 mM de KCI, 10 mM de
MgCl,, 10 mM de MgSO,4 e 20 mM de glicose) (SAMBROOK et al., 1989) contendo
20 pg/mL de tetraciclina (o fago f88.4 confere resisténcia a tetraciclina quando esta
no interior de seu hospedeiro). Os fagos parcialmente secretados pelas células
foram parcialmente purificados por precipitacdo em 1,0 mL de PEG 8000 20%,
dissolvidos em TBS (solucéo salina de Tris tamponado, 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150
mM NacCl), mantidos por 16 h a 4°C e posteriormente centrifugados a 10.000 g,
produzindo um nimero estimado de 1.3x10™ unidades transdutoras de bactérias
(TU)/mL (SMITH & SCOTT, 1993).

4.18.1 Obtencao da cultura de E. coli M91

Uma colbnia de E. coli M91 em agar LB sem antibi6ticos, foi transferida para 5
mL de meio LB e incubada overnight a 37°C e 150 rpm. Uma aliquota de 100 pl
dessa suspenséo foi incubada em 5 mL de meio LB sem antibi6tico até a OD atingir
~ 1.0. Antes de interagir com a biblioteca de fagos, a suspensdo contendo E. coli
M91 foi incubada por 10 min em banho maria para regeneracao do Pili bacteriano

(apéndice filiforme da superficie).
4.18.2 Selecao de bacteriofagos com afinidade a NcCSRS57

Um esquema representativo de um ciclo de selecao de fagos ligantes de
NCSRS57 estad representado abaixo (figura 9). Para o desenvolvimento deste
método, foi realizado inicialmente aderéncia da proteina rNcSRS57 (5 ug/mL) diluida
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em 10 uM em coating buffer (item 4.7) em placa com 6 pocos (Thermo Scientific) por
18 horas a 4°C. Cada pogo foi lavado trés vezes com PBS, seguido de bloqueio com
BSA 1% em PBS por 1 hora. Apds trés lavagens com PBS, 300 pL de uma
suspensdo de bacteriofagos selvagens (item 4.18) foi adicionado ao poco e
incubado por 1 hora a 4°C. Os pocgos foram lavados 10 vezes com PBS para a
retirada dos fagos nao ligantes, seguido da adicdo de 1 mL de cultura de E. coli
(M91) em LB (item 4.18.1). A placa foi incubada por 15 minutos a 37°C para que 0s
fagos cujos capsideos continham peptideo ligante de rNcSRS57 invadissem as
bactérias. A partir dessa cultura foram obtidas duas aliquotas: uma com 50 pL da
propria cultura e outra com diluicdo 1/100 em PBS. Essas aliquotas foram ent&o
plagueadas em meio LB agar seletivo contendo 50 pg/mL de tetraciclina (Sigma-
Aldrich, EUA). A tetraciclina é utilizada uma vez que o material genético dos
bacteriéfagos que infectam as bactérias confere as mesmas resisténcia a este
antibiotico. As placas foram incubadas por 18 horas a 37°C. As culturas
selecionadas em meio solido (4 col6nias), foram expandidas em 5 mL de meio LB
liquido seletivo ( contendo 50 pg/mL de tetraciclina) por 18 horas a 37°C. As culturas
foram centrifugadas a 10.000 g por 3 minutos e o sobrenadante foi reservado.
Paralelamente, a cultura restante na placa de 6 pogos teve mais 4 mL de meio LB
adicionados, seguidos de incubacdo sob agitacdo a 37°C. Apdés 15 minutos, foi
adicionado tetraciclina (50 ug/mL) e a placa foi incubada por 18 horas a 37°C sob
agitacdo. No dia seguinte, essa cultura teve as células sedimentadas a 10.000 g por
3 minutos e o sobrenadante contendo os bacteri6fagos (SOBRENADANTE BAC) foi
armazenado a 4°C até o uso. Os bacteri6fagos foram precipitados dos
sobrenadantes das culturas com adicdo de uma solucdo de polietilenoglicol (PEG
20%) (Sigma-Aldrich, EUA) e NaCl 2,5 M na propor¢cao 1:5 e incubados por um
tempo minimo de 18 e maximo de 48 horas a 4°C (PRECIPITADO BAC).

figura 9. Representacdao esquematica de um ciclo de selecdo de fagos ligantes de
rNcSRS57 a partir de uma biblioteca de bacteri6fagos M13. (1) Biblioteca de phage
display constituida por peptideos aleatérios gerados a partir de oligonucleotideos (2)
Proteina de interesse imobilizada sobre uma superficie sélida e incubada com a biblioteca
de fagos. A ligacdo dos fagos ocorre através de interagdes entre o peptideo disposto na
superficie do fago e a proteina aderida a superficie fixa, de modo que as interagbes néo
especificas sdo desprezadas. (3) Os fagos ndo ligantes séo lavados e (4) aqueles fagos de
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interesse que se ligaram sdo amplificados e usados em repetidos ciclos de selecdo (3-5
ciclos).

(1) Biblioteca de bacteriofagos

l (2) Ligagéo

Fonte: Esquema adaptado de (SUNDELL; IVARSSON, 2014).

4.18.3. ELISA para avaliacéo da afinidade dos fagos a rNcSRS57

Os bacteriéfagos precipitados (PRECIPITADO BAC) das culturas provenientes
da selecdo de coldnias ou a cultura contendo o pool de bacteriéfagos
(SOBRENADANTE BAC) ligantes de rNcSRS57 (item 4.18.2) foram ressuspensos
em 450 pL de coating buffer (item 4.7). Os bacteriéfagos (PRECIPITADO BAC ou
SOBRENADANTE BAC) (grupo 1) ou 5 pg/mL de rNcSRS57 (grupo 2, controle) ou
anticorpo anti-rNcSRS57 (grupo 3, controle) foram diluidos em coating buffer e
incubados em placas de 96 pocos (MaxiScorp, Thermo Scientific Nunc). Para isso,
as solugbes de bacteriéfagos em tampéo alcalino foram adicionadas (100 pL), em
duplicata, em placa de 96 pocos e incubada por 16 horas a temperatura ambiente.

Apoés aderéncia a placa, foi realizado um ensaio de ELISA diferente do convencional,
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pois envolveu uma etapa inicial de aderéncia de fagos com afinidade pelo antigeno
rNcSRS57 a placa (figura 10). A placa foi lavada 3 vezes com PBS-T e blogueada
com PBS-GT a 37°C por 1 h. ApGs lavagem por trés vezes com PBS-T, 0s pocos
foram incubados por 1 h a 37°C com 5 pg/mL de rNcSRS57 em PBS-GT. Apos
lavagem por trés vezes com PBS-T, foi feita incubacdo com soro anti-rNcSRS57
(1:2.000), lavagem por 3 vezes com PBS-T e incubagdo com anticorpo secundario
(cabra anti-camundongo IgG conjugado a enzima peroxidase,Sigma-Aldrich, EUA)
(1:5.000). A revelacéao foi feita com solucdo TMB por 10 minutos e a placa foi

submetida a leitura a 450 nm, como descrito no item 4.7.

figura 10. Representacdo esquemética de um ensaio ELISA utilizando bacteriofagos
ligantes de rNcSRS57. (1) Suspensao contendo bacteriéfagos M13 selecionados a partir da
interagdo com rNcSRS57. (2) Bacteriéfago M13 contendo peptidio especifico e ligado a uma
superficie fixa. (3) Interacdo entre o epitopo de um antigeno (ex. INCSRS57) e o peptideo
disposto na superficie do fago. (4) anticorpo policlonal de camundongo produzido contra o
antigeno (rNcSRS57) e (5) anticorpo anti-camundongo conjugado a peroxidase. A atividade
da peroxidase € determinada mediante adicdo do reagente TMB a temperatura ambiente e
absorbéncia lida a 450 nm, semelhante ao ensaio ELISA convencional.

{5) conjugado

090
A A A{zl)anticorpo

(1) Bacterigfagos Iigantes de INcSRS57 Antigeno

/_ \\ >‘ .r,‘if;-{3}epitopo
\—r /-

(2) Bacteriofago M13

Fonte: BEZERRA, (2017)

4.18.4. Pull down associado a phage display

Inicialmente, 10 ou 50 mL de cultura de E. coli M91 infectada com
bacteriéfagos ligantes de rNcSRS57 (obtidos no item 4.18.1) foram incubadas por 18

horas e centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos. Foi retirado o sobrenadante e os
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bacteriofagos presentes nesta fracdo foram precipitados por um tempo de 16 horas
apos adicdo de PEG 8000 20% em tampéo de lise (25 mM Tris pH 7.5, 150 mM
NaCl, 1mM EDTA, 1% Triton x-100 e 5% glicerol) na proporcdo 1:5 (v/v), quando
foram centrifugados a 10.000 x g por 3 minutos e o sobrenadante descartado. O
pellet de bacteriofagos também foi ressuspenso em tampéo de lise. Para evitar a
presenca de moléculas inespecificas entre os bacteriéfagos ligantes de rNcSRS57,
0s mesmos foram submetidos a filtracdo em filtro de 0,22 um e o filtrado (500 pL)
utilizado no ensaio posterior de pull-down.

Para realizacdo do ensaio de pull-down, 200 pL da suspensdo de
bacteriofagos ligantes de rNcSRS57 (filtrado obtido anteriormente) foram
adicionados a 300 pL de extrato total de N. caninum. Para obter este extrato, duas
garrafas médias de cultura de taquizoitas de N. caninum foram purificadas (item 4.2)
e os taquizoitas (2x10°) foram lisados com tamp&o de lise (25 mM Tris pH 7.5, 150
mM NaCl, 1ImM EDTA, 1% triton x-100 e 5% glicerol) em gelo por 1 hora. Ap6s
centrifugacéo a 10.000 g por 10 minutos, o sobrenadante foi utilizado no ensaio de
pull-down. A mistura de extrato total e bacteriéfagos foi incubada a 22°C por 1 hora
sob agitacdo de 300 rpm. Apdés incubacdo, os bacteriofagos foram precipitados
mediante adicdo de 120 pL de solucdo de PEG 20% por pelo menos 1 hora a 22°C.
A reacdao foi centrifugada a 10.000 g por 10 minutos e sobrenadante e pellet foram
submetidos a SDS-PAGE 1D e western blot.

4.19. Andlise estatistica

Os dados obtidos dos ensaios ELISA e de invasdao foram plotados como
porcentagem correspondentes a média + desvio padrédo e analisados com analise de
variancia (ANOVA) empregando o teste de Bonferroni para comparacdo entre os
diferentes grupos experimentais com nivel de significancia de 5% (0=0.05). Em cada
caso, os valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significantes. As
analises foram realizadas através do programa Graph Pad PRISM 5.0 (Graph Pad,
EUA).



54

5. RESULTADOS

5.1. Analise in silico das sequéncias NcSRS67 e NcSRS57 de N. caninum

Foi realizada comparacao entre as sequéncias NCSRS67 e NcSRS57 de N.
caninum e também com outras SAG/SRSs de coccidios como T. gondii e
Hammondia hammondi (figura 11 e tabela 2). NcSRS67 e NcCSRS57 possuem maior
identidade com a SRS de H. hammondi (HHA 450490) e TgSRS57 de T. gondii,
respectivamente. Entre si, NcSRS67 e NcSRS57 possuem 41/57% de
identidade/similaridade, a terceira maior semelhanca na comparacao das sequéncias
utilizadas para o alinhamento estrutural (tabela 2). Por outro lado, NcSRS29C foi a
proteina com menor similaridade tanto com NcSRS67 quanto com NcSRS57 (tabela
2).

Tabela 2 - Comparacéo das sequéncias de aminoacidos de proteinas de superficie da
superfamilia SRS/SAG de coccidios. Porcentagens de identidade e similaridade (%) das
sequéncias NcCSRS67 e NcCSRS57 de Neospora caninum com as sequéncias HHA 450490
de Hammondia hammondi, NcSRS29C de N. caninum e TgSRS57 de Toxoplasma gondii.

