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RESUMO

CANGUSSU, Alex Sander Rodrigues Cangussu, DSc.yddsidade Federal do Amazonas,
Julho de 2015.Imunogenicidade vacinal de proteina recombinante cstituida de
epitopos dominantes e subdominantes deAnaplasma marginale avaliados em
camundongos Balb/c.Orientador: Dr. Paulo Afonso Nogueira. Co-Orientadaiis André

Morais Mariuba.

A anaplasmose bovina € uma enfermidade caupadaima rickettsia denominada
Anaplasma marginalA. marginalé transmitida por carrapatos e a doenca se cazcieor
anemias, febre, perda de peso, diminuicdo da péodde leite, aborto e morte nos animais. A
doenca causa perdas econdmicas na producdo de eggmw iSso estratégias para o0
desenvolvimento de vacinas € imprescindivel paramizar seu impacto. Neste estudo uma
proteina recombinante demarginalefoi produzida a partir de uma estratégia inovadiea
utilizar DNA sintetico para codificar os epitopogsdprincipais antigenos demarginale
Apo6s a clonagem em pGEM e subclonagem em pHT48ptaina quimérica foi expressa em
Escherichia colicontendo epitopos dos antigenos OMPBi®&tgr membrane proteii/9) e
MSP1a (nhajor surface protein Ja A antigenicidade foi comprovada pela reatividatie
proteina recombinante com soro de bezerro com as@plse, e a imunogenicidade e
protecao vacinal foi comprovada em camundongos/&altom uma férmula composta com
adjuvante oleoso (MSP1a/OMP7/9+ISA), animais rew@hetrés (3) doses vacinais e
desafiados com 3xi€el/mL de A. marginale UFMG2. Os animais imunizados n&o
apresentaram variacao de peso corporal nem sii@icos da doenca, porém houve reducéo
significativa da carga bacterémica nos vacinadqws0,0009 comparados com grupos

placebos. Além disso, ndo houve alteracbes hengatak) como aumento no numero de



monocitos(p<0,005) neutrofilos(p<0,05) e leucocitos€p<0,05), verificadas nos controles
infectados.

As avaliacdes deste trabalho demonstraram a immmiat&la proteina recombinante
MSP1a/OMP7/9 na melhoria da resposta imunologidaadie/c e sua potencial aplicabilidade

na producado de vacinas recombinantes.

Palavras-chavesAnaplasmaMSP1a; OMP7/9; vacinas recombinantes, Balb/c



ABSTRACT

CANGUSSU, Alex Sander Rodrigues Cangussu, DSc.yddsidade Federal do Amazonas,
Julho de 2015.\Vaccinal immunogenicity of recombinant protein conssting of the
dominant and subdominant epitopes of theAnaplasma marginaleevaluated in Balb/c

mice. Orientador: Dr. Paulo Afonso Nogueira. Co-Orientadlois André Morais Mariuba.

The bovine anaplasmosis is a disease charactdoizesgvere anemia, fever, weight
loss, decreased milk production, abortion and deatthe animals. It is caused b.
marginaleand transmitted by ticks, leading severe econdasses in cattle production and
hence strategies for developing vaccines are easamiminimize its impact. In this study, a
chimeric protein was produced by synthetic DNA rgalg sequences of predicted epitopes
from OMP7, OMP9 and MSP1a, and used as vaccineséiadl with ISA adjuvant. After
three doses, Balb/c mice were challenged with 2ellnL A. marginaleUFMG2 to assess
proctetion of compound MSP1a/OMP7/9+ISA. There waog body weight alterations
neither clinical signs were observed in immunizedenBacteremia count showed drastic
reduction and discrete alteration on erythrocytephology (spherocytes) in vaccined mice
56" day after challenge. No alteration was observduematologic data in relation to infected
control mice. The evaluation obtained in this ststhpwed the importance of the MSPla
/OMP7/9 protein in the immune response of the RBadioyd your applicability potential in the

recombinant vaccine production.

Keywords: AnaplasmaMSP1a; OMP7/9; recombinant vaccine, Balb/c.
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1. INTRODUCAO

A anaplasmose bovina € causagela rickettsia A. marginale familia de
Anaplasmatacea®rdem Rickettsiales uma bactéria intracelular obrigatéria de eriti@si
transmitida principalmente por carrapatos. A doeé@cearacterizada por graves anemias,
febre, perda de peso, diminuicdo da producéo tke kborto e morte nos animais (AUBRY
& GEALE 2011; MICHELON et al. 2006; MOLAD et al. 2@; KOCAN et al. 2000; LOSOS
1986; PALMER 1989a). AA. marginalecausa graves perdas econdmicas na producédo de
gado em todo o mundo, principalmente em paises chustralia, Africa do Sul, Israel,
Paraguai, Uruguai, Argentina e Brasil (AUBRY & GEBI2011; DARK et al. 2011).

Vérias estratégias tém sido implementadas parasengelvimento de vacinas que
possam minimizar o impacto desta doenca, dentse ehlcinas compostas de organismos
vivos atenuados ddénaplasma centraleou eritrocitos parasitados mortos, ambos com
eficacia considerada insatisfatoria (DARK et allP0 Tais estratégias vacinais apresentam
desvantagem de elevar o custo de producdo, naag ebtécia comprovada, além da
dificuldade de logistica referente a area de thsicdo (PALMER & LINCOLN 2001).

Tem sido desejavel a implementacéo de pesquisasaehdas ao desenvolvimento de
vacinas recombinantes para imunizacdo de bovinogacA.marginale Uma das estratégias
consiste no desenvolvimento de vacinas compostagrateinas de superficie celular de
A.marginale Dessa maneira, a eficacia e inocuidade destamasacecombinantes nos
animais imunizados, se confirmadas, agregariamiagd e valor ao produto final. A
obtencdo de antigenos recombinantes na formulagdwadinas contra anaplasmose tém
empregado o uso de vetores Estherichia colie Mycobacterium(DE LA FUENTA et al.
2011; TAMEKUNI et al. 2009; MICHELON et al. 2006).

Dentre os antigenos alvos, a proteina MSRAadr Surface Proteirla) tem sido um

alvo para o desenvolvimento de novas vacinas camaplasmose bovina, pois, anticorpos
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neutralizantes foram capazes de levar a imunideatetpra em bovinos (MICHELON et al.
2006; KOCAN et al. 2003; DE LA FUENTE et al. 2008)utras proteinas subdominantes
tambem tém sido associadas ao processo infeccsandplasmose. Estas proteinas sdo
identificadas com@. marginale779 (AM779)A. marginale854 (AM854),outer membrane
protein 7/9 (OMP7/9) com capacidade de induzirem a reapaosune estimulando os
linfécitos T CD4 + (LOPEZ et al. 2008).

