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Expresséo heteréloga da EMA-2 (equi merozoite antigen) de Theileria equi em
Pichia pastoris com potencial utilizacdo em imunobioldgicos

Heterologous expression of EMA-2 (equi merozoite antigen) of Theileria equi in
Pichia pastoris with potential use in immunobiologics

Ana Mufoz Vianna"'"" Relber Aguiar Gongales" Ana Paula de Souza Stori de Lara"
Luciano da Silva Pinto' Leandro Quintana Nizoli"' Fabio Pereira Leivas Leite""

RESUMO

A piroplasmose equina causada por Theileria equi
acomete os equinos de forma endémica no Brasil e em diversos
outros paises tropicais e subtropicais. Considerada uma das mais
importantes doencas de equinos, causa danos a saude animal e
perdas econémicas. A proteina equi merozoite antigen (EMA-2) é
uma das principais proteinas de superficie, expressa nos diversos
estagios do ciclo do parasita, estimula resposta imune em animais
infectados, tornando-se um possivel candidato para utilizagdo em
diagnostico. O gene EMA-2 foi clonado e expresso na levedura
Pichia pastoris. A proteina EMA-2 recombinante (rEMA-2) foi
caracterizada antigenicamente por Western Blot e por ELISA
indireto, utilizando-se soro de equino positivo para theileriose.
O resultado do ELISA demonstrou uma especificidade de 90,9%
e sensibilidade de 83,3%, quando comparado ao padrao, sendo
superior a imunofluorescéncia (80,6% de especificidade e 75,0% de
sensibilidade), o que sugere que a rEMA-2 expressa em P. pastoris
é um promissor antigeno para ser utilizado como ferramenta no
imunodiagnostico de theileriose equina.

Palavras-chave: equinos, imunodiagnéstico, piroplasmose,
theileriose.

ABSTRACT

Theileria equi, the causative agent of equine
piroplasmosis, is endemic in Brazil and many other tropical and
subtropical countries. It is considered one of the most important
diseases of horses causing animal health problems and significant
economic loss. The Protein equi merozoite antigen-2 (EMA-2)
is a major surface protein that is expressed in different parasite
cycle stages and induces immune response in infected animals,
being a possible candidate to be used in diagnose. EMA-2 gene
was cloned and expressed in the yeast Pichia pastoris, and the
recombinant protein EMA-2 (rEMA-2) was characterized by
Western Blot and indirect ELISA using equine positive sera. The

ELISA results demonstrated a specificity of 90.9% and a sensitivity
of 83.3% compared to the standard ELISA and being superior to
immunofluorescence (80.6% of specificity and 75.0% of sensitivity)
suggesting that the rEMA-2 expressed in P. pastoris is a promising
antigen to be used as a tool in immunodiagnostic of theileriasis.

Key words: equines, immunodiagnostic, piroplasmosis, theileriasis.

INTRODUCAO

Theileria equi, anteriormente denominado
Babesia equi (MEHLHORN & SCHEIN, 1998), é
um protozoario hemoparasita e agente etiolégico de
piroplasmose equina (MEALEY et al., 2012). No
Brasil, apresenta-se de forma endémica, levando a
significativas perdas economicas (BALDANI et al.,
2011).

A transmissdo de T. equi ocorre no repasto
do carrapato, inoculando suas formas infectantes
(esporozoitos). Uma vez no hospedeiro, 0s
esporozoitos infectam os leucécitos (MEHLHORN
& SCHEIN, 1998) e posteriormente 0s eritrdcitos
(UILENBERG, 2006). A transmissdo congénita
de T. equi também pode ocorrer levando ao aborto
ou morte peri natal (HEIM et al., 2007). Os sinais
clinicos variam de quadros assintomaticos a agudos
(febre, ictericia e anemia). Animais que se recuperam
de infeccBes agudas deixam de apresentar 0s
sintomas e permanecem como reservatdrios de T.
equi, mantendo a doenca endémica (HEIM et al.,
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2007). Devido a grande disseminacdo de ambos, T.
equi e os diversos carrapatos vetores, o diagndstico
e prevencdo desta enfermidade se fazem necessarios
tanto em areas endémicas como em ndo endémicas
(HUANG et al., 2003).