NcSRS57 TgSRS57 NcSRS29C HHA_450490 NcSRS67

Identidade 19 20 21 16 22
TgSAGL  gimilaridade 36 31 37 27 38
Identidade 46 18 24 41
NCSRS57  gimilaridade 61 35 33 57
Identidade 21 17 35
TgSRS57  gimilaridade 36 26 49
Identidade 12 19
NCSRS29C  gimilaridade 22 35
Identidade 42

HHA_450490  gjijaridade 51
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NcSRS67 e NcSRS57 possuem 351 e 357 residuos de aminoacidos,
respectivamente, com dominios hidrofébicos nas extremidades N e C terminal,
sendo um peptideo sinal predito na porcdo amino terminal e uma &ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) no terminal carboxilico. O peptideo sinal foi predito entre
os residuos M* — A% de NcSRS67 e M* - A% de NcSRS57 (figura 11). Existe ainda a
predicdo para dois dominios D1 e D2 de NcSRS67 (127 e 120 residuos de
aminoacidos, respectivamente) e de NcSRS57 (123 e 118 residuos de aminoacidos).
Os dominios correspondem a partes conservadas de proteinas SRS, cujas funcdes
ainda sao investigadas. Sabe-se que nas proteinas de T.gondii BSR4 e TgSRS29B
(SAG1) os dominios atuam como um acesso da proteina a um ligante da célula
hospedeira e também sao primordiais na multimerizacdo (CRAWFORD et al., 2009;
2010). Foi possivel observar ainda, com excecdo da sequéncia de H. hammondi, a
presenca de alguns residuos de aminoécidos inteiramente conservados nos
dominios SAG/SRSs, incluindo seis cisteinas no dominio D1 e outras seis no
dominio D2, formando assim, trés pontes dissulfeto em cada um destes dominios
(Figura 11).

Figura 11. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de proteinas de superficie da
superfamilia SRS/SAG de coccidios. Foram alinhadas as proteinas SRS de Neospora
caninum NcSRS67 (ToxoDB ID: NcLIV_060700), NcSRS57 (ToxoDB ID: NcLIV_060660),
NcSRS29C (ToxoDB ID: NcLIV_033250), Toxoplasma gondii TgSRS57 (ToxoDB ID:
TGMAS_308020) e Hammondia hammond (ToxoDB ID: HHA 450490), respectivamente. Os
residuos de aminoacidos estritamente conservados estdo em branco sobre um plano de
fundo preto. Os residuos parcialmente conservados estdo em preto sobre um plano de
fundo branco delimitados por uma linha preta. Os residuos de cisteina que formam pontes
dissulfeto estdo representados pelos numeros pretos abaixo do alinhamento. As setas
verticais indicam os sitios preditos de clivagem do peptideo sinal e da ancora de GPI da
sequéncia NcSRS67. Os dominios de proteinas SRS/SAG (D1 e D2) estdo indicados pelas
barras de cor preta na parte superior do alinhamento. As folhas B dos dominios D1 e D2
estdo identificadas pelas setas horizontais. Os espirais inseridos entre as folhas J,
representam as hélices ao longo da sequéncia e as letras TT indicam os locais de
dobramento da sequéncia. Os elementos de estrutura secundaria mostrados no alinhamento
abaixo, correspondente a sequéncia TgSAG1, também denominada de TgSRS29B, sao
derivados da estrutura cristalina da proteina SAG1/SRS29B de T. gondii (PDB 1KZQ) (He et
al., 2002).
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5.2. Clonagem de NcSRS67 e NCSRS57

Com a retirada das sequéncias sinais N-terminal (peptideo sinal) e GPI (C-
terminal) em seus sitios de clivagem preditos, as formas maduras de NCSRS67 e
NcSRS57 ficam constituidas por 290 residuos de aminoacidos com massa molecular
predita de 30.61 kDa e 282 aminoé&cidos e 31.14 kDa, respectivamente. As formas
maduras de NcSRS67 e NcSRS57 foram amplificadas usando primers especificos

representados em vermelho (Figura 12).

Figura 12. Sequéncias de aminoacidos das proteinas NcSRS67 e NcSRS57. Sequéncias
de aminoacidos de NcSRS67 (A) e NcSRS57 (B). Grifado em cinza, estdo representadas as
regibes de peptideo sinal (PS); em vermelho, as localiza¢des dos primers forward e reverso
utilizados para amplificar as sequéncias; em amarelo, as regides correspondentes as
ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Abaixo das sequéncias de aminoacidos de
NCcSRS67 e NcSRS57 estdo as informacdes de pesos moleculares correspondentes as suas
sequéncias completas, sem PS e sem a ancora de GPI e suas respectivas sequéncias
amplificadas com a cauda de histidina (His).

A) MSLSFHKTSPRQRKQCTRQIYGVAFPSFVAVLFFVVAESVQIFVEAKGERLGTLKPLGKN
RYSCVQEDGTGPNPGVGSIELNAQNPKLEFLLCVGQENEFMPLDGATSQLAVCPMSATTKAEC
DRNSTPLKNFLPRATERWMERTLVLDSSDSKFVLTIPPNGFPPARQOQFKLGCRAKGHYCMLT
VIVDPEFSAAVDGORANCAYSLPDPVSLOLSMSEEKNSITILCGKQHFPOQPSTYNLNYCAGSS
VDPDQCAASSMTEIFPTFSASWWKGKSNSEQGAVFTIPKGHFPSRATHFLVGCSEKVDAGSF
CNVKVSVAAATVTTTRAPSNGAESWRTDFAFVLSAFALHLSTA

B) MFACPCSSGPAGLAKRSAPGRILFLVWFLVLSVLLVTGNNVSLVEAKKRNVTKKYFGTLE
STGPNSYRCSPQEVAEEVVGAVVLSVKAPEMSIECREGGEFMPLDGAKRYPRVCSVSATD
KTDCDRNSQLLTEYLPKAQDLWYTETEFVDDNATYKFKIPSDGEFPPOKOQOFKVGCRYTGNE
YCFITVTVEPAAAVVTROQKATCGYSEAEPVNLELSMSEDNNSTATIQCGENHEFPQPSTYSL
QYCSGQSVDPOHCVAQHMTKLETNESTKWWKGKPNSPAGTVETIPEGEFPTKPTTEFLVGC
SSTVDAGPFCNVRVNVAARSQEAVGAERPSGTLVSSASAPGIAFLSLVIVVGLHTVA

Proteina NcSRS67: predito 38.13 kDa Proteina NcSRS57: predito 38.67 kDa
NcSRSET sem PS e sem GPI: predito 30.61 kDa NcSRS57 sem PS5 e sem GPI: predito 31.14 kDa
Fragmento NeSRSE7 amplificade: 29 kDa Fragmento NcSRS57 amplificado: 31 kDa
MNcSRS67 + (.8 kDa da cauda His NcSRS57+ 0.8 kDa da cauda His
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A amplificacdo da sequéncia génica de NcSRS67 obtida a partir de DNA
gendmico de N. caninum revelou um fragmento pouco abaixo de 750 pb, conforme o
predito de 687 pb (Figura 13A). O fragmento foi clonado em vetor pGEM-T-easy
(Figura 13B) e ligado ao plasmideo de expressao pCR-Blunt II-TOPO-His/060700
(Figura 13C). O sequenciamento demonstrou que a sequéncia de nucleotideos
amplificada a partir da linhagem Nc-1 coincidiu (100% de identidade) com o gene
putativo NCSRS67 (presente no ToxoDB (NcLIV_060700)) pertencente a linhagem

Liverpool.

Figura 13. Amplificagdo por PCR e clonagem do gene NcSRS67 de N. caninum. Gel de
agarose (0,8%). M=Marcador de massa molecular (em pares de bases pb). (A) A sequéncia
NcSRS67 foi amplificada por PCR a partir de DNA gendmico de N. caninum, resultando em
um fragmento de tamanho esperado (687 pb) (pog¢o 1). (B) Digestdo (com as enzimas
Hindlll e Xhol) do vetor de clonagem pGEM-T-easy (3015 pb) (poco 1; simbolo: & pGEM-T-
easy) contendo o fragmento NcSRS67 (poco 1; simbolo: # fragmento NcSRS67). (C)
Digestdo do plasmideo de expressdo pCR-Blunt II-TOPO-His/060700 (3700 pb) (com as
enzimas de restricdo Hindlll e Xhol) contendo a sequéncia NcSRS67 (poco 1; simbolos: &
plasmideo de expressdo pCR-Blunt II-TOPO-His/060700 (3700 pb); # sequéncia NcCSRS67 e
* fragmento predito (clivagem por Xhol) do plasmideo de expressdo pCR-Blunt II-TOPO-
His/060700).

A amplificacdo de NcSRS57, também obtida a partir de DNA genémico de N.
caninum, gerou um fragmento pouco acima de 1000 pb, conforme o predito de 1074
pb (figura 14A). Este fragmento foi clonado em vetor pGEM-T-easy (figura 14B) e

posteriormente ligado ao plasmideo de expressédo pET32 (figura 14C).
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Figura 14. Amplificacdo por PCR e clonagem do gene NcSRS57 de N. caninum. Gel de
agarose (0,8%). M=Marcador de massa molecular (em pares de bases pb). (A) A sequéncia
NcSRS57 foi amplificada por PCR a partir do DNA gendmico de N. caninum, resultando em
um fragmento de tamanho esperado (1074 pb) (poco 1). (B) Digestdo (com as enzimas
BamHI e Hindlll) do vetor de clonagem pGEM-T-easy (3015 pb) (po¢o 1; simbolo: & pGEM-
T-easy) contendo o fragmento NcSRS57 (poco 1; simbolo: # fragmento NcSRS57). (C)
Digestdo do plasmideo de expressdo pET32 (com as enzimas de restricdo BamHI e HindllIl)
contendo a sequéncia NcSRS57 (poco 1; simbolos: * plasmideo de expressao pET32 (5900
pb) e # sequéncia NcSRS57).
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5.3. Expressao, teste de solubilidade e purificacdo das proteinas SRS

5.3.1 Expressao, teste de solubilidade e purificacdo de rNcSRS67

A proteina recombinante rNcSRS67 foi expressa com cauda de histidina (Hisgx)
em E. coli BL21, e apresentou um massa molecular de aproximadamente 33 kDa
(30.6 kDa predito) como determinado por SDS-PAGE (figura 15, pocos 6 e 7,
simbolo *), ao contrario do que foi observado no extrato total de E. coli contendo
apenas um promotor de tubulina de N. caninum ligado ao plasmideo pCR-Blunt II-
TOPO-Hisgy (figura 16, poco 1). rINcCSRS67 ndo foi detectada no extrato soluvel
mediante utilizacdo dos tampdes Tris-HCI ou Triton 2% (figura 15, pogos 1 e 2). A
presenca desta recombinante foi muito baixa quando solubilizada em tampdes de

0,5, 1 e 2 M de ureia (figura 15, pocos 3 a 5). INcSRS67 foi predominante na
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extragdo com ureia acima de 4 M (figura 15, pocos 6 e 7). Dessa forma, ficou

evidente, portanto, o padréo de expressao nos corpos de incluséo de rNcSRS67.

Figura 15. Expressdao e teste de solubilidade da proteina recombinante rNcSRS67. Gel
SDS-PAGE (12,5%) corado por Coomassie G com extratos de BL21 com plasmideo pCR-
Blunt 1I-TOPO-Hisg, contendo o fragmento NcSRS67 sem IPTG. Poco 1. amostra
solubilizada em tampéo Tris-HCI 50 mM; poco 2: amostra solubilizada em tampéo Triton 2%;
pocos 3, 4, 5, 6 e 7: amostras solubilizadas em tampéo ureia 0,5, 1, 2, 4 e 8 M,
respetivamente. Pocos 6 e 7: proteina recombinante rNcSRS67. Marcador de massa
molecular & esquerda indicados em quilodaltons (kDa): 10, 15, 20, 25, 30, 50 e 70.

4 5 6 7
, 33 kDa
e @#—>33KkDa

A recombinante rNcSRS67 comparada com seu controle de expresséo (figura
16, pocos 2 e 1, respectivamente), foi purificada por cromatografia de afinidade em
resina de Ni?* (figura 16, pocos 4 a 6) e usada para imunizar animais para producéo
de antissoro policlonal. A fragdo contendo extrato total de BL21 solubilizada em
tampao ureia 6,5 M ndo se ligou & resina de Ni** (figura 16, poco 3). O plasmideo
pCR-Blunt 1I-TOPO-Hisgx contendo o fragmento rNcSRS67 em BL21 induzido ou
nao com IPTG apresentou o0 mesmo padrdo de expressdo, demonstrando dessa
forma que ocorreu autoinducdo (dados ndo mostrados). Embora a recombinante
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NcSRS67 tenha sido obtida sob condi¢cdes nativas (forma solavel) apdés uma
lavagem adicional com tampéao nativo (Tris-HCI 50 mM, 600 mM NaCl, 50 mM
imidazol, pH 7,5) e eluida com tamp&o de eluicao nativo (Tris-HCI 50 mM, 600 mM
NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,5) (dados ndo mostrados), optou-se por realizar a
solubilizagédo da forma insoltvel desta proteina sob condicdes desnaturantes através
de métodos para solubilizacdo dos corpos de inclusdo, de modo que a sonicagdo em
tampdo ureia 8 M foi 0 método que exibiu, comparativamente, maior quantidade de

proteina (figura 16, pocos 4 a 6).