Neste estudo, regides especificas da proteina debraea OMP7/9 e MSPla
caracterizadas como subdominantes foram analispdaderramentas de bioinformatica
prevendo regibes de hidrofobicidade, acessibilidadatigenicidade, flexibilidade e
conformacéao beta. O genespla/omp7/%i clonado em plasmideo pGEM e subclonado em
vetor de expressdo pHT43. A transformacao foi zadh enEscherichia coliDH5aF 1Q. A
proteina recombinante MSP1a/OMP7/9 foi adsorvidaaginvante ISA 50 V2 SEPPIC e
verificada seu efeito na resposta imunologica aekeilhumoral em camundongos Balb/c.

Até o momento, nenhuma das vacinas utilizadas mirale da anaplasmose foi
inteiramente vantajosa. O desenvolvimento de vacirecombinantes ainda acumula
desconfianca, e este trabalho expde os resultddimo® com uso de uma proteina quimeérica
constituida de epitopos imunodominantes e subdart@aale quatro proteinas daaplasma

marginaleSt. Maries com o objetivo de minimizar os impaaesta doenca.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Anaplasmose bovina

2.1.1 Aspectos gerais

A Anaplasmose bovina é uma hemoparasitose do geslpomsavel por perdas
econdmicas significativas em regides tropicais latrepicais. E causadpela rickettsiaA.
marginale bactéria intracelular obrigatério que é transaitpor carrapatos, por meio de
sangue contaminado de mandibulas de insetos, eémamiela contaminacdo com
equipamentos cirlrgicos. E caracterizada por graaesmias, febre, perda de peso,
diminuicdo da producédo de leite, aborto e morte alumais (AUBRY & GEALE 2011;
MICHELON et al. 2006; MOLAD et al. 2004; KOCAN et 2000; LOSOS 1986; PALMER
1989a).

A Anaplasmose bovina ainda representa uma das mmguertantes doencas de
bovinos em todo o mundo, além de ser uma emergemd@aca também para outros animais,
bem como os humanos (HOPE et al. 2004; FRENCH. el @99; WALKER et al. 1996).
Anaplasmose bovina € considerada endémica em lsodacAmeérica do Sul, do México,
América central e Caribe (KOCAN et al. 2003; DE EAENTE et al. 2003).

A A. marginalepertence a familia dAnaplasmatacea®rdem Rickettsiales Esta
familia inclui também trés espécies do géndtbrlichia. As espéciesAnaplasma
phagocytophilumEhrlichia phagocytophilae Equi Ehrlichia foram descritas como agentes
da Anaplasmose Granulocitica Humana ou HGA. As aspé&hrlichia bovise Ehrlichia
platysforam redefinidas coménaplasma bovie Anaplasma platy$DUMLER et al. 2001;

AUBRY & GEALY 2011). Anaplasma phagocytophiluesta presente em todo o mundo e
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esta relacionado a febre transmitida por carrapatoguminantes na Europa (HOAR et al.
2008). As sequéncias de aminoacidos das principateinas de superficie (MSP) de
Anaplasma phagocytophilusdio semelhantes as proteinag&dmarginale

A Anaplasma centralé considerada cepa de menor viruléncia. Tem ditivada nas
imunizacdes como vacina de cepa viva em paises tsram, Africa do Sul, América do Sul
e Austrélia (DE LA FUENTE et al. 2005b). A espégiraplasma ovig relatada como agente
infeccioso de anaplasmose em ovinos, com relatosades graves em ovelhas, veados e
cabras, mas ndo é contagiosa para os bovinos. &edwtbry & Gealy (2011)A. marginale

nao causa doenca em seres humanos.

2.2Mecanismo de infeccao

O mecanismo de infeccdo € iniciado pela invasad.dmarginalenos eritrocitos de
células hospedeira. Ocorrem ciclos de replicacdguides de remocdo dos eritrocitos
infectados pelo sistema reticulo endotelial e i&was novos eritrocitos de bovinos. O periodo
de incubacdo dé&. marginaleé varidvel e compreende de 7 a 60 dias (CALLOWA4198
KOCAN et al. 2003; AUBRY & GEALE 2011). Na fase aguocorre aumento exponencial
de eritrécitos infectados com duplicacdo a cadadddmcanndo concentragdes de eritrocitos
infectados na ordem de %.6élulas/mL (PALMER et al. 1999; RICHEY & PALMER 90:;
AUBRY & GEALE 2011). Na fase aguda da infec¢éé.anarginalepode estar presente em
10% a 90% dos eritrocitos (AUBRY & GEALE 2011).

Segundo Radostits et al. (2007), pelo menos 15%edwécitos sdo parasitados antes
gue de aparecer 0s sinais clinicos. Os sinaicoblrde anaplasmose sao anemia, ictericia sem
hemoglobinemia e anemia hemoglobinuria resultargefatjocitose dos eritrécitos pelo

sistema reticulo endotelial (DE LA FUENTE et al020; POTGIETER & STOLTSZ 2004).
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Febre, perda de peso, aborto, letargia e morte@s#ios sinais clinicos que podem ocorrem
em infeccBes causadas pormarginale(KOCAN et al. 2003).

A infeccéo de anaplasmose pode ocorre em qualgserda idade animal. Entretanto,
a gravidade da doenca esta correlacionada comda,idando que animais mais velhos sao
mais susceptiveis a enfermidade. Os bezerros saosnseisceptiveis a doenca clinica. Em
animais com idade inferior a (6) seis meses deeidadloenca é praticamente rara. A partir de
seis meses a um ano de idade, geralmente se olasdoemca no estagio leve. De um a dois
anos de vida a fase aguda € mais frequente, naameate fatal (AUBRY & GEALE 2011).

Em bovinos adultos com idade superior a dois abssrga quadro agudo da doenca
muitas vezes fatal, com risco de mortalidade e2fire 49% (RICHEY 1991; KOCAN et al.
2003). Uma vez infectados com. marginale os animais independente da idade
permaneceram portadores do parasita por toda amesmo que ndo desenvolvam a doenca
clinica (RICHEY 1991). Durante o periodo de peésisita do parasita ocorrem ciclos
regulares de 10 a 14 dias com elevacéao e diminuiga@ritrocitos infectados (KIESER et al.
1990; VISESHAKUL et al. 2000; KOCAN et al. 2003). éoncentracdo de eritrocitos
infectados variam em intervalos bimestrais na orderh@ a 10 eritrécitos infectados/mL de
sangue (ERIKS et al. 1989), concentracdo menoranparacdo com a fase aguda (SCOLES
et al. 2005a).