Theileriose tem sido diagnosticada
por diversos métodos, tais como: Esfregagos
sanguineos corados por Giemsa, Teste de Fixacdo do
Complemento (TFC), Teste de Imunofluorescéncia
Indireta (IFAT), Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), Ensaio imunoenzimatico (ELISA), utilizando
lisados do parasito (HUANG et al., 2006), e ELISAs
comerciais, utilizando proteinas recombinantes
(KNOWLES et al., 1992). Entretanto, alguns
destes métodos possuem suas limitagdes, incluindo
baixa sensibilidade descrita para TFC, problema de
subjetividade e baixa sensibilidade para o IFAT e
preparacBes complicadas e laboriosas na utilizacio
de antigenos lisados do parasito no ELISA (HUANG
et al., 2006).

Segundo a OIE (2010), os métodos
prescritos para que se obtenha a permissdo para
o0 transporte internacional de equinos sdo ELISA
e o IFAT, sendo o TFC um substituto, portanto os
testes sorologicos exercem um papel importante no
trénsito desses animais. O IFAT, no entanto, necessita
de profissionais experientes para sua realizacdo e
deteccdo da theileriose equina (RAMPERSAD et
al., 2003). ELISAs tem sido realizados utilizando
diferentes antigenos recombinantes, o que demonstra
que pode ser um teste Util para identificacdo de
theileriose em equinos (BALDANI et al., 2011).

Os antigenos de superficie (EMAs- equi
merozoite antigen) exercem importante papel na
aderéncia e penetracdo de T. equi nos eritrdcitos dos
hospedeiros (NIZOLI et al., 2009). Sdo expressos
durante os varios estagios do ciclo, tanto no
hospedeiro definitivo como no vetor (UETI et al.,
2003), tornando-se excelentes alvos na detecgdo de
anticorpos contra este parasita.

Dentre as estratégias utilizadas para a
producdo de antigenos, utiliza-se a levedura Pichia
pastoris, que concilia vantagens na manipulacdo
genética, associada ao crescimento em meios de
cultivo simples. Por ser um organismo eucarioto, P.
pastoris proporciona a expressao de proteinas com
modificagdes poés-traducionais, como glicosilagéo,
além de secretar as proteinas heter6logas de forma
soluvel no meio, simplificando etapas de purificagdo
(CEREGHINO & CREGG, 2000). O presente
trabalho teve por objetivo avaliar a proteina EMA-2
recombinante (rEMA-2), expressa em P. pastoris, e
sua utilizacdo como antigeno em ELISA indireto.

METODOLOGIA

Linhagens, cultivo e extracdo de DNA

O DNA de T. equi foi extraido conforme
o método de MILLER et al. (1988) modificado,
utilizando sangue de um equino infectado
experimentalmente (cepa UFPel E15) e comprovado
por IFAT pelo Laboratério de Doencas Parasitarias da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel) (NIZOLI et
al., 2009).

Amplificacdo e sequenciamento do gene que codifica
EMA-2

A sequéncia do gene que codifica para
a proteina EMA-2 foi amplificada por PCR como
descrito: o total do PCR-Mix foi de 25uL, contendo
0,5uL de Tag DNA polimerase (5U/uL), 2,0uL 10x
PCR tampdo, 1,5uL 50mM MgCI, 0,5uL dNTPs,
0,5uL 10pmol pL? oligoiniciadores anterégrado (5’
- CAC CGC GGG GAATGT TGAGCAA-3) e
oligoiniciadores retrégrado (5’ - CCT CTAGAC GGT
AGA ACA AAG CAA CGG CG - 3’), 1uL de DNA
(~120ng), obtido como descrito e agua estéril para
completar o volume da reacdo. Os oligoiniciadores
para EMA-2 foram desenhados utilizando-se
0 programa Vector NTI a partir das sequéncias
depositadas no GenBank, acesso AB013725. O
produto de PCR foi purificado usando-se o kit Real
Genomics da Bio America - Hiyield™ Gel/PCR DNA
Minikit. O sequenciamento do gene foi realizado por
ACTGene Analises Moleculares Ltda (Centro de
Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS), utilizando o sequenciador
automatico ABI-PRISM 3100.