Figura 16. Expressdo e purificacdo da proteina recombinante rNcSRS67 de N.
caninum. Gel SDS-PAGE (12,5%) corado com Coomassie G. A proteina rNcCSRS67 foi
expressa constitutivamente (sem IPTG) por 2 horas a 37°C e foi solubilizada em tampéao
desnaturante ureia 8 M pH 4,5 ou tampé&o nativo (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 600 mM NacCl, 250
mM imidazol) apresentando-se como uma banda de aproximadamente 33 kDa (30.6 kDa
predito). Poco 1: controle da expressdo de rNcSRS67 (Plasmideo pCR-Blunt II-TOPO-Hisgy
contendo uma regido promotora de tubulina de N. caninum e sem a sequéncia NcCSRS67);
poco 2: proteina recombinante rINCSRS67 ligada ao plasmideo pCR-Blunt II-TOPO-Hise, €
solubilizada em tampéo ureia 8 M, representada como uma banda de 33 kDa; poco 3:
extrato total de BL21 n&o ligado & resina de niquel (Ni**); pocos 4, 5 e 6: Plasmideo pCR-
Blunt 1I-TOPO-Hise/NCSRS67 expresso constitutivamente como um fragmento de
aproximadamente 33 kDa purificado sob condi¢des desnaturantes. Simbolo: # recombinante
rNcSRS67 que interagiu com a resina de Ni**. Marcador de massa molecular a esquerda
indicados em quilodaltons (kDa): 10, 15, 20, 25, 30, 50 e 70.

1 2 3 4 5 6
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5.3.2 Expressao, teste de solubilidade e purificacdo de rNcSRS57

A expressao induzida com IPTG da recombinante rNcCSRS57 em E. coli BL21
foi visualizada como uma banda mais intensa de 19,5 kDa (figura 17 poco 3),
guando comparada ao controle da expressédo sem IPTG (figura 17, poco 4). Dessa
forma, o fragmento rNcSRS57 foi expresso com massa molecular abaixo do predito
de 31.14 kDa (sem o peptideo sinal e sem a ancora de GPI). O fragmento
recombinante rNcSRS57 ligado ao plasmideo pET32 induzido ou ndo com ITPG (1
mM) nao foi visualizado no extrato solivel quando submetido a acdo de um
gradiente Tris-HCI 50 mM (figura 17, pocos 1 e 2). Dessa forma, rNcSRS57
permaneceu predominante nos corpos de inclusdo obtidos no extrato total por
sonicacdo em tampdo ureia 8 M na concentracdo de 1 mM de IPTG (figura 17, poco
3).

Figura 17. Expressdo da proteina recombinante rNcSRS57. Gel SDS-PAGE (12,5%)
corado com Coomassie G com extrato de BL21 com plasmideo pET32 contendo o
fragmento NcSRS57 induzido ou ndo com 1 mM de IPTG por 2 horas a 37°C. Pogos 1 e 2:
amostras induzida (IND) e né&o induzida (NI), respectivamente, solubilizadas em tampao
Tris-HCI 50 mM; pocos 3 e 4: amostras induzida (IND) e ndo induzida (NI) com 1 mM IPTG,
solubilizada em tampé&o ureia 8 M; pogo 3: proteina recombinante rNCSRS57 com massa
molecular de 19.5 kDa. Marcador de massa molecular a esquerda indicados em quilodaltons
(kDa): 10, 15, 25, 35, 40 e 50.
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rNCSRS57 foi expressa com um massa molecular abaixo do predito,
possivelmente devido a uma mudanca de fase de leitura do ribossomo, avangcando
uma base na dire¢do 5, gerando consequentemente uma mudancga de cdédon, no
caso, um stop codon oculto (figura 18). Entretanto, a busca por ‘BLAST realizado
com o sequenciamento do fragmento clonado (contendo 1074 pb) ligado ao
plasmideo de expressdo pET32 (figura 14), revelou identidade com o gene (ID
NcLIV_060660) depositado no banco de dados Toxo DB. Isso corroborou para a
hipétese de mudanca de codon, de modo que houve um truncamento da expressao
de NCSRS57.

Figura 18. Representacdo de parte do fragmento NcSRS57 traduzido em BL21. O
escorregamento de sitios especificos do ribossomo entre 122° e 123° pb na sequéncia
NcSRS57, levou a uma mudanca de codon e consequentemente a interrup¢ao da traducao
e expressao da sequéncia integra do recombinante rNcSRS57. Dessa forma apenas parte
deste fragmento contendo 92 pb (NcSRS573.125) foi expresso com uma maior abundancia
em pET32 sob inducdo de 1mM de IPTG. A regido indicada por asteriscos a esquerda da
sequéncia, representa o inicio da sequéncia NcSRS57 que contém 30 pb; a regido
pontilhada a direita da sequéncia, representa o fragmento restante de NcSRS57 até o primer
reverso; a barra preta localizada acima dos nucleotideos, representa o fragmento de
NcSRS57 que foi traduzido; a barra vermelha indica o primer foward; os nimeros 31 e 122
na sequéncia, indicam a base inicial e final, respectivamente, do fragmento traduzido em
maior abundancia, e os nucleotideos em vermelho indica a sequéncia reconhecida como
stop cédon. A letra i representa o que seria a leitura normal do cédon durante o processo de
traducdo e i + 1 representa a mudanca de fase que ocorreu, gerando um stop codon oculto.

Sentido da traducgéo
<« 31—

t**'ﬁgﬂag****** CGA TCC GCG GGA CTG GCA AAG CGG TCG GCA

CCGGGTCGTATTTTIGTTTTTAGTIGTGG TTCCTGGTT TTATCT

i i+1

_i_ i1 —>
GTGCIG CIT GIT ACC GGA AAT AAT GTG TCG CTT 939 pb

.................

122
wersene INiCiO da sequéncia NcSRS57 Primer foward
........ Final da sequéncia NcSRS57 T AA Sequéncia reconhecida

como stop coédon

Regido traduzida da sequéncia NcSRS57
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Baseado na expressdo da proteina recombinante e no sequenciamento do
plasmideo, a banda de 19,5 kDa corresponde a 3.1 kDa da proteina NcCSRS57, com
11.80 kDa correspondente a tireodoxina e 5.92 correspondente a associacdo de
trombinas, enteroquinases e cauda de histidina.

A purificacdo da rNcCSRS57 em resina de niquel (figura 19, pocos 1 a 5) revelou
ndo so6 a banda de 19,5 kDa (figura 19, poco 4, simbolo #), como também uma outra
banda com massa molecularde aproximadamente 40 kDa, proOxima ao massa
molecularpredito da sua forma nativa que € de 38.67 kDa (figura 19, poco 4, simbolo
&), e a mesma massa molecular correspondente a esta mesma proteina em T.
gondii (KANALINHA et al., 2014; SUDAN et al., 2015).

Figura 19. Purificagdo da proteina recombinante rNcSRS57. Gel SDS-PAGE (12,5%)
corado por Coomassie G. A proteina INcCSRS57 foi expressa sob acdo de um indutor (IPTG,
1 mM) por 2 horas a 37°C e solubilizada em tampé&o desnaturante ureia 8 M pH 4,5 e
purificada em coluna de Ni**, apresentando-se como uma banda de aproximadamente 17
kDa (predito 31.14 kDa). O retangulo vermelho indica diferentes aliquotas contendo
rNcSRS57 purificadas em coluna de Ni**. Pocos 1 a 3: aliquotas eluidas com 250 mM
imidazol em ureia 8 M pH 4,5 contendo rNcSRS57 e outros produtos de BL21; pogo 4;
aliquota eluida com 250 mM de imidazol em ureia 8 M pH 4,5 contendo a maior proporgcéo
de rNcSRS57 e menor propor¢cdo de outros produtos de BL21; seta inferior: banda com
massa molecular de 19,5 kDa (submetida a identificagdo por espectrometria de massas);
seta superior: banda com massa molecular de aproximadamente 40 kDa (massa molecular
predita 38.67 kDa); poco 5; aliquota eluida com 250 mM de imidazol em ureia 8 M pH 4,5
contendo a menor propor¢cdo de rNcSRS57. M: Marcador de massa molecular a esquerda
indicados em quilodaltons (kDa): 10, 15, 25, 35, 40 e 50.
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5.4. Identificacdo das proteinas recombinantes por espectrometria de massas

5.4.1 Identificacdo de rNCSRS67

A banda correspondente a proteina rNcSRS67 (figura 16, poco 6) foi submetida
a tripsinizacdo e a fragmentacéo inicial do tipo MS resultou em varios picos com
diferentes intensidades (figura 20). Dentre estes picos obtidos, foi possivel
selecionar aquele de maior intensidade cuja relagdo massa/carga foi de 1525,891 e

posteriormente fragmenta-lo para o espectro do tipo MS/MS.

Figura 20. Espectro de fragmentacdo (MS) dos peptideos tripticos mais intensos
obtidos para a proteina recombinante rNcSRS67 de N. caninum. O peptideo de maior
intensidade indicado pela seta vermelha foi posteriormente submetido a fragmentacédo por
MS/MS possibilitando a identificacdo da proteina NcLIV_060700 através de um banco de
dados curado do Mascot.
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O espectro de fragmentacdo (MS/MS) do pico de maior intensidade
representado na figura 20 gerou um hit significativo (Score 42), com massa
molecular predita de 38845 Da e o0 seguinte peptideo K.FVLTIPPNGFPPAR.Q,
correspondente a 7% do gene NcSRS67 (depositado no banco de dados ToxoDB
com a denominagdo de NcLIV_060700), confirmando dessa forma, a expressao

constitutiva dessa proteina (Figura 21).

Figura 21. Identificacdo da proteina recombinante rNcSRS67 de N. caninum por MS/MS
(score 42). Os dados MS/MS obtidos da andlise da banda purificada de rNcSRS67 foram
analisados em um banco de dados predito de proteinas de N. caninum usando o sofware
Mascot versao 2.3.02 (Matrix Science). A carbamidometilagdo da cisteina e a oxidacao da
metionina foram definidas como modificagdes variaveis e fixas, respectivamente.
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5.4.2 Identificacdo de rNcSRS57

A analise por espectrometria de massas da banda representada na figura 19
(poco 4, simbolo #), contra um bando de dados curado do Toxo DB-28 contendo
proteinas de N. caninum, ndo gerou identificacdes. Entretanto, a analise da mesma
amostra em um banco de dados predito de proteinas do SwissProt, gerou hit
significativo com score de 308, massa de 11913 Da e o0s seguintes peptideos
R.GIPTLLLFK.N, K.IIHLTDDSFDTDVLK.A, K.MIAPILDEIADEYQGK.L, confirmando

dessa forma a identificagdo de uma tiorredoxina de E. coli (figura 22).
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Figura 22. Analise da proteina recombinante rNcSRS57 de N. caninum por MS/MS
(score 308). Os dados foram obtidos contra um banco de dados predito de proteinas do
SwissProt , disponivel online (www.matrixscience.com), usando o sofware Mascot versao
2.3.02 (Matrix Science). A carbamidometilagédo da cisteina e a oxidagdo da metionina foram
definidas como modificacbes variaveis e fixas, respectivamente.
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5.5. Reatividade dos anticorpos policlonais por ensaio imunoenzimatico
(ELISA)

5.5.1 Reatividade do anticorpo policlonal anti-rNcSRS67

O soro produzido contra a recombinante rNcSRS67 foi avaliado quanto a
capacidade de reconhecer a proteina nativa devido a mesma sequéncia primaria de
aminoacidos. Foi observada uma forte reacdo com a sua respectiva forma
recombinante (figura 23A e 23C), porém 0s anticorpos nado reagiram com sua forma
nativa presente no extrato total de taquizoitas de N. caninum (figuras 23B e 23D).