Kocan et al. (2003), propuseram um ciclo esquemalic desenvolvimento dA.
marginale em células de bovinos e carrapatos. Segundo Ketaal. (2003), eritrdcitos
infectados podem ser ingeridos por espécies dapaosDermacentor spp Rhipicephalus
spp, ou Boophilus spp As células intestinais de carrapatos sdo os pomdocais de
infeccdo doA. marginale Posteriormente, ocorre a proliferagdo para ou#cislos, incluindo
glandulas salivares, originando a transmissao daspa para outros animais (Figura — 1).

Kocan et al. (2003) demonstraram o processo deéativibinaria dé. marginaleem células
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de carrapatos (Figura-2). Células de carrapatesctafias comA. marginale apresentam

formas reticulada em divisdo binaria, corresporel@nfase vegetativa, e a forma infecciosa

com uma densidade populacional em células da glasdlivar

Transmissdo mecdnica
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O Forma vegetativas

v
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Figura — 1 Ciclo de transmissao e desenvolvimenta@d. marginale em células hospedeiras de
bovinos e carrapatos Modelo proposto por Kocan et al. 2003.

Figura — 2 Microscopia eletrdnica de A. marginale em células de carrapatos em estagios de
desenvolvimento proposto por Kocan et al. 200%ormas reticuladas de marginaleem processo de
divisdo binarigA). Forma densa d&. marginalg(infectante) em células de carrapdt®s
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2.3Resposta imune e mecanismo de evasao

A imunidade contraA. marginalefoi descrita tendo como base a resposta celular e
humoral contra um antigeno de membrana, a MSP2NHEAR_et al. 1999). A célula T CD4+
exerce seu papel central pela secrecao de EEN'NFo antigeno-especifico induzindo a
producdo de anticorpos opsonizantes e a ativacaunadedfagos, que por sua vez fardo o
clearancedas bactérias (Figura-3). Além disso, as citocimasrleucina (IL) -12, IL-18,
TNF-o0 estdo envolvidas juntamente com as células T CD#a+eliminacdo do parasita
(PEDRA et al. 2007a; PEDRA et al. 2007b; CHEN kt2812). Brown et al. (1998)
demonstraram que a protecdo adequada céntnarginalepode ser obtida pela producéo de

IgG2a evidéncia de resposta tipo Thl.
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Figura — 3 Mecanismos de Resposta celular e humordb processo infeccioso de
A. marginaledescrito por Palmer et al. 1999
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A producédo de IFN gama por células T CD4+ é resparieem aumentar a sintese de
IgG2 em bovinos (Figura-4). O IFN gama ativa c&ulle macréfagos para expressao do
receptor de membrana Fc e possibilita a fagocitds®e.macrofago ocorre a fusdo do
fagossomos com lisossomos e a producdo do Oxidcopiicarretando morte do parasita
(PALMER et al. 1999).

A resposta inflamatoria contra infeccdes Meaplasmasp € realizada como um
mecanismo da resposta inata, e ndo esta diretam@néacionada com a carga bacterémica
do parasita (MARTIN et al. 2001; VON LOEWENICH ét 2004; BROWNING et al. 2006;
SCORPIO et al. 2006; CHEN et al. 2012). Durantef@cicdo ocorrem elevados niveis de IFN
gama, estes contribuem para a defesa contra ogat§BIRKNER et al. 2008; PEDRA et al.
2008). Nesta etapa ocorre diminuicdo da funcdo dduia Ossea e alteracbes de células
hematopoiéticas no baco (SCORPIO et al. 2006; JOeiNt 2009; JOHNS e BORJESSON
2012). O IFN gama produzidos por céluNetural killers (NK) podem ser quantificados no
sangue.

A identificagdo dos mecanismos efetores envolvigmsontrole déA.marginalepode
contribuir na selecdo de epitopos e no desenvohtonde vacina recombinante segura e
estavel (PALMER et al. 1999; SILVESTRE et al. 201Balmer et al. (1999) descreveram
que os marcadorees CD44+ e CD62L+ permitem a dicagho de células T CD4+ de
memoria e de ativacao, respectivamente.

Os ciclos de bacteremia de marginalerevelaram a existéncia de mecanismo de
escapepor variagdo antigenica de variantes MSP2 (Figu4 Este antigeno possui uma
regido altamente varidvel contida no dominio hithdde MSP2. A expressao das variantes
MSP2 tem sido confirmada por imunofluorescénciaef@itopos desta variante antigéncia nédo

sdo reconhecidos imediatamente por anticorpos liéaséB, o que possibilita escapee
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proliferacdo da bactéria surgindo picos sucesgieobacteremia (EID et al. 1996; FRENCH

et al. 1998; PALMER et al. 1999).
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Figura — 4 Bacteremia deA. marginaleem eritrcitos de bovinos. Modelo propost
por Kocan et al. 2003

2.4 Diagn0sticos

Os sinais clinicos de anaplasmose nio sdo espscificnecessaria a pesquisa direta
do agente, antigenos ou anticorpos (VIDOTTO & MARRRDO1). O diagnostico anatomico
patologico é realizado por verificacdo de alteragdes orgdos. As alteragdes macroscopicas
mais presentes sao sangue fino, aquoso e ictesramteristicos de soros anémicos. Pode
ocorrer hepatoesplenomegalia, rins aumentadosueosswesicula biliar distendida com bile
densa e grumosa, e congestao cerebral (VIDOTTO &MKA 2001).

A pesquisa do parasita pode ser realizada em agbiregde sangue de animais
clinicamente infectados coradas com Giemsa durantase aguda. Entretanto, os sinais

clinicos ndo sdo evidentes em animais no periodimaldacdo ou em animais portadores.
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Desta forma, a infeccdo € geralmente diagnostipati analise soroldgica de anticorpos e
por métodos de deteccao molecular (AUBRY & GEALE PO

Varios testes soroldgicos tém sido utilizados Eatados epidemioldgicos. A fixacao
de complemento (CF), ensaio de aglutinacdo capiteraio de aglutinacdo em cartdo (CAT),
imunofluorescéncia indireta (IFA) &nzyme Linked Immuno Sorbent Asq&LISA)
(AUBRY & GEALE 2011). ELISA e o CAT séo os testeg@dgicos mais empregados para
identificacdo de animais infectados (OIE 2008).tdesle Polymerase Chain Reaction (PCR)
sao capazes de detectar a presenca de baixo aiparadsita em animais portadores e também
no carrapato (AUBRY & GEALE 2011).