Clonagem do gene EMA-2

Foi feita a digestdo do vetor pPICZoB
e do gene EMA-2 com as enzimas Sacll (Biolabs
20.000U mL*) e XBal (Invitrogen 20.000U mL™).
Para a ligacdo do gene EMA-2 com o vetor pPICZaB,
procedeu-se segundo o protocolo EasySelect™ Pichia
Expression Kit-Catalog K1740-01 (Invitrogen). O
vetor pPICZaB possui sitio para a adi¢do de cauda de
seis histidinas (6xHis) na porcéo carboxi-terminal da
proteina (Invitrogen).

Selecdo das col6nias recombinantes e Expressdo da
proteina rEMA-2 em P. pastoris

Foram preparados os pré-inéculos das
colénias transformadas seguindo o protocolo da
EasySelect Pichia Expression Kit (Invitrogen)
para colonias Mut+ com algumas modificagGes.
Usou-se um volume de meio BMGY de 50mL e
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ap6s passou-se para 90mL do meio BMMY. As
amostras foram induzidas com 450uL de metanol
filtrado para a produgdo da proteina por 120h. Ao
final da indugdo, as amostras foram centrifugadas a
10.000 x g por 10min, o precipitado foi desprezado
e 0 sobrenadante armazenado. No sobrenadante do
cultivo, foi adicionado sulfato de amonio suficiente
para atingir 80% de saturacdo. O sulfato de am6nio
foi adicionado ao sobrenadante sob agitacdo a 4°C e
mantido por 18h. Apos este periodo, foi novamente
centrifugado a 6.000 x g 15min* 4°C e o precipitado
suspendido com 2mL de &gua destilada.

Purificagdo e quantificagdo da proteina

A purificacdo da proteina recombinante
foi realizada por didlise. Utilizou-se uma membrana
semipermedvel com ponto de corte 12KDa
(Viskase corporation Dry 21mm). A membrana
foi acondicionada em frasco contendo 1L de agua
destilada e mantido a 4°C sob agitagdo durante 48h,
sendo que, nas primeiras 12h, a dgua foi trocada a
cada 2h. Apds este periodo, o material dialisado
foi mantido a -70°C para posterior liofilizagdo
(Liofilizador L101 — Liptop, Liobras).

Para a quantificagdo da proteina, seguiu-
se 0 protocolo proposto por BRADFORD (1976).
Uma amostra de 10mg da proteina liofilizada foi
diluida em 1mL de agua destilada. O método foi
padronizado usando-se uma curva de diluicdo de
Albumina Sérica Bovina 10% (BSA). A leitura
das amostras foi feita em espectrofotdbmetro TP-
READER - Thermo Plate

Western Blot

Realizou-se um Western Blot segundo
SAMBROOK & RUSSEL (2001). Apos eletroforese
no gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE), a proteina
foi transferida para membrana de nitrocelulose
(Amershan™ Hybond™- ECL GE Healthcare). Foi
utilizado o marcador de proteinas BenchMark™
Prestained Protein Ladder 250uL (Invitrogen); 20uL
da proteina EMA-2, BSA 10% (controle negativo).
Apos blogueio, a membrana foi incubada com Anti-His
C-terminal-HRP AB (Invitrogen), diluida 1:5000 (v/v)
em PBS-T. Foi realizado um Western blot, segundo
SAMBROOK & RUSSEL (2001), com soro equino
positivo para theileriose (IFAT) na concentracdo de
1:100 (v/v em salina isotonica com tampéo fosfato
contendo Tween-20 PBS-T) e, como anticorpo
secundario, utilizou-se soro anti-equino conjugado
com peroxidase (Sigma) 1:3000. O marcador utilizado
foi Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio
Rad).

ELISA

Utilizou-se quarenta e um soros equinos
de diferentes origens, porém todos pacientes do
hospital da UFPel e testados por IFAT (4 positivos
e 37 negativos por IFAT), um soro controle positivo
de equino infectado experimentalmente e um soro
controle negativo para T. equi, retirado de um potro
pertencente a rebanho sem histdrico para theileriose e
testado por PCR, imunofluorescéncia e ELISA padrao.