http://www.matrixscience.com/
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Figura 23. Avaliacado da reatividade do soro policlonal anti-rNcSRS67 por ELISA. (A) e
(C) Proteina recombinante rNcSRS67 incubada com soros produzidos contra rNcSRS67
(barra preta), extrato total de N. caninum (barra quadriculada) ou ureia (barra branca) nas
diluicbes seriadas de 1:1000; 1:2.000; 1:4.000 e 1:8.000. (A) Conjugado 1:2.500 e (C)
conjugado 1:20.000. (B) e (D) Extrato total de N. caninum incubado com soro produzido
contra INCSRS67 (barra preta), extrato total de N. caninum (barra quadriculada) ou controle
negativo ureia (barra branca) nas diluicbes seriadas de 1:1000; 1:2.000; 1:4.000 e 1:8.000.
(B) Conjugado 1:5.000 e (D) conjugado 1:10.000. * indica p < 0,05 em relagdo ao soro
controle (anti-ureia).
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5.5.2 Reatividade do anticorpo policlonal anti-rNcSRS57

Semelhantemente ao que foi verificado para o anticorpo policlonal produzido
contra a recombinante rNcSRS67, o soro anti-rNcSRS57 reagiu fortemente com a
sua respectiva forma recombinante (figura 24A e 24C), porém, também reagiu com

sua forma nativa presente no extrato total de taquizoitas de N. caninum (figuras 24B

e 24D).
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Figura 24. Avaliacdo da reatividade do anticorpo policlonal anti-rNcSRS57 por ELISA.
(A) e (C) Proteina recombinante rNcCSRS57 incubada com soro produzido contra rNcSRS57
(barra preta), extrato total de N. caninum (barra quadriculada) ou ureia (barra branca) nas
diluicbes seriadas de 1:1000; 1:2.000; 1:4.000 e 1:8.000. (A) Conjugado 1:2.500 e (C)
conjugado 1:20.000. (B) e (D) Extrato total de N. caninum incubado com soro produzido
contra rNcSRS57 (barra preta), extrato total de N. caninum (barra quadriculada) ou ureia
(barra branca) nas diluicbes seriadas de 1:1000; 1:2.000; 1:4.000 e 1:8.000. (B) Conjugado
1:5.000 e (D) conjugado 1:10.000. * indica p < 0,05 em relacdo ao soro controle (anti-ureia).
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5.6 Analise das proteinas NcSRS67 e NcSRS57 por SDS-PAGE, western blot

(WB) 1D e 2D, e espectrometria de massas

5.6.1 Western blot 1D da proteina NcCSRS67

Ao contrario da falta de reatividade com as proteinas nativas ao ELISA, ao
western blot o anticorpo policlonal anti-rNcSRS67 detectou as formas nativa e

recombinante dessa proteina: a recombinante com massa molecular de 33 kDa
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(figura 25, poco C) e a nativa, com peso de 35 kDa (préximo aos 38 kDa predito,
figura 25, poco B) . Ainda foi possivel observar que o soro anti-rNCSRS67 nédo reagiu
com o extrato total de células Vero, o controle negativo (figura 25, poco A),
demonstrando dessa forma que a producéo de anticorpos contra proteinas de Vero

nao foi significativa.

Figura 25. Reatividade do soro policlonal anti-rNcSRS67 com as proteinas nativa e
recombinante rNcSRS67. O western blot foi feito em gel SDS-PAGE 12,5% e revelado em
filme radiogréfico. Soro anti-rNcSRS67 foi incubado com os seguintes extratos: (A) Extrato
total de células Vero (1/5.000, conjugado 1/2.000). (B) Extrato total de taquizoitas de N.
caninum (1/5.000, conjugado 1/2.000). (C) Proteina recombinante rNcSRS67 (1/200.000,
conjugado 1/2.000). Marcador de massa molecular & esquerda indicados em quilodaltons
(kDa): 35 e 50.
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5.6.2 Western blot 2D de NcSRS67

Apesar de detectada uma Unica banda de 35 kDa no western blot 1D (figura
25B), por western blot 2D foram observados dois spots distintos no extrato total de
taquizoitas de N. caninum com 36,7 e 35,8 kDa e ponto isoelétrico (pl) de
aproximadamente 5.3 (pl predito 7.11 sem peptideo sinal (figura 26A, setas 1 e 2,
respectivamente). Além disso, foi possivel observar também a presenca de um fileira

horizontal de spots com pl variando entre 5.4 e 6.0, aproximadamente, e massa
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molecular na faixa de 35 kDa (figura 26A, sinal representado acima da linha
horizontal). Alguns spots de Vero foram reconhecidos pelo soro anti-rNCSRS67
(figura 26B), entretanto nenhum coincidiu com os spots preditos para NcCSRS67 no

extrato total de N. caninum.

Figura 26. Deteccdo da proteina nativa NcSRS67. Western blot 2D foi realizado em gel
SDS-PAGE 12,5%, strips IPG 7 cm com pH 3-11 NL e revelado em filme radiografico. O
soro anti-rNcSRS67 foi utilizado sobre extrato total de taquizoitas de N. caninum (A, 1/5.000)
e controle sobre extrato total de células Vero (B). Seta 1. spot com massa
molecularestimado em 36,7 kDa; seta 2: spot com massa molecular estimada em 35,8 kDa.
(A) Linha horizontal: spots em fileira 0. Em (B) estdo representados os spots de Vero que
reagiram com o anticorpo produzido contra rNcSRS67, delimitados por circulos.. Marcador
de massa molecular & esquerda indicados em quilodaltons (kDa): 10, 15, 25, 35, 40 e 50.
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5.6.3 Western blot 1D da proteina NcSRS57

A proteina recombinante rNcSRS57 foi revelada sob a forma de duas bandas,
uma delas com massa molecular de 19,5 kDa, contendo possivelmente um
fragmento de 3,1 kDa desta recombinante (conforme esquematizado na figura 18

apos sequenciamento do plasmideo) e uma outra banda com peso de 40 kDa
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(predito 31.14 kDa sem peptideo sinal e sem ancora GPI, figura 27C). A forma nativa
de NcSRS57 foi revelada como uma banda mais intensa de 43 kDa (peso predito
38.67 kDa) , havendo também a revelacdo de outras bandas de 12, 15, 17 e 100
kDa (figura 27B). No controle com extrato total de células Vero ndo houve reacao
com a banda correspondente a NcCSRS57 nativa, apenas reacdo com outras bandas
de pesos moleculares distintos (15, 30, 38, 45 e 70 kDa, figura 27A).

Figura 27. Reatividade do soro policlonal anti-rNcSRS57 com as proteinas nativa e
recombinante rNcSRS57. O western blot foi feito em gel SDS-PAGE 12,5% e revelado em
filme radiogréafico. Soro anti-rNcSRS57 foi incubado com os seguintes extratos: (A) Extrato
total de células Vero (1/5.000). (B) Extrato total de taquizoitas de N. caninum (1/5.000). (C)
Proteina recombinante rNcSRS57 (1/60.000, conjugado 1/2.000). Os simbolos *, & e #,
representam a proteina nativa NcSRS57, a proteina recombinante rNcSRS57 e um
fragmento de aproximadamente 3.1 kDa desta recombinante expresso em PpET32,

respectivamente. Marcador de massa molecular a esquerda indicados em quilodaltons
(kDa): 10, 15, 25, 35, 40, 50, 70 e 100.

5.6.4 Western blot 2D de NcSRS57

Condizente com o resultado que foi observado através de western blot 1D, a

analise por western blot 2D da forma nativa deste mesmo antigeno revelou dois
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spots: um com massa molecular de aproximadamente 43 kDa e o outro com massa
molecular estimada em 19,5 kDa, delimitados pelos retangulos 1 e 2,
respectivamente (figura 28A). Estes spots apresentaram pl de aproximadamente 8.3
e 7.6 (figura 28A, spots 1 e 2, respectivamente). Além disso, a semelhanca do que
foi observado no western blot 2D correspondente a analise da proteina NCSRS67
(Figura 26A), o western blot 2D da proteina NcSRS57 também revelou um sinal sob
a forma de uma fileira de spots, mas abaixo de 35 kDa e ponto isoelétrico (pl)
estimado entre 6.0 e 7.5 (figura 28A, indicado por uma linha horizontal). Foi possivel
observar também que alguns spots de Vero foram reconhecidos pelo soro anti-
rNcSRS57, de modo que um deles (delimitado pelo circulo com o numero 3)
apresentou massa molecular (19,5 kDa) equivalente ao peso do spot 2 no extrato

total de N. caninum (figura 28B), indicando que seja de proteinas Vero.

Figura 28. Detecgdo da proteina nativa NcSRS57. Western blot 2D foi realizado em gel
SDS-PAGE 12,5%, strips IPG 7 cm com pH 3-11 NL e revelado em filme radiogréafico. Foram
utilizados o soro anti-rNcSRS57 sobre extrato total de taquizoitas de N. caninum (A, 1/1000)
e controle sobre extrato total de células Vero (B). (A) Retangulo 1: spot com massa
molecular estimada em 43 kDa; retdngulo 2: spot com massa molecular estimada em 19,5
kDa; Linha horizontal: spots em fileira. Em (B) estdo representados os spots de Vero que
reagiram com o anticorpo produzido contra rNcSRS57, delimitados por circulos. Marcador
de massa molecular a esquerda indicados em quilodaltons (kDa): 10, 15, 25, 35, 40 e 50.
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5.7 Eletroforese bidimensional (2D) para identificacdo de NcCSRS67

A digestdo triptica de 13 spots localizados em regides préximas de onde foi
verificado o sinal da forma nativa do antigeno NcSRS67 (western blot 2D, figura
26A) revelou a identificacdo de 11 proteinas diferentes (figura 29), porém néao foi
obtida identificacdo da forma nativa de NcSRS67. Por outro lado, foi possivel
identificar outras proteinas de superficie da superfamilia SRS, como as proteinas
NcSRS29B (SAG1) e NcSRS29C (SRS2), além de revelar também a identificacédo
de proteinas provenientes de estruturas internas de N. caninum (tabela 3).

Figura 29. SDS-PAGE bidimensional (2D) do extrato total de taquizoitas (ET) de N.
caninum e controle de células Vero para deteccéo da proteina nativa NcSRS67. (A) ET
de N. caninum. (B) Controle de células Vero (controle negativo). No gel (A) estdo
representados os spots numerados de 1-13 que foram excisados e submetidos a digestao
triptica para identificagdo das proteinas de N. caninum por espectrometria de massas. Gel
SDS-PAGE 12,5%, strips IPG 7 cm com pH 3-11 NL. Marcador de massa molecular a
esquerda indicados em quilodaltons (kDa): 10, 15, 25, 35, 40 e 50.
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Além das proteinas SRS mais abundantes em N. caninum (SRS29C e
SRS29B), foram identificadas também outras proteinas néo relacionadas, como Tg
MLC1 (Miosina putativa cadeia leve) e MIC6 (Proteina micronémica), dentre outras
(tabela 3).
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Tabela 3. Proteinas identificadas por espectrometria de massas (MS/MS) dos
spots marcados na figura 29A. Na tabela estdo indicados: numero do spot
tripsinizado; o nome da proteina identificada de acordo com o banco de dados
ToxoDB; a massa molecular predita da proteina; o score de identificacdo baseado nos
parametros do programa Mascot; o peptideo identificado por (MS/MS) e o nimero de

acesso da proteina no banco de dados ToxoDB.