O diagnostico de sub-inoculacdo de animais suspeito bezerros espleneclonizados
com 4 a 8 semanas é o método mais antigo (COETZHEE 2006a). Neste método, se 0
bezerro doador estivesse infectado poderia semaui®e a presenca d& marginalenos
esfregacos sanguineos dos receptores (AUBRY & GEZQEL). Entretanto, este método
tem elevado custo e questionamento sobre eticamae animais, uma vez que, 0S animais
subinoculados comi\. marginaledevem ser sacrificados (OIE 2008). Os testes téim s
validados com pesquisa, deteccdo microscopicad.denarginaleou a comparagcdo com
métodos sorologicos, ELISA e PCR (AUBRY & GEALE 201

Uma possivel estratégia de diagnostico seria aulag&o de amostras suspeitas em
camundongos Balb/c. Santos et al. (2013) relatayaena infeccdo dé&. marginalepode
ocorrer nestes animais, com uma dose subclini@x#@ células-infectadas/mL foi possivel

ver perda de pesos ou mesmo morte, 0s mesmas slimicos observados nos bovinos.
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2.5Proteinas envolvidas no processo infeccioso.

Isolados deA. marginalediferem quanto a antigenicidade, morfologia, \éndia,
transmissibilidade e habilidade para inducdo d®ditos T (PALMER 1989a). Diferencas
gendtipicas e fenotipicas de proteinas estrutuéanrs sido observadas entre isoladosAde
marginale(VISSER et al. 1992; MUSOKE et al. 1996). A menmaraelular déA. marginale
possui multiplos polipeptideos expostos com ep#&opmunogénicos a linfécitos B
(MUSOKE et al. 1996; TEBELE et al. 1991; PALMER &OMGUIRRE 1984). Entre elas, as
proteinas de superficie de membrana MSPla, MSP1®RP2Y1 MSP3, MSP4, e MSP5
apresentam regides proteicas conservadas, espeqgifica linfocitos B e sdo alvos para o
desenvolvimento de vacinas recombinantes (TEBELEI.el991; OBERLE et al. 1993;
PALMER 1989b; MUSOKE et al. 1996). Elas sao exppsgpodem estar envolvidas em
funcdes de transportes de nutrientes, fixacao&sao de células hospedeiras. Epitopos de
algumas destas proteinas foram demonstrados estavieas na invasao através de bloqueio
de anticorpos especificos (MCGAREY & ALLRED 1994) @ara mecanismo de morte
celular por célulakillers mediado por anticorpos (CANTOR et al. 1993).

A MSP1a deA. marginale é uma proteina de 70-100 kDa codificada por une gk
copia Unicamspla mantida na superficie por todo ciclo do periodgi@écioso em bovinos e
em carrapatos (KOCAN & DE LA FUENTE 2003). Anticogespecificos contra MSP1la
tem mostrado reducdo da infectividade Ae marginale em bovinos pelo carrapato
Dermacentor variabilisO anticorpo monoclonal Ana22B1 (MADb) é utilizapor reconhecer
um epitopo localizado na regido de aderénciA.dmarginalede células hospedeiras, ponto
fundamental para iniciagdo do processo infeccids@apacidade para induzir anticorpos

neutralizantes que contribuem para a imunidadesfm@ em bovinos torna o gene MSP1la
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como um alvo atraente para o desenvolvimento daswacinas (KOCAN et al. 2003; DE
LA FUENTE et al. 2003; MICHELON et al. 2006; KOCA#{ al. 2010).

A proteina MSP1a esta envolvida na adesdA.daarginaleem células de carrapatos
e eritrocitos de bovino ocasionando o quadro delasmose bovina enfermidade (AUBRY
& GEALY 2011; CABEZAS-CRUZ et al. 2013). A MSPlagsui uma regido conservada
repetitiva de 28-29 aminoacidos na sua porcao atemoinal, que € responsavel para a
adesédo as células de eritrécitos de bovinos easetié carrapatos (KOCAN et al. 2003; DE
LA FUENTE et al. 2003).

Os isolados dé&. marginaleapresentam variacoes do numero de copias desém reg
conservada, e tem sido usada como marcador gemgtiespécie (KOCAN et al. 2003; DE
LA FOUNTE et al. 2003; MACHADO et al. 2015; DA SllA/et al.2016). Também por este
motivo, a MSPla tem sido relatada escapeda imunidade durante a enfermidade pelo
polimorfismo em dominio onde epitopos estdo asdosiacom anticorpos neutralizantes
(ALLRED et al. 1993; AUBRY & GEALY 2011; CABEZAS-CBZ et al. 2013). Além da
MSP1a, outras proteinas estdo envolvidas na iovdeacélulas hospedeiras, as proteinas,
MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4, e MSP5 atuam no fenOmemovatiacdo antigénica
estabelecendo infeccbes persistentes, Figura - ICHELON et al. 2006; KOCAN et al.
2003).

As proteinas de membrana d& marginale AM779, AM854, OMP7/9 sé&o
classificadas imunologicamente como antigenos subdmtes com capacidade de estimular
os linfécitos T CD4+ em animais imunizados (LOPEEZ a. 2008). A analise de
bioinformética relata que AM779, AM854, OMP7/9 poms1 regides amplamente
conservadas para epitopos de linfocitos B (DARKakt2011). As participacdo destas

proteinas como antigenos subdominantes geram aspettvantes para o desenvolvimento
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de vacinas (PALMER et al. 2012; ALBARRAK et al. 201SETTE & RAPPUOLI 2010;

LOPEZ et al. 2008).

2.6Estado da arte das vacinas comercialmente empregaglano controle de

anaplasmose.

2.6.1 Historico

A protecdo contra anaplamose bovina tem sido olyiela desenvolvimento de
vacinas com cepa dAnaplasmose marginalatenuada (RISTIC et al. 1968). A cepa €
submetida a mutacdo por exposicao de radiacdo, @dénepiques em cervideos e ovelhas.
Este processo gera resposta imunologica humoraluac (RISTIC & CARSON 1977). A
utilizacdo da vacina atenuada tem dado resultadosaditorios, sendo inécua em um e
gerado em outro (TURTON et al. 1998; BOCK & DE VQ@801). Nos Estados Unidos
vacinas derivadas de eritrocitos parasitados tatado utilizadas, ha relatos de casos graves
de reacdes colaterais nos animais vacinados, &l Bxssa pratica ndo é permitida, pois a
utilizacdo deste método pode gerar a propagac@iog@tica e disseminacdo de outros
patégenos. (GONCALVES 2000). Além dissso, as daagams sdo o elevado custo de
producdo, eficécia, e a dificuldade de se manter cexdeia de distribuicéo.

