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DESENVOLVIMENTO DE UM IMUNOSSENSOR PARA DETECCAO

DE ANAPLASMOSE BOVINA
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Projeto Componente: PC2 Plano de A¢do: 01.05.1.02.03

Resumo

A proposta deste projeto ¢ o desenvolvimento de um imunossensor para detec¢do de Anaplasma
marginale causadora da anaplasmose bovina, uma doenga endémica que acarreta consideravel
prejuizo na cadeia produtiva bovina. Um dispositivo sensor sera desenvolvido utilizando como
material bioativo uma das seis proteinas principais de superficie da 4. marginale, a MPS5. A
imobilizagdo da MPS5 sobre o eletrodo sera realizada covalentemente utilizando monocamadas
automontadas de tiois. Como sistema de transdugdo avaliar-se-a a utilizacdo da técnica de
microbalan¢a de cristal de quartzo (QCM). Para caracterizagdo dos filmes e do processo de
imobilizagdo da biomolécula serdo utilizadas as técnicas de espectroscopia de reflectdncia
especular na regidio do infravermelho. A validagdo do imunossensor seré realizada comparando os
resultados obtidos do sistema sensor desenvolvido com resultados obtidos por ensaio
imunoabsorvente ligado a uma enzima (ELISA) realizados com amostras de animais sadios e
infectados.

Palavras-chave: Anaplasmose, immunosensor, QCM.

Introdugdo

A anaplasmose bovina ¢ uma enfermidade
causada pela riquétsia intra-eritrocitica Anaplasma
marginale, um dos agentes etiologicos da tristeza
parasitaria bovina (TPB), juntamente com dois
hemoprotozoarios, Babesia bovis e Babesia
bigemina (DUMLER etal.,2001).

Com o advento da tecnologia do DNA
recombinante, as pesquisas voltadas para os testes
sorolégicos foram focadas nas proteinas de
membrana, devido & possibilidade de sua produgédo
em culturas bacterianas. Seis proteinas principais de
superficie (Major Surface Proteins-MSPs: MSP]a,
MSP1b, MSP2 MSP3, MSP4 e MSPS5) foram
inicialmente identificadas em A. marginale derivado
de eritrocitos bovinos e de tecidos de carrapatos.
Essas proteinas, expostas na superficie da riquétsia,

sdo facilmente acessiveis ao sistema imunologico do
hospedeiro, ¢ desempenham importantes fungdes
para a sobrevivéncia do parasita. A proteina MSP5
possui maior potencial para ser utilizada como
antigeno em diagnostico sorologico, devido as suas
caracteristicas de conservagdo entre diferentes
espécies e isolados de Anaplasma sp. Devido a
facilidade de manuseio e seguranga, dentre os testes
sorologicos, o Enzyme Linked Sorbent Assay
(ELISA), € o mais utilizado para o diagnéstico de
infec¢Oes por A. marginale. Esta técnica consiste na
reagdo antigeno-anticorpo, em que o antigeno é
imobilizado por adsorgdo fisica sobre a superficie de
microplacas de poliestireno, e através de uma reagio
enzimatica na presenca do analito de interesse, ha
uma mudanga de coloragdo do sistema, o qual ¢
monitorado com um espectrofotometro.

Apesar dos imunoensaios apresentarem
grande sensibilidade e seletividade para o
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diagnostico da anaplasmose bovina e para a pesquisa
epidemiologica essas técnicas demandam tempo,
pessoal qualificado e custo elevado, o que dificulta o
monitoramento e controle da doenga. Tais problemas
podem ser contornados com o desenvolvimento de
sistemas baseados nas reagdes bioldgicas
denominados biossensores.

Materiais e métodos

Em uma primeira etapa avaliar-se-a a
deposicdo de tiol em monocamada sobre diferentes
eletrodos.

Os filmes automontados derivados de
alcanotidis serdo depositados por imersdo do
substrato em solug¢do alcoodlica de
mercaptoundecanoico e decanotiol na proporgdo de
1:3 em diferentes concentragdes por 3 horas e depois
lavados e secos ao ar de acordo com Briand et al.
(2006).