Spot Nome proteina Massa Score Peptideo N° Acesso
(Da) ToxoDB
Proteina SRS (NcSRS29B) 33800 79 K.SVSSPEVYCTVQVEAER.A NcLIV_033230
1
Proteina hipotética R.LDAHAGVGGETEGELSLAE | NcLIV_035480
125633 29 VTR.L
2 Proteina SRS (NcSRS29B) 33800 79 K.SVSSPEVYCTVQVEAER.A NcLIV_033230
Proteina SRS (NCSRS29B) 33800 322 1.K.FSADWWQGKPDTK.D NcLIV_033230
2.K.CPDNSTAVPAALGYPTNR.
T
3.K.SVSSPEVYCTVQVEAER.A
3 1.K.ATETAEAELPSTHPIR.L
2.R.DNLTLWTSDLQADQQQQ
Proteina homdloga 14-3-3 30850 253 EGGEKPAEQADQ NcLIV_024820
4 Proteina SRS (NcCSRS29B) 33800 48 K.SVSSPEVYCTVQVEAER.A NcLIV_033230
Produto nédo especificado 22595 303 1.K.TVASEDSALGNSEEQYVE | NcLIV_021640
GTVNGSSDPEQER.A
2.R.AYAGVSNYDGDDDAAGN
PVDSDVTDDAITDGEWPR.V
5
Proteina hipotética 21082 103 3.K.LPTESYVAPPVWIR.R NcLIV_035220
Catepsina L, relacionada 47002 62 4 K.NSWGSGWGR.D NcLIV_ 004380
1.K.TVASEDSALGNSEEQYVE
GTVNGSSDPEQER.A
6 Produto nédo especificado 22595 353 2. K.TVASEDSALGNSEEQYVE | NcLIV_021640
GTVNGSSDPEQER.A
3.R.AYAGVSNYDGDDDAAGN
PVDSDVTDDAITDGEWPR.V
7 Miosina putativa cadeia leve 24941 95 R.ESADAYGDVCDSPSCR.Q NcLIV_029420
TgMLC1
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1.K. TVASEDSALGNSEEQYVE

8 Produto ndo especificado 22595 393 GTVNGSSDPEQER.A NcLIV_021640
2.R.AYAGVSNYDGDDDAAGN
PVDSDVTDDAITDGEWPR.V

8 Produto nédo especificado 20577 84 3.R.GYTSYGEPPVAVGTSEEY | NcLIV_052880

VNSSELAGSR.D

1.R.FPEDYTGIEFPFK.T

9 Proteina hipotética 39625 149 NcLIV_034020
conservada 2.K.EFESFAVSMLTDNGEVLR.
F
10 Proteina micronémica 35162 125 R.TLEWSLCENNACGPANAVQ | NcLIV_061760
putativa ECR.P
MIC6
11 Proteina SRS (NcSRS29C) 42896 59 K.NVCLLNVYVQSR.E NcLIV_033250

Proteina SRS (NcSRS29C) 42896 67 R.LRPITVNPENNGVTLICGPD NcLIV_033250

GK.A
12
Nova proteina (Zgc:66430), | 32301 37 K.IPGFWCR.C NcLIV_041100
relacionada
1.R.FPEDYTGIEFPFK.T
13 Proteina relacionada a 39265 123 2.K.EFESFAVSMLTDNGEVLR. | NcLIV_030420
Rcn2-prov, F

5.8. Ensaio de invasao/adesao in vitro

Os efeitos inibitérios dos soros policlonais anti-rNcSRS67, anti-rNcSRS57 e a
associacao destes sobre a invasdo/adeséo de taquizoitas foram investigados in vitro.
A acdo destes soros resultou em uma inibicdo de 20% para o anticorpo anti-
rNCSRS67, 16% para o anticorpo anti-rNcSRS57 e 11% para a associacdo destes
dois anticorpos. O soro obtido antes da primeira imunizagdo com as recombinantes
rNCSRS67 ou rNcSRS57 (controle pré-imune), inibiu a invasdo em 4%. Por outro
lado, observou-se também que o soro anti-extrato total de Nc, o soro obtido de
animais imunizados com extrato total de taquizoitas de N. caninum, superou o efeito
inibitério de todos os outros soros investigados neste trabalho, atingindo 26% de
inibicdo sobre a invasédo/adeséo de taquizoitas as células Vero (figura 30).
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Figura 30. Inibicdo dos soros policlonais anti-NcSRS67 e anti-NcSRS57 sobre a
invasdo/adesdo in vitro de taquizoitas de N. caninum. Taquizoitas NcLacZ foram
incubados com diferentes soros (1/100) por 1 h antes da invasao/adesao de células Vero.
Apos lavagem em PBS, os parasitas foram incubados por 2 h para invasdo celular. Os
taquizoitas que invadiram/aderiram foram avaliados por absorbéncia x numero de
taquizoitas em 570 nm. A coluna branca representa o soro de camundongos obtido antes do
primeiro procedimento de imunizacdo (pré-imune), a coluna preta representa o soro anti-
NcSRS67, a coluna em xadrez representa o soro anti-rNcSRS57, a coluna pontilhada
representa a associacdo dos soros anti-rNcSRS67/anti-rNcSRS57 e a coluna com ranhuras
representa 0 soro anti-extrato total de taquizoitas de N. caninum. Os valores foram
representados como média * desvio padrdo. Valores de P<0.05 foram considerados
estatisticamente significantes. *P<0.05 em comparacdo ao soro pré-imune. Os valores
representados no grafico sdo provenientes de 3 diferentes ensaios independentes
realizados em diferentes dias.
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5.9. Localizagdo de NcSRS67 e NcSRS57 em taquizoitas de N. caninum

A proteina NcSRS67 foi localizada sobre parte da superficie de taquizoitas de
N. caninum (figura 31A) quando comparado com taquizoitas incubados com soro
produzido contra extrato total de taquizoitas, o qual foi capaz de marcar toda a
superficie do parasita (figura 31B). A proteina nativa NcSRS57, em contraste ao que
foi observado para a proteina NcSRS67, foi localizada em toda a superficie dos
taquizoitas de N. caninum (figura 32A) e, semelhantemente ao que foi observado na

figura 31B, os parasitas incubados com soro produzido contra extrato total (controle
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positivo) apresentaram toda a sua superficie marcada (figura 32B). Nos dois casos,
nenhuma fluorescéncia foi detectada quando o soro controle (anti-ureia) foi usado
como controle sobre taquizoitas apenas do nudcleo pelo iodeto de propideo (figura
31C e 32C).

Figura 31. Localizagdo por imunofluorescéncia de NcSRS67 sobre a superficie de
taquizoitas de N. caninum. Microscopia confocal realizada em taquizoitas extracelulares
de N. caninum ndo permeabilizados e fixados em lamina, os quais foram incubados com
soros policlonais de camundongos anti-rNcSRS67 (A) ou anti-extrato total de taquizoitas (B)
ou anti-ureia, usado como controle negativo (C) e visualizados com anticorpo secundario
Alexa Fluor® 488 anti-camundongo lgG. Da esquerda para a direita, a primeira coluna
representa o contraste de fase; a segunda coluna, a marcacdo do ndcleo com iodeto de
propideo; a terceira coluna, a marcacdo com anticorpo secundario Alexa Fluor 488 e a
guarta coluna, a sobreposi¢éo entre a marcacao com iodeto de propideo e Alexa Fluor 488.
Barra =5 um.
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Figura 32. Localizacdo por imunofluorescéncia de NcSRS57 sobre a superficie de
taquizoitas modificados de N. caninum. Taquizoitas extracelulares ndo permeabilizados e
fixados em lamina foram marcados com soros de camundongos anti-rNcSRS57 (A) ou anti-
extrato total de taquizoitas (B) ou anti-ureia, usado como controle negativo (C) e
visualizados com anticorpo secundério Alexa Fluor® 488 anti-camundongo IgG. Da esquerda
para a direita, a primeira coluna representa o contraste de fase; a segunda coluna, a
marcacgado do nucleo com iodeto de propideo; a terceira coluna, a marcagdo com anticorpo
secundario Alexa Fluor 488 e a quarta coluna, a sobreposicdo entre a marcacdo com
iodeto de propideo e Alexa Fluor 488. Barra =5 pum.
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5.10. Teste de ancoragem por GPI de NcSRS57 e outras SRSs através da
clivagem com fosfolipase C fosfatidilinositol (PI-PLC)

A localizacéo da forma nativa de NcSRS57 sobre a superficie de taquizoitas de
N. caninum é condizente com proteinas de superficie ancoradas a GPI. Para
checar esta hipétese, taquizoitas foram tratados com fosfolipase C fosfatidilinositol
(PI-PLC) e comparados com um grupo nao tratado (controle). A proteina NcCSRS57
foi detectada sobre a superficie daqueles taquizoitas incubados com anticorpo
produzido contra rNcSRS57 e néo tratados com PI-PLC (figura 33A), diferente do
que foi observado no grupo de taquizoitas tratados com PI-PLC, onde houve a
remocao quase que integralmente da marcacéao fluorescente, indicando associagao

da proteina NcSRS57 a superficie dos taquizoitas (figura 33B).

Figura 33. Efeito do tratamento de taquizoitas de N. caninum com fosfolipase C
fosfatidilinositol (PI-PLC). (A) taquizoitas extracelulares ndo tratados com PI-PLC, fixados
em lamina e visualizados com anticorpo anti-rNcSRS57/Alexa Fluor 488. (B) taquizoitas
extracelulares tratados com PI-PLC por 2 horas, fixados em lamina e visualizados com
anticorpo anti-rNcSRS57/Alexa Fluor 488. A primeira coluna representa as imagens de
contraste de fase; a segunda coluna mostra a marcagdo do nucleo com iodeto de propideo
em vermelho; a terceira coluna mostra a marcacao da proteina NcCSRS57 com o anticorpo
secundario Alexa Fluor 488 em verde e a quarta coluna representa as imagens sobrepostas
citadas anteriormente. Barra =5 pm.
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Com intuito de identificar a forma nativa da proteina NcSRS57, o sobrenadante
de taquizoitas digeridos com PI-PLC foi aplicado em um gel SDS-PAGE revelando
uma banda de aproximadamente 35 kDa (figura 34A, poco 2). A andlise dessa
mesma amostra por western blot com anticorpo anti-rNcSRS57, também revelou
uma banda com massa molecular de aproximadamente 35 kDa, préximo a massa
molecular predita da proteina NcSRS57 (predito 31.14 kDa sem peptideo sinal e
sem a ancora GPI) (figura 34B, poco 2). Por outro lado, nenhuma banda de proteina
foi detectada no sobrenadante de taquizoitas ndo digeridos com a enzima PI-PLC

(figura 34B, pocgo 1).

Figura 34. Andlise dos sobrenadantes obtidos a partir do extrato total de taquizoitas
incubados ou ndo com a enzima fosfolipase C fosfatidilinositol (PI-PLC). (A) SDS-
PAGE 1D 12,5%, corado com Coomassie G; o sinal negativo (-) representa o sobrenadante
de taquizoitas de N. caninum obtido sem o tratamento com PI-PLC e o sinal (+), representa
0 sobrenadante de taquizoitas obtido apds o tratamento com a enzima. (B) Western blot a
partir de gel SDS-PAGE 1D 12,5% e revelado em filme radiogréfico; (-) revelagéo resultante
da amostra 25A, pocgo 1; (+) revelacdo resultante da amostra 25A, poco 2. Marcador de
massa molecular a esquerda indicando 10, 15, 25, 35, 40 e 50 quilodéltons (kDa).
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A digestéo triptica da banda representada na figura 34A (pogo 2), seguida de
analise por espectrometria de massas (MS/MS) e buscas contra os bancos de dados

de N. caninum e T. gondii, gerou a identificacdo de sete proteinas de N. caninum
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(tabela 4). Dentre as proteinas identificadas em N. caninum, duas delas foram de via
metabdlica envolvidas no processo de (glicélise (Gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase e malato desidrogenase), uma proteina homologa 14-3-3, uma
proteina codificadora do fator de alongamento 1 alfa, uma proteina codificadora de
um produto ndo especificado e uma das SRS mais abundantes em N. caninum, a
proteina NCSRS29B (SAG1) (tabela 4).

Tabela 4. Proteinas de N. caninum identificadas por espectrometria de massas
(Synapt G2) a partir da tripsinizacdo da banda representada na figura 34A, poco
2. Na tabela estdo indicados: o nome da proteina identificada de acordo com o banco
de dados ToxoDB; a massa molecular predita da proteina; o score de identificacéo
baseado nos parametros do software Protein Lynx Global Server (PLGS); o peptideo
identificado por (MS/MS) e o niumero de acesso da proteina no banco de dados
ToxoDB.

Nome proteina Massa (Da) Score Peptideo N° Acesso
ToxoDB
ATETAEAELPSTHPIR
14-3-3 proteina homdloga 30869,37 410 NLLSVAYK NcLIV_024820
LSVAYK
TAEAELPSTHPIR
SAGVNIIPASTGAAK
Gliceraldeido 3-fosfato 36818,26 326 VPVADVSVVDLTCK NcLIV_041940
desidrogenase YEDIVAAVK
FIQDGIVTEQQLK
Malato desidrogenase 36158,74 218 YVADALSVSPR NcLIV_032330
(NAD) (precursor) SVDDVVALNK
NDLLPFNSK
Proteina SRS 33821,32 121 SFDVGCVSSDASK NcLIV_033230
(SRS29B)/SAG1 LTIPEASFPTTSK
EGEYSEFTFGR
Produto ndo especificado 67108,05 118 GFEPPETTDPSR NcLIV_001970
EASAYDDLVSR
GPSAIVFEATDR
Fator de alongamento 1 alfa 49392,12 64 IGGIGTVPVGR NcLIV_001670
LPLQDVYK
Fator de alongamento 1 alfa 49392,12 64 IGGIGTVPVGR NcLIV_014180
LPLQDVYK

5.11. Selecao de bacteriofagos com afinidade pela proteina rNcSRS57

Ainda em busca da identificacdo da forma nativa da proteina NcSRS57 nativa,

foi realizado um ensaio entre uma biblioteca de bacteri6fagos e a recombinante
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rNcSRS57. Desta forma, pretendeu-se selecionar fagos contendo peptideos ligantes
de rNcSRS57. Apds quatro rounds de selecdo dos bacteri6fagos com maior
afinidade pela proteina rNcSRS57 (PRECIPITADO BAC, item 4.18.2), quatro clones
de fagos foram randomicamente selecionados para deteccdo. Os clones
selecionados a partir da interac@o entre a biblioteca inicial de fagos com a proteina
rNcSRS57 (grupo 1) apresentaram reatividade com aproximadamente o dobro da
densidade otica apresentada pelo grupo controle (grupo 2, grupo contendo apenas
rNcSRS57) em um ensaio ELISA (figura 35, grupo 1 comparado com grupo 2 ou
grupo 3). O quarto clone (grupo 1), foi 0 que apresentou maior afinidade pela
proteina rINCSRS57, com absorbéancia de 1,93 nm contra 0,84 nm do grupo controle

(grupo 2) (figura 35).