O antigeno rEMA-2 foi aplicado as placas
de Poliestireno (Nunc™-Placa imuno Polysorp — 96
orificios) na concentracdo de 200ng mL*, diluido em
tampéo carbonato bicarbonato pH 9.6, por 18 horas a
4°C. Apos trés lavagens, bloqueou-se com leite em pd a
5% em PBS-T. Posteriormente, os controles positivos,
negativos e os soros a serem testados foram diluidos
em PBS-T na concentracdo de 1:100 e adicionados em
duplicata a placa. Incubou-se a 37°C por 90min e, apos
trés lavagens, adicionou-se 0 anti-IgG equino conjugado
com peroxidase (Sigma), diluido 1:6000; a placa foi
incubada a 37°C durante 90min. Apds lavagem, o
cromdgeno/substrato  tampdo  citrato/fosfato  (TPS)
foi adicionado e a placa mantida 15min no escuro. A
reacdo foi interrompida pela adigdo de 50uL orificio™?
de HSO, IN. As absorbancias foram medidas no
leitor de micro placas (TP-READER — Thermo Plate),
utilizando 492nm de comprimento de onda. Os mesmos
soros equinos testados por ELISA com a proteina
recombinante e por IFAT foram testados também com
kit de ELISA padréo-ELISA competitivo (VMRD. Inc.
Babesia equi Antibody Test Kit, CELISA).

Andlise estatistica

A andlise ROC (Receiver Operating
Characteristic) foi realizada pelo software estatistico
MedCalc, versdo 10.3.0.0, www.medcalc.be.

RESULTADOS E DISCUSSAO

ELISAs tém sido utilizados no diagnéstico
de T. equi com a utilizagdo de diferentes antigenos
recombinantes, tais como: EMA-1 (KNOWLES et
al., 1992; BALDANI etal., 2011), EMA-2 (TANAKA
etal., 1999; KUMAR et al., 2013), Be82 (HIRATA et
al., 2002) e Be158 (HIRATA et al., 2005), expressos
em E. coli e baculovirus, o que demonstra que estas
proteinas recombinantes podem ser um teste (til para
identificacdo de theileriose em equinos (OIE, 2008).
Estudos anteriores mostraram que tanto a proteina
EMA-1 quanto EMA-2 séo expressas em diferentes
estagios do ciclo do parasita extra e intra eritrocitario
(KUMAR etal., 2004). Entretanto, EMA-2 é liberada
no citoplasma e na membrana deste -eritrocito,
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sugerindo ser um dos primeiros antigenos a serem
reconhecidos pelo sistema imune (KUMAR et al.,
2004, 2013). Recentemente, BHOORA et al. (2010),
MUNKHJARGAL et al. (2013), KUMAR et al.
(2013) relataram diversidade genética em amostras
baseadas no gene da EMA-1, 0 que poderia alterar
a especificidade e sensibilidade de um teste de
diagndstico no qual o antigeno escolhido fosse a
EMA-1. Esta diversidade genética ainda ndo foi
reportada em relagdo a EMA-2. Estas observacdes
nos levaram a escolha da proteina recombinante
EMA-2 para o desenvolvimento de nossos estudos.
Nossos resultados corroboram os de KUMAR et
al. (2013), que, utilizando ELISA com antigeno de
EMA-2, apresentaram uma correlagdo com o ELISA
padréo.

Neste trabalho, a proteina EMA-2 foi
expressa em P. pastoris e apresentou epitopos
(sequenciais e/ou conformacionais) que foram
reconhecidos por anticorpos presentes nos soros de
equinos naturalmente infectados. O sequenciamento
do gene mostrou 99% de homologia com a sequéncia
depositada no GenBank AB013725.

Segundo CEREGHINO & CREGG (2000),
outras proteinas de superficie de protozoarios também
foram expressas em P. pastoris como Plasmodium
falciparum merozoite surface protein 1 (MSP-1)
e Plasmodium vivax apical membrane antigen 1
(AMA-1). O sistema de expressdo P. pastoris que
foi utilizado para a expressdo da proteina EMA-2
de T. equi, proporciona um aumento na producéo da
proteina, se comparada ao sistema E. coli, pois as
proteinas sdo secretadas para o meio facilitando sua
purificacdo (HARTWIG et al., 2010).