O emprego de proteina purificada da membrana extde. marginaletem gerado
protecdo de animais desafiados tanto com isolaolm®logos ou heterdlogos (TEBELE et al.
1991; PALMER et al. 1994b). A imunizacdo de bovirmsn proteinas de superficie de
Anaplasma centralatenuada ou proteinas recombinantes MSP1, indiegéo com reducao
significativa do quadro de anaplasmose, em com@aregm animais imunizados apenas com

adjuvantes e desafiados cédmmarginale(PALMER et al. 1986; 1988a; 1989b). A protecao
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gerada pela imunizacdo de animais com antigeno M8Rhaplasma centrale® na verdade,
um complexo proteico contendo MSP1a/MSP1b, MSP2qutegem os animais imunizados
de isolados d&. marginale homoélogos ou heterdlogos.

A imunizacdo dos animais com este tipo de vacimaod&ra que os polipeptideos da
membrana externa dénaplasmacentrale sdo responsaveis pela resposta protetora contra
anaplasmose aguda. Entretanto, a protecdo nadatnu@iou completa. A protecao vacinal
completa pode ser obtida avaliando formula¢cdesna&éicom novos adjuvantes, variando
quantidade de proteina na dose, ou a incluséo fdeewlies imundégenos na composicao
vacinal (MUSOKE et al. 1996).

A pesquisa e o desenvolvimento de vacinas recomtgnabtida da fermentacdo de
microrganismos geneticamente modificado reduz ¢ocds producéo e pode fornecer uma
padronizacdo na producado de vacinas contra anapas(RALMER 1989a). Para obtencao
de antigenos recombinantes o vetor de expressabO@m$plaemEscherichia colitem sido
utilizado para obtencdo de MSP1laAdemarginale Tem sido utilizado a expresséo conjugada
com o antigeno MSP1b em plasmideo pETi§d1bemE. coli (TAMEKUNI et al. 2009) ou
conjugado em quimera com proteina de carrapato UBEUENTA et. al., 2011). Outro
vetor, pQE30 emMycobacterium,tem sido empregado para producdo de proteind.de
marginale(MICHELON, et al. 2006).

Uma nova estratégia que vem sendo utilizada éam@iac de peptideos sinteticos. A
utilizacdo dos peptideos STSSQL e SEASTSSQLGA eupay de camundongos Balb/c
apresentou reducdo do numero de eritrocitos irdest&m comparagcdo ao grupo controle
(SANTOS et al. 2013). No entanto, alguns sinaisiads da infeccao foram observados como
perda de peso ou mesmo morte apés infeccdo comdao8elGcel/mL deA. marginale

(SANTOS et al. 2013).
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Até o momento, nenhuma das vacinas utilizadas @bcatodos os fatores desejaveis
que justificassem sua producao, eficacia, inod#daonfianca, baixo custo de producéo e
cadeia de distribuicdo eficiente. Assim, o desenm@nto de vacinas recombinantes ainda
acumula confianca ao produto final. Como a doerassa& graves perdas econdémicas em
economias exportadoras de derivados bovinos nasteatégias para o desenvolvimento de

vacinas continuam imprescindiveis para minimizée gspacto.

2.6.2 Candidatos a vacinas recombinantes

A cepa deA. marginalepor ser uma bactéria intracelular obrigatoria ezquondicdes
especiais de cultivo, tais como, aquisicado de megosultura especificos e despendiosos, e o
uso de célula hospedeira para infeccdo e parasiti@fOPE et al. 2004). Vacinas
recombinantes tem sido uma alternativa para ateesder demanda de producdo de antigenos.
Genes codificados commspsforam identificados como candidatos vacinais puauzir
simultaneamente respostas direcionadas a linfo®8tes T (BROWN et al. 1998; 2001;
PALMER et al. 1999). Os genessp2 msp4 msp5 opag2 e opag3de A. marginalesao
considerados genes ortélogos e estdo presente®remldcdes vacinais de cepa viva de
Anaplasma centrale(SHKAP et al. 2002ab; MOLAD et al. 2004). Esses ggersao
conservados e suas formulagfes vacinais j& mastralgum avango na protecdo cruzada a
diferentes estirpes de marginale(BROWN et al. 1998; 2001; PALMER et al. 1999).

A obtencdo de antigenos recombinantes tem utilizademprego de vetores de
Escherichia coli Atualmente, a construcdo de vetores Estherichia colié direcionada
principalmente aos genesspladevido sua importancia comprovada pela adesaoéaras

hospedeira (MCGAREY et al. 1994; DE LA FUENTE et 2001c). A Mycobacterium
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também tem sido empregado para producdo de prd#sida recombinante (MICHELON
et al. 2006).

A expressdo conjugada de subunidades MSPla e M&PAb marginale também
tem sido utilizado entscherichia colicom relativa eficacia (TAMEKUNI et al. 2009).
Segundo autores, 0 conjugado das subunidades M@8Rab foram construidos contendo
um segmento estrutural com 6 residuos de histidinasaudal como estratégia de purificacédo
e os resultados foram satisfatérios (TAMEKUNI et24109).

As proteinas AM779, AM854 estao intimamente relaattas a trés proteinas, OMPs
7/8/9 ou OMP7/9. As proteinas OMP7/9 sao codifisggar trés genes em conjunto ém
marginale St. Maries apresentando de 70 a 75% de similaxidaata as trés OMPs
(BRAYTON et al. 2005; NOH et al. 2006). Segundonia et al. (2012), estas proteinas
AM779, AM854 e OMP7/9 sdo consideradas proteingmitantes no processo de infeccao
do parasita e candidatas a uso como vacinas repantbs. As proteinas AM779, AM854 e
OMP7/9 possuem epitopos conservados direcionatio®eitos B e sdo consideradas como
antigenos imunologicamente subdominantes com agdeide estimular os linfécitos T CD4

+ (DARK et al. 2011; LOPEZ et al. 2008).

2.6.3 Regides imunodominantes da proteina MSP1la

O complexo MSP1 é constituido por MSP1a e MSP1prodeina MSP1b possui trés
(3) regides denominadas de MSP1bl, MSP1b2 e MSPdbBequéncias de aminoacidos
destas regides revelam polipeptidios com elevadaolugia global (VISESHAKUL et al.
2000). Entretanto, as regifes do polipeptideos M3Ribssuem numerosas substituicdes de
aminoacidos em comparacdo ao MSP1bl. Estas sifigupodem estar envolvidas na

diversidade antigénica e reconhecimento do sistemme (VISESHAKUL et al. 2000).
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Varios estudos reportaram sequencias imunodomimae um deles, duas sequenicas

imunodominantes STSSQLGGGSSTSSQLGGGSSTSSQL e

SEASTSSQLGAGGGSSEASTSSQLGA foram demonstradas pdposta humoral com

animais com anaplasmose (SANTOS et al. 2013).