Figura 35. Ensaio ELISA para determinagdo de atividade entre fago e a proteina
rNcSRS57. A proteina recombinante purificada rNcCSRS57 ligada a uma biblioteca de fagos
contendo peptideos com maior afinidade por este antigeno de superficie foi detectada com
anticorpo anti-rNcSRS57 (1:2.000) conjugado com anticorpo anti-camundongo IgG-
Peroxidase (1:5.000). As colunas em preto representam o pool gerado ao final de quatro
selecdes entre uma biblioteca de fagos M13 e a recombinante rNcCSRS57 replicados em E.
coli M91. As colunas em branco representam a primeira coldnia selecionada a partir do pool
obtido ao fim de quatro sele¢cdes. As colunas em xadrez representam a segunda colonia
selecionada. As colunas pontilhadas representam a terceira colbnia selecionada e as
colunas com ranhuras representam a quarta colbnia selecionada. As amostras foram
divididas em 3 grupos experimentais indicados pelos nimeros 1, 2 e 3 acima do conjunto de
barras. Grupo 1: biblioteca de fagos contendo peptideos com maior afinidade por
rNcSRS57; grupo 2: rNcSRS57 ligado a anticorpo anti-rNcSRS57 (controle); grupo 3:
amostra contendo apenas anticorpo anti-rNcSRS57 (controle). Os dados estéo
representados como valores médios das amostras em duplicata e as barras de erro indicam
os desvios padrdo das médias. Valores de P<0.05 foram considerados estatisticamente
significantes. * indica P <0.05 em comparac¢ao aos grupos controle 2 ou 3.
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5.12. Tentativa de isolamento da proteina NcSRS57 associada a
fagos/rNcSRS57

5.12.1 Ensaio de pull down

A interacdo entre a proteina rNcSRS57 com fagos contendo sequéncias
Unicas de peptideos ligantes desse antigeno recombinante foi investigada por
ensaio ELISA (figura 35). A imobilizacdo de fagos resultantes de quatro selecdes
com a recombinante rNCSRS57 permitiu testar a capacidade destes fagos em reter a
proteina nativa NCSRS57 no extrato total de taquizoitas de N. caninum (figura 36,
poco 2 e 3). A partir disso, observou-se em gel SDS-PAGE a presenca de uma
banda mais intensa (figura 36, po¢co 2) em comparacdo com 0S grupos controles
(figura 36, pogos 1, 4, 5 e 6). Esta banda apresenta massa molecular de
aproximadamente 50 kDa em contraste com 38,67 kDa, o massa molecular predita
de NcSRS57 nativa. Dessa forma, o proximo passo sera obter o sequenciamento e
identificacdo do fago do peptideo ligante e a analise por MS/MS da banda da

proteina obtida ao final do pull down.

Figura 36. Ensaio de pull down da interacdo de fagos contendo peptideos ligantes de
rNcSRS57 com a proteina nativa NcSRS57 de N. caninum. Bacteriéfagos ligantes de
rNcSRS57 selecionados em E. coli M91 foram incubados com extrato total de taquizoitas .
Poco 1: fagos selecionados por INCSRS57 e ndo submetidos ao contato com extrato total de
taquizoitas (controle). Poco 2: pellet contendo fagos selecionados por rNcSRS57 e
incubados com extrato total de taquizoitas de N. caninum. Poc¢o 3: sobrenadante contendo
fagos selecionados por rNcSRS57 e incubados com extrato total de taquizoitas. Poco 4:
fagos selvagens néo selecionados por rNcSRS57 (controle). Poco 5: pellet contendo fagos
selvagens incubados com extrato total de taquizoitas de N. caninum. Poco 6: sobrenadante
contendo fagos selvagens incubados com extrato total de taquizoitas de N. caninum.
Todas as amostras foram aplicadas em SDS-PAGE 12,5%, corado com Coomassie G.
Marcador de massa molecular a esquerda indicados em quilodaltons (kDa): 10, 15, 25, 35,
40, 50, 70 e 100.
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5.12.2 Determinacgéo da Interac&o entre fagos selecionados por rNcCSRS57 com

NcSRS57 nativa através de western blot

As amostras obtidas do pull down (figura 36) foram utilizadas no western blot.
Na comparacgdo entre fagos selecionados por rNcSRS57 em contato com extrato
total de N. caninum (figura 37, pocos 2 e 3) e fagos selvagens que também
interagiram com extrato total de N. caninum (figura 37, poco 5) foi observado um
padrdo bastante semelhante de bandas reativas. Entretanto, foi possivel notar uma
diferenca de reatividade entre estes dois grupos. Duas bandas presentes apenas
nos fagos selecionados por rINCSRS57 em contato com extrato total de N. caninum
foram detectadas com pesos moleculares proximos de 35 kDa (figura 37, pocos 2 e
3), revelando inversao de sinal, sendo uma delas com peso abaixo de 35 kDa (figura
37, poco 2, simbolo *) e outra com 35 kDa (figura 37, po¢o 3, simbolo #). Essas
bandas ndo foram visualizadas ao gel corado (figura 36), mas a reacdo ao western
blot se mostrou bastante intensa, gerando o padréo de sinal inverso. Além disso, foi
possivel observar também uma banda especifica com massa molecular de 22,5 kDa
(figura 37, poco 2). Os controles representados por fagos selecionados por
rNCSRS57 que néao interagiram com extrato total de N. caninum e fagos selvagens
(figura 37, pocos 1 e 4), ndo apresentaram bandas com caracteristicas citadas

anteriormente em relacdo as demais amostras.
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Figura 37. Western blot das amostras obtidas ao ensaio de pull down. O western blot foi
feito em gel SDS-PAGE 12,5% e revelado em filme radiogréafico. Poco 1: fagos selecionados
por rNcSRS57 solubilizados em tampdo de lise (controle); pogcos 2 e 3: pellet ou
sobrenadante, respectivamente, de fagos selecionados por rNcSRS57 solubilizados em
tampédo de lise contendo extrato total de taquizoitas de N. caninum; poco 2, simbolo *:
banda com massa molecular abaixo de 35 kDa; poc¢o 3, simbolo #: banda com peso de 35
kDa; poco 4: fagos selvagens solubilizados em tampé&o de lise (controle); pocos 5 e 6: pellet
ou sobrenadante de fagos selvagens solubilizados em tampéo de lise contendo extrato total
de taquizoitas de N. caninum. Marcador de massa molecular & esquerda indicados em
quilodaltons (kDa): 10, 15, 25, 35, 40 e 50.
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5.13. Analise em gel 2D de proteinas de superficie obtidas de taquizoitas de N.
caninum tratados com PI-PLC

Com o intuito de obter uma analise geral das possiveis proteinas de superficie
ancoradas por GPl a membrana de taquizoitas de N. caninum, foi realizada uma
abordagem empregando a enzima fosfolipase C fosfatidilinositol especifica (PI-PLC),

gue cliva a ligacéo covalente entre a &ncora GPI e a por¢cao C-terminal da proteina.
5.13.1 Taquizoitas recém-purificados

A andlise em gel bidimensional (gel 2D) do sobrenadante obtido apds o

tratamento de taquizoitas recém-purificados com PI-PLC, confrontada paralelamente
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com um controle de células Vero, revelou quatro spots (setas 1 a 4 em azul, figura
38A). A digestdo triptica desses quatro spots sucedida de analises por
espectrometria de massas gerou a identificacdo da proteina de via metabdlica,

chamada de malato desidrogenase (NAD), apenas dos spots 3 e 4 (tabela 5).

Figura 38. Proteinas extraidas de taquizoitas de N. caninum recém-purificados
mediante o tratamento com a enzima fosfolipase C fosfatidilinositol (PI-PLC). (A)
proteinas obtidas do sobrenadante de taquizoitas recém-purificados de N. caninum tratados
com PI-PLC. (B) Proteinas obtidas do sobrenadante de células Vero tratadas com PI-PLC
(controle negativo). Gel SDS-PAGE 2D 12,5%, corado com nitrato de prata, strips de 7 cm
(3-11 NL) e Marcador de massa molecular & esquerda indicados em quilodaltons (kDa): 10,
15, 25, 35, 40 e 50. (kDa).
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Tabela 5. Proteinas de N. caninum identificadas por espectrometria de massas a partir
da tripsinizacdo dos spots representados na figura 38A. Na tabela estdo indicados: o
nome da proteina identificada de cordo com o banco de dados ToxoDB; a massa molecular
predita da proteina; o score de identificagdo baseado nos parametros do programa Mascot; o
peptideo identificado por (MS/MS) e 0 nimero de acesso da proteina no banco de dados
ToxoDB.

Spot Nome proteina Massa Score Peptideo N° Acesso
(Da) ToxoDB

K.DMFIGLPAVIGGAGIER.V
NcLIV_032330

3 Malato desidrogenase | 36135 | 175 | RDVQATVIGTHGDCMVPLV
(NAD) R.Y
4 Malato desidrogenase | 36135 75 | KDMFIGLPAVIGGAGIER.V | NcLIV_032330

(NAD)
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5.13.2 Taquizoitas descongelados

A analise do sobrenadante de taquizoitas descongelados, também
submetidos ao mesmo tratamento com a enzima PI-PLC, revelou uma quantidade
maior de spots como pode ser observado na figura 39A, provavelmente devido a lise
gerada pela expansao do volume intracelular com o congelamento dos taquizoitas
ou até mesmo devido ao choque térmico a que estes parasitas foram subemetidos,
representados pelos numeros de cor azul e discriminados daqueles spots de células
Vero (figura 39B).

Figura 39. Proteinas extraidas de taquizoitas descongelados de N. caninum mediante o
tratamento com PI-PLC. (A) Proteinas obtidas a partir do sobrenadante de taquizoitas
descongelados de N. caninum e tratados com PI-PLC. (B) Proteinas obtidas a partir do
sobrenadante de células Vero descongeladas e tratadas com PI-PLC (controle negativo).
Gel SDS-PAGE 2D 12,5%, corado com nitrato de prata, strips de 7 cm (3-11 NL) e Marcador
de massa molecular a esquerda indicados em quilodaltons (kDa): 10, 15, 25, 35, 40, 50 e
70.
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A tripsinizagcdo dos spots obtidos a partir de amostras de taquizoitas
descongelados gerou a identificacdo de duas proteinas representadas na tabela 6. O
maior destes spots, representado como 6 e 7 azul (figura 39A), gerou a identificacao
da proteina de superficie SRS29C (SRS2). O spot 14 (azul) também revelou a
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identificacdo de uma proteina da superfamilia SRS muito abundante em N. caninum,
SRS29B (SAG1) (tabela 6 e figura 39A).

