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Clonagem e expressdao do gene msp5 de um
isolado brasileiro de Anaplasma marginale

Introducao

A anaplasmose é uma doenga pertencente ao complexo tristeza parasitéria bovina, que
causa grandes prejulzos & pecudria da América Latina (Madruga et al., 1987). Essa
enfermidade & causada por Anaplasma marginale, riquétsia intracelular do genogrupo |l das
erliquias (Dumler et al., 2001). Nos Ultimos anos, os estudos sobre o diagnéstico
imunolégico e a vacinagdo contra A, marginale concentraram-se na obtencdo de fragoes
antig@nicas.

Na membrana externa dessa riquétsia, foram caracterizadas seis proteinas principais de
superficie (major surface proteins-MSPs: MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4 e MSP5)
(Tebele et al., 1991; de la Fuente, 2001). Dentre estas, a MSP5 destaca-se como antigeno
para diagnéstico, em fungdo de sua conservagdo entre isolados e por estimular forte
rasposta humoral, com produgdo de anticorpos especificos em animais infectados, os
quais podem ser detectados por meio de provas sorolégicas.

Este trabalho teve como objetivo a clonagem e expressdo do gene msp5 de um isolado
brasileiro de A. marginale, e a purificagdo da proteina recombinante para fins de
imunodiagndéstico.

Metodologia

O isolado Pernambuco-Zona da Mata de A. marginale (riquetsemia 87%), preservado como
estabilizado em nitrog@nio liquido, foi utilizado para extragdo de DNA genémico, utilizando
o kit Easy DNA (Invitrogen). A reagcdo em cadeia da polimerase (PCR}, com os
oligonucleotideos iniciadores msp5F: 5'-ATGAGAATTTTCAAGATTGTGTCTAACCTT-3" e
msp5R: 5'-AGGAAAGCCCCCAAAGCCCCATACTT-3', foi utilizada para amplificar o gene
msp5. O produto da PCR foi utilizado para ligagdo ao plasmidio pTrcHis-TOPO (Invitrogen).

Células TOP10 (Invitrogen) foram transformadas com o produto da ligagdo e, posterior-
mente, semeadas em meio Luria-Bertani (LB) 4gar com 100 pg/mL de ampicilina, as quais
foram incubadas por 12 horas a 37°C. As col6nias com o inserto de interesse foram
selecionadas ap6s anélise por palitagem em gel de agarose corado com bromete de etideo.
Os clones selecionados foram cultivados em 2 mL de caldo LB com ampicilina a 37°C, por
12 horas, sob agitagdo (180 rpm). Em seguida, 200 pL desse pré-inéculo foram cultivados
em 2 mL de caldo LB com ampicilina por uma hora, a 37°C, sob agitagdo. Posteriormente,
adicionou-se 1 mM de isopropil-tio-B-galactosfideo {IPTG) para indugdo da expressao.

A seleg@o dos clones com inserto na orientagéo correta foi realizada apés eletroforese em
gel de SDS-poliacrilamida a 13%, seguida por Western blot, com anticorpo monoclonal
(ANAF16C1), especifico para MSP5 (Munodzana et al., 1998). A cinética de expressao foi
avaliada apés 2, 4 e 6 horas de indugdo com IPTG. Para purificagdo da proteina
recombinante, 50 mL de cultura em caldo LB foram induzidos por 4 horas. Apés
centrifugagédo, realizou-se tratamento do sedimento bacteriano com tampé&o da amostra
para eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida. Apés a separagdo eletroforética, o gel foi
tratado com 100 mM de cloreto de potassio para visualizagdo das bandas protéicas. A
banda correspondente & MSP5 recombinante (rMSP5) foi cortada do gel e submetida a
eletroeluigdo contra tampdo Laemmli. O eluato foi analisado quanto & pureza por
eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida a 13%.
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Resultados e
Discussao

A amplificagdo do DNA de A. marginale com os
oligonucleotideos iniciadores msp5F e msp5R gerou um
fragmento de 714 pares de bases, que compreende todo
o gene msp5. A ligagdo do produto da PCR ao plasmidio
pTrcHis-TOPO e posterior transformagao de células
TOP10 permitiu a obtengdo de clones contendo o gene
msp5, os quais, apés indugdo com IPTG, produziram uma
proteina recombinante majoritéria cerca de 22 kDa, a qual
reagiu com o anticorpo monoclonal ANAF16C1, especifi-
co para MSP5 (Fig. 1).

Pela avaliag@o da cinética de expressdo, demonstrou-se
que os niveis de produgédo de rMSP5 atingiram um platd
com 4 horas de indugdo. A purificagcdo da rMSP5 por
eletroeluigdo resultou na obtengdo de uma banda protéica
unica, a qual foi reativa com o anticorpo ANAF16C1.
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Fig. 1. Western blot da MSP5 recombinante com anticorpo
monoclonal ANAF16C1. Linha 1: controle negativo (células
TOP10 néo transformadas); linha 2: células TOP10 transforma-
das com o plasmldio pTrcHis-TOPO/msp5 e induzidas com IPTG.

A MSP5 é uma protelna altamente conservada entre
diferentes isolados de A. marginale, bem como em
Anaplasma centrale e Anaplasma ovis (Visser et al.,
1992). Ocorre nas formas monomaérica, com pontes
dissulfeto intramoleculares, e dimérica, com pontes
dissulfeto intermoleculares, na membrana de A. marginale
(Vidotto et al., 1994). A massa molecular da rMSP5,
obtida neste estudo, foi ligeiramente superior aquela da
proteina nativa (19 kDa) (Visser et al., 1992), por causa
da fuséio de uma cauda de 3 kDa, codificada pelo vetor.

Em decorréncia das caracteristicas de conservacdo da
MSP5 e pelo fato de essa proteina induzir altos tftulos de
anticorpos em animais persistentemente infectados, ela
foi utilizada para o desenvolvimento de um ELISA compe-
titivo, capaz de detectar anticorpos contra A. marginale e
A. ovis com alta sensibilidade e especificidade (Ndung’u
et al., 1995; Knowles et al., 1996). A produgéo da
rMSP5, originado de um isolado brasileiro, permite a
obtengdo do antigeno purificado, o qual pode ser empre- *
gado no desenvolvimento de métodos sorolégicos para o
diagnéstico de A. marginale no Brasil.
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