Estudos mostraram regides repetidas na MSP1a ®gume preditas como epitopos B.
Estas sequéncias foram reconhecidas por anticampmsoclonais (KANO et al. 2008;
SANTOS et al. 2013). Tais regides sédo conservadias eepas heterélogas Ae marginale
(PALMER et al. 1986; MCGAREY & ALLRED 1994). Outrestudo identificou outra
sequéncia SSAGGQQQESS imunodominante a partir des sanimais infectados com
anaplasmose (SANTOS et al. 2013). Em experimentya bezerros imunizados com
peptideos SSAGGQQQESS observaram protecdo parocgladimais apds desafios com
cepas homologas e heterélogasAdenarginale(CANTOR et al. 1993; ONATE et al. 2003;
SANTOS et al. 2013). E por fim, estudo mostrou que sequéncia
YLHSNVEQATKDLMASEFAMMTFGGIMTCA foi considerada umaegidao conservada e
corresponde a uma proteina transmembrana preseggmlipeptideos MSP1bl, MSP1b2 e
MSPblpg (BARBET & ALLRED 1991). Esta sequencia aprdga potencial para aplicacéo

de vacinas recombinantes.

2.7 Justificativa

A anaplasmose bovina se caracteriza por anemiasgderada a graves , febre, perda
de peso, diminuicdo da producéo de leite, abortooge nos animais, e por conseguinte
levando os paises produtores de gado bovino agpeotmbmicas. Até o momento, nenhuma
das vacinas acumulou todas os requisitos, tais @reficacia, inocuidade, baixo custo de

producdo e cadeia de distribuicdo eficiente. O rdedeimento de vacinas recombinantes
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ainda acumula desconfianca e novas estratégia® ghasenvolvimento de vacinas continuam
sendo imprescindiveis para minimizar este impacto.

Neste estudo, produzimos uma proteina recombirti#emarginalea partir de uma
estratégia inovadora de utilizar DNA sintetico ¢mdindo epitopos dos principais antigenos
de A. marginaleem uma proteina so. Os resultados obtidos nessatedenciam a proteina
quimérica como um potencial candidato vacinal, pmscamundongos Balb/c vacinados
continuaram sem sintomatologia apos 56 dias ddidesam uma dose subclinica. E como o
mercado ainda confia no desenvolvimento de umanaacontra anaplasmose bovina, nos
acreditamos que esta estratégia inovadora de DNA#étsio com mais epitopos

imunodominantes podera alcancar o objetivo de nizaino impacto desta doenca.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a protecdo vacinal de camundongos Balb/anizados com proteina
recombinante MSP1a/OMP7/9 Aemarginaleemulsificada em adjuvante oleoso e desafiados

com cepa virulenta. marginaleUFMG2.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Avaliar hidrofobicidade, acessibilidade, antigedémle e flexibilidade de regides
protéicas de MSPla e OMP7/9 para obtencédo e sigtéseca de sequencia génica
mspla/omp7/9

» Clonar sequéncia génica obtida correspondente @itgpes de MSP1a/OMP7/9 em
plasmideo pGEM

» Subclonar o genenspla/omp7/m vetor de expressdo pHT43 e transformar em
Escherichia coli

» Purificar a proteina MSP1a/OMP7/9 com uso de coldeaafinidade Ni-NTA
superflow 6xHis tagged QIAGEN.

» Comprovar a antigenicidade da proteina MSP1a/OMBGM soro primario oriundo
de bezerros com anaplasmose aguda.

» Realizar ensaios imunolégicos em Balb/c com a ftag@io vacinal constituida de
MSP1a/OMP7/9 emulsificada em adjuvante ISA 50 \ffbsterior desafio com cepa
patogénica dé. marginaleUFMG2.

» Avaliar a resposta imune por exames hematoléglmosuimicos e leucogramas dos
grupos experimentais imunizados e desafiados cepaggnica deA. marginale

UFMG2.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Ferramentas de Bioinforméatica usada na selecdo deigopos vacinais

Os programas computacionais foram empregados tiaeada epitopos dominante de
MSPla e subdominante OMP7/9 de marginale Genbank: JN564640.1 Stains Maries

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein). Essas reg@®eA. marginaleforam preditas com uso

da ferramenta de bioinformatidmamune Epitope DatabasAnalysis Resource — IEDB

Analysis Resource (http://tools.immuneepitope.oriim

Avaliaram sequéncias génicas do aminoacido 15°588 &40 MSPla e 1° ao 58°
aminoacidos das OMP7, OMP8 e OMP9 (Figura - 5).pfedicdes de aminoacidos das
proteinas OMP7/9 e de MSP1a permitiram determiegides potenciais para desenho de
gene sintético. O gene sintético de regides seladms foi quimicamente sintetizado e
adquirido pela empresa IDT. Foi adicionada ao gssguéncia génica correspondente a
histidina na extremidade aminoterminal da protelistia inclusdo permite utilizacdo na etapa
de purificacdo. Para a selecdo das regides potenedSPla e OMP7/9 foi considerado em
cada epitopos a relacéo de antigenicidade, flédaloie e a capacidade de estimular resposta a

linfocitos B e T (Figura — 5).
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Figura — 5 Proteinas OMP7/9 e MSP1a dA. marginale(Genbank: JN564640.1 tr. St. Maries). Alinhamentos de
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40



41

4.2 Gene Sintético — IDT e Clonagem do gemaspla/omp7/9

O gene sintéticonspla/omp7/Zom sequéncia de epitopos dominantes de MSP1la e
Omp7/9 deA. marginale(Genbank: JN564640.1 Str. St. Maries) (Figura,<d)obtido pela
empresa IDT com alteracbes em seus codons que tpanmiuma correta expressao no
hospedeirdscherichia colcepa DHoF'1Q sem alteracdo da sequencia original da patein
contendo sitios para as enzimas de restiBgaoHle Sma |
BamHi  EcoRI His-tag Enterokinase

\/ v V.
bﬁﬂ CATCATCACCATCACCAT GATGATGACGATAAG

Xbal Apal Sacll mspla epitopo 1

\/ v

Tctag ccgcgg  TCGACGTCTTCCCAGCTTGGAGGCGGATCTTCAACGTCTA
GTCAACTGGGCGGAGGTTCAAGCACTTCATCCCAGCTT

Paml Spel Apal mspla epitopo 2

vy

AcgcgflErgggccc  AGTACGTCCTCACAGCTTAGCGAAGCATCTACCAGTAGTC
AGTTAGGCGCG

Sacll Xhol Miul  omp7/9 epitopo 1

v V)
CegegieEacgcgt GGAAGCTCCGCTGTTGCCGCTGGCTTCGGGGGCGACGACA

CGGATTTCTATCTCGGTTTTGGTTTG

Xhol Spel EcoRV omp7/9 epitopo 2
VAR 2 \
thgagjl/tat(: GATATCGAAATACCGGCTGTTGCGGCAAACACGTTC