Tabela 6. Proteinas de N. caninum identificadas por espectrometria de massas a partir
da tripsinizagdo dos spots representados na figura 39A. Na tabela estdo indicados: o
nome da proteina identificada de cordo com o banco de dados ToxoDB; a massa molecular
predita da proteina; o score de identificacdo baseado nos parametros do programa Mascot; 0
peptideo identificado por (MS/MS) e 0 nimero de acesso da proteina no banco de dados

ToxoDB.
Spot Nome proteina Massa | Score Peptideo N° Acesso
(Da) ToxoDB
K.NVCLLNVYVQSR.E
6e7 Proteina SRS 42896 117 NcLIV_033250
(SRS29C)/SRS2 R.LRPITVNPENNGVTLICGP
DGK.A
K.CPDNSTAVPAALGYPTNR.
Proteina SRS T
14 (SRS29B)/SAG1 33800 227 NcLIV_033230
K.SVSSPEVYCTVQVEAER.A
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6 DISCUSSAO

Dois novos genes do cromossomo Xl codificadores de proteinas de superficie
da superfamilia SAG/SRS pertencentes a linhagem Nc-1 do Apicomplexa Neospora
caninum (DUBEY et al., 1988) foram identificados, clonados e expressos,
possibilitando assim, a localizacdo e caracterizacdo de seus produtos sobre o
processo de adesdo/invasdo deste parasita a célula hospedeira. Estas proteinas,
denominadas de NcSRS67 e NcCSRS57, sdo compostas por um peptideo sinal para
secrecdo, um dominio caracteristico de direcionamento para a superficie deste
parasita e dois dominios SRS (GAJRIA et al., 2008; REID et al., 2012). NcCSRS67
ndo apresenta sintenia com Toxoplasma gondii, possuindo ortélogo apenas em
Hammondia hammondi. Isso a torna bastante distinta de outras proteinas da
superfamilia SRS, como por exemplo, a propria proteina NcSRS57 (SAG3) que
possui sintenia com T. gondii (REID et al., 2012; WASMUTH et al., 2012). Trabalho
prévio de nosso grupo de pesquisa estimou a presenca de NcSRS57 e NCSRS67 no
extrato secretado (ESA) de taquizoitas de N. caninum com abundancias relativas
(AR) de 0.87 e 0.05, respectivamente, em comparagcdo com outras proteinas de
superficie, como SRS2 (NcSRS29C) AR = 14.26 e SAG1(NcSRS29B) AR = 1.42
(POLLO-OLIVEIRA et al., 2013; POLLO-OLIVEIRA, 2013). Este estudo vem somar
aos trabalhos dos grupos do Prof Jonathan M. Wastling (REID et al., 2012) e do Prof
Michael E. Grigg; (WASMUTH et al., 2012) a anotacdo correta de SRSs em N.
caninum. Essas investigacbes forneceram o0 modelo necessario para
guestionamentos experimentais a respeito da evolucdo desta superfamilia de
antigenos de superficie, seus ligantes celulares, diferencas de regulacdo de
expressdo estagio-especifica e papel destas proteinas na patogénese deste
parasita.

As estruturas secundarias das proteinas NcSRS67 e NcSRS57 foram
comparadas com TgSAG1, pois essa foi a primeira SRS a ter sua estrutura
cristalografica desvendada (HE et al., 2002). As proteinas maduras NcSRS67 e
NcSRS57 possuem doze residuos de cisteina conservados distribuidas igualmente
em dois dominios SRS (chamados de D1 e D2), compostos primariamente por

sanduiches de folhas 3 e a hélices associadas entre si por trés pontes dissulfeto (HE
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et al., 2002). D1 e D2 formam, portanto, seis pontes dissulfeto também observadas
em outros antigenos SRS de N. caninum e T. gondii (HOWE et al., 1998; HE et al.,
2002; CASTILLO et al., 2007; CRAWFORD et al., 2009; CASTILLO et al., 2011). A
conservacao das pontes dissulfeto intramoleculares nos antigenos SRS sugere um
padrao de dobramento similar (HOWE et al.,, 1999; CASTILLO et al.,, 2011).
Dobramento este que pode ser crucial para a adesdo das proteinas SRS a
receptores da célula hospedeira e, consequentemente, na interacdo com a resposta
imune hospedeira (AJIOKA & SOLDATI, 2007; CASTILLO et al., 2011), ja verificado
em SRS57 (SAG3) e SRS29B (SAG1), respectivamente, em T. gondii (LEKUTIS et
al., 2001). Esta familia de proteinas SRS parece ter surgido por divergéncia de um
ancestral comum sob forte selecdo para conservacdo de sua arquitetura topoldgica
global, com conservacao de cisteinas e padrbes de hidrofobicidade, mantendo uma
estrutura secundéria particular (MANGER et al., 1998). Crawford et al. (2009), em
experimentos de cristalografia e difracdo de raio X do antigeno de superficie de
bradizoita (BSR4) de T. gondii, prop6s explicacbes para o arranjo dos residuos de
cisteina na estrutura desta proteina. As pontes dissulfeto fornecem estabilidade a
estrutura do nucleo e um nivel de compactagéo aos dominios que formam a proteina
(CRAWFORD et al., 2009). As posicfes das trés pontes dissulfeto no dominio D1, as
quais atuam como determinantes primarios para o dobramento SRS, sé&o
especialmente conservadas entre SporoSAG, SAGl e BSR4 em T. gondii
(CRAWFORD et al., 2010), assim como nas proteinas NCSRS67 e NCSRS57 deste
trabalho. Além disso, a estrutura cristalina de TgSAG1 revelou que os dominios D1
localizado na posicdo N-terminal com aproximadamente 130 aminoacidos e D2
localizado em C-terminal com aproximadamente 120 aminoacidos formam um sulco
continuo e profundo, contendo residuos de aminoacidos positivamente carregados
(HE et al., 2002). Este sulco basico formado pelos dominios parece ser conservado
entre proteinas SRSs ancoradas por GPI em parasitas, e pode servir potencialmente
como um sitio de ligacao proteoglicano sulfatado sobre a superficie de células alvo
(HE et al., 2002; GRAILLE et al., 2005).

A investigacao de proteinas de superficie da superfamilia SRS em N. caninum
e T. gondii tem sido importante para o entendimento dos mecanismos envolvidos no
processamento e evasao da resposta imune deste parasita (CASTILLO et al., 2011).

Proteinas SRS em Apicomplexa sdo frequentemente imunodominantes e de
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particular interesse como ferramenta diagndstica e/ou antigenos usados como
potenciais candidatos vacinais (ANGUS et al., 2000; LAGUIA et al., 2010; SUN et al.,
2011; YUAN et al.,, 2011; LALEK et al.,, 2015). Ainda ndo existe vacina para o
controle da neosporose, pois a Unica vacina comercial até entdo existente (Bovilis
Neoguard; Intervet International B.V., Boxmeer, Paises baixos), registrada para uso
em rebanhos bovinos na Nova Zelandia em 2001 e depois em diversos outros
paises, mostrou-se de baixa eficacia (WESTON et al., 2012) e foi retirada do
mercado recentemente (REICHEL et al.,, 2015). Esta vacina era constituida de
taquizoitas inativados (taquizoitas mortos), a qual exibiu protecdo moderada em
ensaios de campo, ndo apresentando prevencédo de abortamento estatisticamente
significante, gerando uma eficacia de apenas 25% e sugerindo um aumento sobre o
risco de morte embrionaria precoce (WESTON et al., 2012).

A resposta imune produzida apds imunizac6es com extrato total de N. caninum
gera protecdo em modelos murinos (INNES et al., 2002). A obtencédo de extrato total
para a fabricacdo de vacinas, porém, a torna inviavel, pois, além da variabilidade
entre lotes de producdo, possui antigenos que ndo conferem protecdo, alguns
podendo ser imunossupressivos levando a um conjunto de resposta imune que pode
ser indesejavel (CHO et al., 2005). Por outro lado, a producao de vacinas através da
tecnologia do DNA recombinante (antigenos recombinantes) € potencialmente mais
especifica na inducdo da resposta imunoldgica, pois apresenta apenas antigenos
imunogénicos selecionados em vez de todas as proteinas do parasita (SHAAP et al.,
2007; CHING et al., 2016).

Neste contexto, o primeiro passo para a producdo de antigenos vacinais é a
expressao heterdloga em Escherichia coli (CHEN, 2012) devido as suas altas taxas
de crescimento (SOARES et al., 2003; BANEXY; MUJACIC, 2004), facil manutencéo
(ROSANO & CECCARELLI, 2014) e habilidade para expressar niveis de proteinas
heterdlogas (RAI; PADH, 2001). Nosso plasmideo hibrido (pCR-Blunt I-TOPO-His)
(PEREIRA; YATSUDA, 2013) expressou a sequéncia NcSRS67 constitutivamente
ligada & porcdo N-terminal (2,1 kDa) formado pelo cédon de iniciagdo do LacZa,
fusionado a sequéncia codificadora original ccdB (BEZERRA et al., 2017) e
confirmada por espectrometria de massas. A simplicidade de obtengdo e um meio
livre de indutor constituem notoérias vantagens do sistema pCR-Blunt II-TOPO-His

comparado ao sistema induzido, como o utilizado na expressdo de NcSRS57
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(PET32). INcSRS57 foi desenhada com base nos dominios SRSs, sem o peptideo
sinal e sem a ancora de GPI e, apds expressdo, apresentou massa molecular abaixo
do esperado. O sequenciamento deste fragmento ligado ao plasmideo recombinante
pPpET32 revelou uma pequena sequéncia de nucleotideos responsavel pela
codificacdo de um pequeno fragmento de NcCSRS57 com peso de aproximadamente
3,1 kDa, quando o predito seria 31.14 kDa. Isso pode ter ocorrido pela presenca de
um stop codon oculto entre o 122° e 126° pb da sequéncia. De acordo com
(BERTRAND et al.,, 2015), eventos como este podem ser decorrentes de
decodificagdo errbnea durante o processo de traducdo, causado pelo
escorregamento do RNAt no complexo ribossomo-RNAm, levando a perda de
complementariedade do RNAt, com perturbacdo de via mecéanica do ribossomo.
Alteracdes no RNAt podem resultar em mudanca de cédons (do inglés frame-
shifting) em um sitio particular e produzir dois produtos proteicos a partir de uma
sequéncia codificadora ou um produto proteico a partir de duas fases de leitura
(SINGH; PARDASANI, 2009). Além disso, essa mudanca de cédon pode ser
definida como traduc@es proteicas iniciadas no segundo (mudanca de cédon +1) ou
no terceiro (mudanca de cédon -1) nucleotideo do cédon (SINGH; PARDASANI,
2009), havendo até seis diferentes possibilidades de formar codons de parada, como
pode ser observado na figura 40 (MORGENS et at., 2013). Diante deste contexto,
nos acreditamos que o pequeno fragmento de NcSRS57 expresso em pET32, tenha
ocorrido como consequéncia de uma mudanca de cddon. Esse evento pode ser
visualizado na figura 18, porém ao invés de arginina como indicado o aminoécido da
posicédo i, no caso deste trabalho, foi uma asparagina (AAT). Desta forma, obtivemos
rNcSRS57 em duas fases de leitura, a indicada como i (hormal) e a i+1 (mudanca de
cbédon), sendo a producao da forma i+1 (3,1 kDa) muito mais abundante do que a i

(31.14 kDa). A forma completa (i) s6 foi observada ao western blot.
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Figura 40. Exemplos de stop codon ocultos. Representacdo esquematica de seis
diferentes maneiras nas quais um cddon da arginina AGT na posi¢cao i pode formar
stop codon com cddons na posicdo i+1 ou i-1. Stop cédons ocultos estdo representados
pelas letras mailsculas em vermelho. X representa alguma base para os codons nas
posicoes i-1 e i+1.

Posicado do cédon

.L_l .L 1.+1 am TAA
xXT AGt XxxX [®l Igi
xTA Agt XXX

xTG Agt Xxxx

xxx agl GAX

XXX g

agT AGx
XXX ang Aﬁx

Mudanca de codon

0O 0 a2 WON =

Fonte: Modificado de MORGENS et al., 2013.