A modificagdo da superficie sera avaliada por
voltametria ciclica (CV) avaliando os perfis dos
voltamogramas antes e ap6s a modificagdo das
superficies com os filmes, em solugdo de eletrélito
suporte. A principal caracterizagdo sera realizada
por espectroscopia de reflectincia especular na
regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR). O antigeno, proteina MSP5 (major
surface protein), sera fornecido pela Embrapa Gado
de Corte, para imobilizagdo sobre as diferentes
matrizes. Os eletrodos modificados com derivados
de alcanotidis serdo imersos em solugdo contendo 20
mmol.L-1 de N-hidroxisuccinimida (NHS) e 10
mmol.L-1 de hidrocloreto de I-etil-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) variando
o tempo de incubagdo. Em seguida serdo lavados e
secos. A modificacdo dos filmes com esses reagentes
serdo avaliados por FTIR por reflectincia. O
proximo passo sera a imobilizagdo da proteina
MSP5, imergindo os eletrodos modificados em
solu¢do do antigeno e tampdo fosfato pH 7,0 por
diferentes intervalos de tempo e concentracdo,
lavados com tampdo e secos. Apds essa etapa, a
modificagdo também sera avaliada por FTIR por
refletdnciae QCM.

Os sitios ainda disponiveis serdo bloqueados
por imersdo do biossensor em solugdo contendo
albumina soro bovino 1% (m/v) em tampdo fosfato
pH 7,4 por duas horas.

O sensor serd avaliado antes e apos a
exposi¢do a amostra de soro contendo o anticorpo
anti-MSP5 de animais infectados e em soros de
animais sadios em diferentes intervalos de tempo de
incubag@o sendo em seguida lavado com solugdo
tampdo. Como técnicas de transdugdo sera micro
balanga de crista de quartzo.

As medidas nanogravimétricas serdo
realizadas em uma QCM Stanford modelo Q200. O
eletrodo de trabalho serd um disco de cristal de
quartzo corte-AT com freqiiéncia fundamental de 5
MHz com eletrodos de ouro de dreaiguala 0,25 cm2

em ambos os lados do cristal. A resposta do sistema
sensor serda avaliada por meio da variagdo de
freqiiéncia em fungédo do tempo antes e apos a adigdo
da amostra. Avaliar-se-4 a resposta do sistema ap0s a
lavagem do sistema com solugdo tampdo com o
objetivo de avaliar a regeneragdo do eletrodo.

Os resultados obtidos com o immunosensor
serdo avaliados com relagdo o grau de concordancia
utilizando o método de ELISA como método de
referéncia, uma vez que ¢ a técnica utilizada para o
diagnostico de anaplasmose. Os testes serdo
realizados como controle para animais sadios e
infectados tanto para o imunossensor quanto para o
método ELISA. O estado de infectividade dos
animais serd confirmado por PCR para o gene msp35.

Resultados esperados

Para a confirmagdo da modificacdo da
superficie dos eletrodos com os alcanotidis serdo
analisadas as respostas eletroquimicas
caracteristicas da superficie dos eletrodos de ouro
modificados ou ndo por voltametria ciclica
monitorando as mudangas nos valores de corrente
dos voltamogramas antes e apos a modificagdo com
0 amonocamada.

Os resultados obtidos por FTIR serdo
analisados pela mudanga nas bandas caracteristicas
dos grupos funcionais a monocamanda antes e apos a
modificagdo com reagentes NHS e EDC, e o
antigeno. A variagio de massa das superficies com os
substratos com os agentes modificantes serdo
avaliado com QCM diminuindo a freqiiéncia de
oscilagdo do cristal de quartzo.

Para a reagdo entre o antigeno e anticorpo, 0s
quais serdo monitorados por QCM sera avaliado o
diminuigdo da freqiiéncia de oscilagdo do cristal de
quartzo na presenga do analito de interesse.
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