GGAGCCAATTACTGCTACGATGTCAGCACCGTTAACATGGGAGGCCTGAG
EcoRV Stop codon
CCCGta*S
Sma |

Figura — 6 Gene sintéticamspla/omp7/@e A. marginaleGenbank: JN564640.1 tr. St. Maries.
Enzimas, His-tag, epitoposstop cdédorestdo destacados em negrito.
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O gene quimérico foi clonado no plasmideo pGEM ERgyela reacdo com DNA
Ligase (Figura — 7). O plasmideo contendo o fragmm@NA alvo deA. marginalefoi
inserido emEscherichia colipor eletroporacdo com 1900mv e semeadas em meiaghB
contendo 100upg/pl ampicilina, 0,IMUIPTG, 40 pg/ml X-gal (LB amp IPTG X-gal) para
selecdo de coldnias brancas Escherichia colipGEM-mspla/omp7/Yesistentes. Varias
colonias brancas transformantes foram incubadas matracdo plasmidial conforme

protocolo Miniprep (QIAGEN) e verificacdo da clomag por PCR.

4.3 Construcao vetor expressao pHT43aspla/omp7/9

ApoOs a selecéo da colbnia contendo o plasmideontg@ioante pGEMmspla/omp7/9,
o mesmo foi extraido conforme especificacbes toidante QIAGEN e analisado em gel
agarose 1%. Em seguida, procedeu a digestdo dmipgles pGEMmspla/omp7/Scom
enzimasBamHI e Sma le analise em gel agarose 1%. Em seguida foi eglglia digestdo do
vetor de expressao pHT43 e do pGEiMpla/omp7/@¢omBamHI e Smal(Figura — 8). Apos
corrida em gel agarose identificou bandas corredpaes ao fragmento clonado
mspla/omp7/9e bandas do plasmideo pHT43. Foram realizadosescotias bandas
correspondentes com purificacdo do fragmento atiio kit QIAGEN, seguindo as
especificagcdes do fabricante. A ligacdo do fragmenspla/Omp7/Qurificado ao vetor

pHT43 foi realizada com uso da DNA ligase a 16°€rnight.



43
Gene Sintético mspla/omp7/9

msplaepitopo 1
| Soo] S R FR R = CI NN ESERGEIFAEIRSE- TCGACGTCTT CCCAGCTGGG GGGCGGATCT TCAACGTCTA GTCAAGGG CGGAGGTTCA AGCACTTCAT CCCAGCTT-
msplaepitopo 2 omp7/9 epitopo 1
ENEEEYE- AGTACGTCCT CACAGCTTAG CGAAGCATCT ACCAGTAGTC AGTTAGCGCGEBINEVN-GGAAGCTCCG CTGTTGCCGC TGGCTTCGGG
omp7/9 epitopo 2

GGCGACGACA CGGATTTCTA TCTCGGTTTT GGTTTRQUEIESILEIRLIR-CAAATACCGG CTGTTGCGGC AAACACGTTC GGAGCCAATT ACTGCACGA TGTCAGCACC
GTTAACATGG GAGGCCTGAG CCCOHzivESi(e]oofe]e o] SRS

NTPs + DNA Ligase
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Figura — 7 Fluxograma da etapa de clonagem e extrag plasmidial do genesnspla/omp7/@eA. marginale(Genbank: JIN564640.1 Str. St. Maries)
em plasmideo pGEM EASY 3000bp.



Purificac¢io Digestio Enzimatica

Ligacao DNA/VETOR

pGEM-

mspla/omp7/9

!

BamHI/Smal

!

DNA

mspla/Om7/9

1

mspla/omp7/9

!

mspla/omp7/9

16°C overnigf

pHT43
8057bps

!

BamHI/Smal

1

Vetor Expresséo

Digerido

™,

ColE1 ori®

pHT43 lacl
g 8057 bps

Pgrac / Promotor Pgrac
SP amyQ g Kprl
[\ f

44

Figura — 8 Fluxograma da etapa de subclonagem genmspla/omp7/@e A. marginale(Genbank: JN564640.1 tr. St. Maries) em plasmidec

pHT43 8057bps.
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ApoOs subclonagem do fragmentmspla/omp7/9ao vetor pHT43 realizou a
transformacdo do plasmideo pHTdABpla/omp7/9em células deEscherichia coli
DH5aF1Q. A transformacdo d&scherichia coliDH5aF 1Q com vetor expressdo pHT43-
mspla/omp7/90i realizada pelo método de transformacdo quirnma CaCJ seguida de
incubacado a 37°C por 1 hora. As culturagdeherichia colDH50F IQ transformadas foram
incubadas em meio LB contendo ampicilina para fesati transformantes contendo o
plasmideo pHT43nspla/omp7/9Uma fracdo da cultura incubada foi coletada pateacao
plasmidial e comprovacdo da transformacadedeherichia coliDH50F IQ com plasmideo
pHT43-mspla/omp7/9Estes procedimentos permitiram a confirmacao utelesnagem do
plasmideo pHT43aspla/omp7/%m Escherichia coliDH5aF"1Q. Cultivo de Escherichia
coli DH5aF’1Q foi realizado em meio LB com amrpicilina e uzilas com IPTG para analise

da expresséao da proteina recombinante.

4.4 Determinagdo da massa molecular da proteina MSP1aMP7/9

A massa molecular da proteina MSP1a/OMP7/9 foiizadd utilizando software

ProtParam tool proposto por Gasteiger et al 2005 e disponivel em

http://web.expasy.org/protparam. A predicdo redbzadeterminou massa molecular de

17Kda, confirmadas nas etapas experimentais.
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4.5Analises de sistemas de inducdo descherichia coliDH5aF 1Q com pHT43-

mspla/omp7/9

A expressédo da proteina MSP1a/OMP7/9Esuherichia coliDH5aF 1Q foi avaliada
sob dupla inducdo de IPTG 1Mm em meio de culturadoin ampicilina a 37°C. Nas
primeiras horas de cultivo até crescimento aténgkbraD.O600nm (0,6) a temperatura foi
mantida a 37°C. Em seguida adicionou IPTG 1mM cqusta da temperatura para 28°C.
Uma segunda inducdo com IPTG 1mM foi realizada a@pdsoras da primeira inducao.
Amostras foram coletadas no tempo zero (0) antdadiado, oito (8) horas apds primeira
inducéo, dezesseis (16) horas apds primeira inducéo