Western Blot, utilizando anticorpo anti-
histidina (Figura 1A) e soro de equino naturalmente

infectado, (Figura 1B) reconheceram a proteina
rEMA-2. A proteina foi avaliada por ELISA com
soros de equinos controles (positivo e negativo
por IFAT), e foi reconhecida por soros de equinos
naturalmente infectados, demonstrando a sua
antigenicidade. O kit de ELISA comercial (VMRD.
Inc. Babesia equi Antibody Test Kit, cELISA) foi
utilizado como padréo para avaliar os resultados com
um teste semelhante (KUMAR etal., 2013). Usando-
se a média da leitura de densidade 6tica de ELISA
e 0 ponto de corte estabelecido por analise ROC, os
resultados sugerem a possibilidade de diferenciar
animais positivos e negativos para theileriose. Na
analise ROC, os pontos de corte basearam-se nos
resultados do ELISA padrdo. Quando se comparou
ELISA teste (placa sensibilizada com a proteina
rEMA-2) com ELISA padrdo, obteve-se uma
especificidade de 90,9% e sensibilidade de 83,3%
(Figura 2A). KUMAR et al. (2013) obtiveram
97,0% de sensibilidade ¢ 96,0% de especificidade
ao compararem ELISA desenvolvido com 0 mesmo
teste padrdo usado neste trabalho. No presente
trabalho, além de um ndmero menor de animais,
usou-se o teste estatistico ROC, enquanto KUMAR
et al. (2013) analisaram utilizando desvio padrdo
0 que tende a diminuir a acurdcia na obtencao
dos resultados. Ao se comparar os resultados da
presente pesquisa com os de TANAKA et al. (1999),
que, realizando ELISA com EMA-2 expressa em
baculovirus, também demonstraram diferenga
entre amostras de soros positivos e negativos de
equinos para T. equi. Entretanto, ndo estudaram
especificidade e sensibilidade e n3o houve
comparagdo com teste padréo.

Ao comparar ELISA padrdo ao IFAT,
obteve-se uma especificidade de 100%, mas

A
M EMA-2 C-

M S-

B
S+ S+ 5+

—

Figura 1 - Western Blot. A- Western Blot da proteina rEMA com anticorpo anti-histidina
C-terminal (HRP Ab) — Invitrogen - (M) Marcador de proteinas — Bench Mark™
- (EMA-2) Proteina rEMA-2. (C-) Controle negativo, BSA 10%. B- Western Blot
da proteina rEMA com soro equino (+). (M) Marcador de proteinas Precision
Plus Protein Dual Color Standards — Bio-Rad, (S-) Controle negativo- soro
equino (-), (S+) Soros positivos.
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Figura 2 - Analise ROC do ELISA, IFAT comparando com ELISA padrao. (0) Soros negativos, (1) Soros positivos. A - Analise ROC do
ELISA com ELISA padrio, identificando ponto de corte >0,22. B - Analise ROC do ELISA padrdo com IFAT, identificando
ponto de corte >0,418. C - Analise ROC do ELISA com IFAT, identificando ponto de corte >0,22.

sensibilidade de apenas 35,5% (Figura 2B). O
ELISAteste, ao ser comparado ao IFAT, apresentou
especificidade de 80,6% e sensibilidade de 75%
(Figura 2C). Os resultados obtidos nos apontam
a subjetividade do teste de imunofluorescéncia
e a possibilidade de reagbes cruzadas, devido
a sensibilizacdo da lamina com eritrécitos de
equinos infectados com o parasita (NIZOLI et al.,
2009).

O presente trabalho ficou limitado pela
ndo realizacdo de testes cruzados com outros
hemoparasitas e pelo nimero de animais estudados.
Entretanto, TANAKA et al. (1999), KUMAR et
al. (2013), utilizando rEMA-2 como antigeno,
em amostras de soros positivas para B. caballi,
Trypanosoma evansi, mormo, anemia equina €
influenza equina ndo observaram reagdes cruzadas.
Com um maior nimero de soros testados, seria
possivel obter resultados diferentes, quanto aos
valores de especificidade e sensibilidade.

CONCLUSAO

O estudo demonstrou que a proteina
rEMA-2 expressa em P. pastoris € um promissor
antigenoparautilizagdo emtestesde imunodiagndstico
para theileriose equina.
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