Os antissoros policlonais produzidos contra rNcSRS67 e rNcSRS57
reconheceram as suas proteinas recombinantes, e reagiram com suas formas
nativas presentes no extrato proteico de N. caninum em western blot mas n&o ao
ELISA. Uma possivel explicacdo para este evento pode estar correlacionada a uma
abundancia relativa baixa quando comparadas a outras proteinas de superficie
(POLLO-OLIVEIRA, 2013), provavelmente em concentragdo insuficiente para sua
deteccdo no extrato bruto ou extrato secretado deste parasita. Ja ao western blot 2D
para deteccdo das formas nativas de NCSRS67 e NcSRS57 (figuras 26A e 28A,
respectivamente), houve revelacdo de spots que podem ser isoformas dessas
proteinas. No caso da NcSRS67 o spot com maior massa molecular
(aproximadamente 36,7 kDa), pode representar a forma precursora de NCSRS67
que contém um peptideo sinal na por¢cdo N-terminal e aquele com menor massa

molecular (aproximadamente 35,8 kDa) pode ser a forma madura de NcSRS67.
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Outra hipétese é que tenha ocorrido reconhecimento cruzado de NcSRS29C pelo
anticorpo anti-rNcSRS67, uma vez que a digestao triptica dos spots localizados na
regido onde foi verificado o sinal da forma nativa de NCSRS67, revelou a
identificacdo de NcSRS29C por MS/MS (tabela 3). Além disso, o pl (~ 5.3)
correspondente ao spot representado pela seta 1 (figura 26A), € proximo ao pl
predito para NcSRS29C (predito 5.12). O fato de NcSRS67 apresentar uma
abundancia relativa muito baixa (POLLO-OLIVEIRA et al., 2013), também pode ter
contribuido para a sobreposicao de spots de outras proteinas SRSs em SDS-PAGE.
Os spots de NcSRS57 com pesos moleculares de aproximadamente 19,5 e 43 kDa
(figura 28A), podem ser resultantes da interacdo do soro anti-rNcSRS57 com as
formas nativas da proteina Tiorredoxina (Trx) e NcSRS57 de N. caninum, estando
coerentes com seus pesos preditos. Além disso, a presenca de um fileira horizontal
de spots na altura de aproximadamente 35 kDa e pl estimado entre 6.0 e 7.5
(referente a NCSRS57), e entre 5.4 e 6.0 (referente a NcSRS67) nos western blot
2D com os anticorpos anti-rNcSRS57 e anti-rNcSRS67 sugere a presenca de uma
superfamilia SRS com dominios conservados entre si (CRAWFORD et al., 2009;
CRAWFORD et al., 2010) ou proteinas excretorias/secretérias ja verificadas no
extrato secretado (ESA) da linhagem de T. gondii (JIANG et al., 2016).

Neste trabalho foi empregado um ensaio de adesé&o/invasao utilizando
taquizoitas de N. caninum expressando [3-galactosidade (PEREIRA et al., 2014).
Este ensaio é adequado para determinar se as proteinas de superficie NCSRS67 e
NcSRS57 tem alguma atuacdo no processo de invasdao. Como proteinas
superficiais, as SRS/SAG, assim como NcSRS29B (SAG1) e NcSRS29C (SRS2)
possuem uma funcéo critica durante o processo de invasdo sobre a célula
hospedeira, agindo putativamente sobre a aderéncia, e o nivel de invaséao reflete
indiretamente na eficacia da adesao (CANNAS et al., 2003; HALDORSON et al.,
2006; PINITKIATISAKUL et al.,, 2007; CUI et al., 2012). Dessa forma, 0s soros
policlonais produzidos contra rNcSRS67 e rNcSRS57 inibiram 20 e 16%,
respectivamente a adesao/invasdo sobre as células hospedeiras, indicando que
essas proteinas participam em certo grau da ligacéo a célula hospedeira, como parte
de uma familia extensiva de proteinas SRS (LV et al., 2015). Em T. gondii, motivos
selecionados de proteinas fundamentais para adesdo/invasdo como SRS29B

(SAG1), MIC3 e MIC2 foram avaliados quanto as suas propriedades protetivas e
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imunogénicas em vacinagfes, revelando excelente estabilidade térmica, uma
caracteristica que é frequentemente necessaria quando o antigeno é utilizado em
uma forma solivel em sistemas automatizados (JONGERT et al., 2008). A
associacdo dos anticorpos anti- NCSRS67 e NcSRS57 inibiu menos a invasao (11%)
em comparagdo aos soros isolados. Isso poderia indicar que as proteinas SRS67 e
SRS57 possuem fungBes redundantes, com os anticorpos competindo pelos sitios
de ligacéo no parasita o que explica parte do fenébmeno observado.

Com relacéo a localizacdo por imunofluorescéncia, NCSRS57 abrangeu toda a
superficie deste parasita, a semelhanca de outras proteinas SRS especificas de
taquizoitas, como TgSRS57(SAG3) (HEMPHILL et al., 1997), NcSRS2 (LIMA
JUNIOR et al., 2007), TgSRS29B (SAG1) (SONDA et al., 1998), NcIMP1 (CUI et al.,
2012), TgSRS29C (TgSRS2) e TgSRS3 (sequéncia relacionada a SAG1) de T.
gondii (MANGER et al., 1998), ou especificas de bradizoitas como NCSRS35 (SAG4)
(GARCIA et al.,, 2006) e NcBSR4 (CASTILLO et al., 2007). De forma oposta,
NcSRS67 foi parcialmente localizada sobre a superficie de taquizoitas extracelulares
de N. caninum, abrangendo uma area superficial do taquizoita significativamente
menor que aquela recoberta por NcSRS57. O fato do peptideo sinal do antigeno
NCcSRS67 nao ser totalmente consolidado por alguns programas de predicédo de
peptideo sinal, como o SignalP 4.1, pode indicar uma via de secrecdo ineficiente
dessa proteina (BEZERRA et al.,, 2017). A expressdo dinamica de NcSRS67
também pode ocorrer durante a vida do taquizoita, mas apenas experimentos de
lapso de tempo com uma proteina marcada por fluorescéncia pode confirmar esta
hip6tese (BEZERRA et al., 2017).

A adesdo de proteinas de superficie através de uma ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) localizada sobre a membrana externa da bicamada
lipidica de parasitas apicomplexas como Plasmodium spp, T.gondii, Cryptosporidium
parvum e N. caninum, representa uma estratégia importante para a sobrevivéncia e
ciclo de vida destes parasitas (NISHIKAWA et al., 2002; GROCKIEGO & SCHWARZ,
2010). Ao contrario de proteinas de superficie que estdo ancoradas a membrana por
um dominio transmembrana, as proteinas ancoradas por GPIl estdo ligadas a
membrana celular via seu componente lipidico. Dessa forma, a ancora GPI pode ser
enzimaticamente removida por acdo da enzima PI-PLC, convertendo a proteina em

sua forma solivel em agua e liberando-a no meio extracelular. Rodriguez e
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colaboradores (RODRIGUEZ et al., 2014) investigaram a significancia de proteinas
ancoradas por GPl no processo de invasdo do apicomplexa Babesia bovis ao
eritrocito. A clivagem de antigenos ancorados por GPI no estagio de merozoitas
através da enzima fosfolipase C fosfatidilinositol especifica (PI-PLC), inibiu a invasdo
deste parasita sobre eritrocitos, demonstrando assim, a importancia dessa classe de
moléculas para a propagacao do ciclo de vida deste parasita (RODRIGUEZ et al.,
2014) Existe a hipbétese das proteinas SRS serem compactadas sobre a superficie
do parasita. SRS29B (SAG1) de T. gondii constitui cerca de 3 a 5% da proteina
celular total, equivalente a 1.5x10° a 2.5x10° cépias/célula, podendo ter uma funcéo
crucial na modulagdo imune ou atenuacao da viruléncia (LEKUTIS et al., 2001). Em
nossa investigacdo, a superficie de taquizoitas de N. caninum foi submetida a acéo
da enzima PI-PLC para verificar em microscopia confocal o efeito da clivagem e para
identificar proteinas SRS no sobrenadante. Acredita-se que a marcacdo que
permaneceu apdés a digestdo enzimatica esteja relacionada a proeminéncia de
ligacdes estabelecidas por proteoglicanos da célula hospedeira e a superficie celular
dos taquizoitas (JACQUET et al., 2001). Ja as proteinas presentes no sobrenadante
foram obtidas tanto de taquizoitas recém-purificados como de taquizoitas
descongelados. Duas proteinas de superficie mais abundantes em N. caninum,
SRS29B (SAG1) e SRS29C (SRS2) foram identificadas. Uma andlise proteémica do
tipo highthroughput (POLLO-OLIVEIRA et al., 2013; POLLO-OLIVEIRA, 2013) gerou
a identificacdo de doze proteinas pertencentes a superfamilia SRS, dentre elas, as
proteinas SRS29B (SAG1) e SRS29C (SRS2), e também as proteinas que foram
foco em nosso trabalho, SRS67(NcLIV_060700) e SRS57 (SAG3). Na analise
guantitativa relativa, as proteinas com maior e menor abundancias foram a
NcSRS29C e a NcSRS67, respectivamente (POLLO-OLIVEIRA et al., 2013; POLLO-
OLIVEIRA, 2013). Por outro lado, a determinacdo de uma banda por western blot
também obtida a partir da clivagem com a enzima PI-PLC e resultante da reacéo
com soro policlonal produzido contra rNcCSRS57 pode estar relacionada a um alto
grau de reatividade cruzada entre este soro policlonal e a proteina SRS29B (SAG1),
sugerindo assim, a presenca de potenciais epitopos de reagdo cruzada entre essas
duas proteinas, bem como um estreito relacionamento entre suas estruturas e

funcbes, com distribuicdo conservativa de residuos de cisteinas e triptofano, assim
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como diversos motivos semelhantes entre si (DELAUW et al., 1994; DZIERSZINSKI
et al., 2000).

Em meio a este contexto de identificacdo de novas moléculas bioativas,
métodos refinados, como por exemplo, phage display, tem sido desenvolvidos e
aprimorados para identificacdo e caracterizacdo de importantes proteinas ou
interacOes parasito-hospedeiro. Esta tecnologia fornece uma ferramenta inestimavel
na selecdo de diversas bibliotecas de bacteri6fagos com intuito de identificar
proteinas, selecionar moléculas que apresentem alta afinidade por um parasita e
gue possam ser exploradas no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos ou
vacinas (RHAIEM & HOUIMEL et al., 2016). Nosso estudo, na tentativa de isolar
NcSRS57, selecionou uma biblioteca de bacteriéfagos para peptideos ligantes a
rNcSRS57, seguido da precipitacdo dessas moléculas de interesse através de
ensaios de pull down com extrato total de Nc. Existe a possibilidade da forma
madura de NcSRS57 ter sido isolada como uma banda de aproximadamente 34 kDa
(31.14 predito), porém a identificacdo s6 podera ser confirmada por MS/MS.

As proteinas SRS estdo dispostas sobre a superficie do parasita e associadas
a superficie externa da membrana através de uma ancora GPI, atuando sobre a
adesdo do parasita a célula hospedeira e na regulacdo da imunidade hospedeira
para estabelecer a infeccdo cronica (CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007,
CRAWFORD et al., 2009; REID et al., 2012; WASMUTH et al., 2012). Os resultados
apresentados neste trabalho iniciaram a identificacdo e caracterizacdo de novas
proteinas de superficie pertencentes a superfamilia SRS do Apicomplexa N.
caninum, entre elas NcSRS67 com ortélogo em H. hammondi e NcCSRS57 com
ortélogo em T. gondii. O fato da associacdo entre os anticorpos anti-rNcSRS67 e
anti-rNcCSRS57 ter apresentado uma menor porcentagem de inibicdo sobre
adeséaol/invasdo (11%) em relacdo a estes anticorpos separados, nao inviabiliza o
emprego das recombinantes rNcSRS67 e rNcSRS57 (separadamente) na
composicdo de uma possivel vacina multicomponente numa futura prevencéo contra
a neosporose. Estes recombinantes poderiam ser associadas a outras proteinas
como proteinas de granulos densos, proteinas de micronemas e até mesmo a
proteinas abundantes de superficie, como SRS29B (SAG1) (WU et al., 2012). Um
estudo com uma vacina multicomponente composta por DNA de GRA1 e SRS29B

(SAG1) de T. gondii foi capaz de induzir respostas humoral e celular, e aumentar o
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efeito protetivo contra uma infec¢do letal causado por este parasita (WU et al.,
2012). Dessa forma a caracterizagdo molecular iniciada neste trabalho com as
proteinas da familia SRS, NcSRS67 e NcSRS57 abre o caminho para estudos mais
detalhados para se avaliar quais 0s motivos essenciais para invasao a célula
hospedeira presentes nestes dois antigenos e a eficiéncia dos mesmos em ensaios

in vivo de imunizacao.
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7 CONCLUSAO

Este trabalho contribuiu para o entendimento de duas proteinas de superficie
(SRS) em N. caninum e, como consequéncia, no filo Apicomplexa. A caracterizacao
permitiu a identificacdo e localizagdo de NcSRS67 e NcCSRS57 sobre a superficie de
taquizoitas, ampliando o conhecimento sobre essas proteinas in vitro. Essas
proteinas podem ter uma funcéo critica durante a adeséo e invasdo de taquizoitas
de N. caninum a célula hospedeira, podendo colaborar futuramente, para a
elucidacado de mecanismos-chave envolvidos no processo de invasao desse parasita

a célula hospedeira.
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