Avaliaram ainda os sistemas de inducdo com lacogser autoinducdo. No cultivo
induzido com lactose, ap0s a cultura atingir a D@®n (0,6) adicionou a concentracao de
10g/L de lactose permanecendo a 37°C por 16h. $fensa de autoinducéo utilizou meio LB
enriguecido com solugédo 50X 5052 e solugao 20X NFRasa producéo de 50 mL de meio LB
enriquecido foi necesséario 46,5mL de meio LB addescle 1mL da solucdo 50X 5052,
2,5mL de solugdo 20X NPS, 50uL MgSOM e 50pL ampicilina. A solugdo 50X 5052 foi
composta por 12,6g/mL glicerol, 25g/L glicose, 1MO@ctose. A solugcdo 20X NPS por
NH,SO, 66 g/L, KH,PO, 136 g/L, NaHP® 142g/L pH 6,75. No cultivo de autoinducdo a
colonia inoculada em meio LB enriquecido foi incdéda 37°C sob agitagéo por 16h.

Amostras dos cultivos induzidos por foram IPTG,tdae ou autoindugédo foram
tratadas com tampéao desnaturante constituido margll 20% v/v; SDS 4% pl/v; Tris pH 6,8
100mM; Azul de bromofenol 0,2% p/v; beta-mercagtaabl 200mM. As amostras foram
fervidas por 10 min e analisadas em gel SDS PAGE. & amostras foram aplicadas ao gel

na proporcao del? amostra e 18 de tampéao desnaturante.
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4.6 Caracterizacdo da antigenicidade de MSP1a/OMP7/9 p&DS-PAGE, Western

Blotting

Ao final do cultivo foi realizada a lise celular daultura de Escherichia coli
DH5aF"1Q transformada. Toda cultura foi centrifugadé080 g por 10 min. Npelletobtido
correspondente a 50mL de cultura foi adicionadan®,Sle tampao MCAC constituido de
20mM tris pH 7.9; 0,5% p/v NaCl; 10% v/v de gliceradicionou em seguida 26 de triton-
X100. Realizou congelamento em nitrogénio liquiddescongelamento a 37°C em banho-
maria para a ruptura celular. Ao final as amodtesn centrifugadas a 20.000 g por 15min.

O lisado deEscherichia coliDH5aF IQ transformada foi filtrado em membrana
0,22um e purificado por cromatografia por afinidade izdihdo Ni-NTA superflow 6xHis
tagged QIAGEN. A purificacdo foi realizada com ukotampdes constituido de Tris 20mM
pH 7,9; 0,5M NaCl, e 10% v/v de glicerol ajustadoglores de pH 8, 6 e 3. Tampao com pH
8 foi utilizado na etapa de ligacéo, pH 6 na etsgwéavagem, pH 3 na etapa de eluicéo.

A purificacao foi iniciada com passagem do tampédpcorrespondentes a 10 vezes
o volume da coluna, com fluxo de 1,5mL/min. Em seégudoi adicionado a coluna Ni-NTA
superflow 6xHis tagge@IAGEN o lisado previamente filtrado ao mesmo dwperacional.
Apdbs passagem do volume do lisado, adicionou coroftle 1,5mL/min o tampé&o pH 6 com
10 vezes o volume da coluna para retirada de pasendesejadas sem afinidade com a
coluna. Na ultima etapa seguindo o mesmo volunhaxe tinteriores foi adicionado o tampao
pH 3 para eluir a proteina alvo. Nesta etapa aaletdracées em microtubos e armazenados a
-20°C. Apos utilizacdo, a coluna Ni-NTA superflowHis tagged QIAGEN foi armazenada
com solucdo de etanol 20% a 4°C. Amostra da p@tésSP1a/OMP7/9 purificada foi

preparada e analisada em gel SDS-PAGE 15%. Apbisoeanalises powestern blotting
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No procedimento deVestern blottingpanda da proteina purificada no Gel SDS-PAGE
15% foi transferida para membrana de nitrocelukesgiido o protocolo BioRad. Utilizou o
anticorpo primario oriundo soro de bezerros conpksaose bovina obtido em fazenda na
regido de Gurupi, Estado do Tocantins. No contnglgativo foi utilizado soro de bezerros
saudaveis. O anticorpo secundafinti-BovinelgG - rabbit A8917 Sigma conjugado com
peroxidase na propor¢do 1:2.000 e 0,05%v/v do matbsB,3-Diaminobenzidine (DAB)

foram utilizados para certificar a reatividade camproteina MSP1a/OMP7/9.

4.7Enzyme Linked Immunosorbent Assdi£LISA).

A quantifificacdo de IgG das amostras sorol6gide®),((T1), (T2), (T3) de grupos
experimentais foram realizadas por ELISA correspotes aos dias 21, 42 e 56,
respectivamente, antes do desafio com 3x#)/mL A. Marginale (Santos et al. 2013;
Silvestre et al 2014). Foram utilizadas microplada®©6 pocos (Nunc MaxiSorp®) contendo
100pL solugéo tampéo pH 9.6 com concentracao dép@gg de MSP1a/OMP7/9. A placa
foi sensibilizadavernighta 4°C. Apos, os pocos foram bloqueados com 10@udotlicao de
PBS-caseina (2%) por 1h a temperatura ambientesdgmida, as placas foram lavadas por
(4) vezes com solugéo PBS-Tween 20 (0,05%).

Soros de animais de grupos experimentais foramddguna propor¢cdo de 1:50 em
solucdo PBS-Tween 20 (0,05%). Foram adicionadopagss 100uL de soro diluidos (1:50),
em seguida incuboovernigha 4°C. Apds, a placa foi lavada por (3) vezes @B-Tween
20 (0,05%). Foi adicionado 100puL deti-mousdgG peroxidase conjugatésigma, USA) na
propor¢cdo de 1:10.000 com uso de solucdo PBS-Teassina (0,25%). A placa foi
protegida da luz e incubadaernigha 4°C. Lavou por (3) vezes com solugdo PBS-Twé&en 2

(0,05%). Adicionou 50uL de TMB (BD Biosciences, USA reacéo foi bloqueada com 32l
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de HSO, 2,5M. A leitura da densidade optica foi medideb@rn e os valores superiores ao
cut off foram considerados positivos. €t off foi determinado pela média de leitura do

controle negativo somados a duas vezes o0 desvidgad

4.8 Formulacao da vacina oleosa.

A proteina recombinante purificada foi emulsificaa 6leo ISA 50 V2 SEPPIC. A
fase agquosa da vacina foi constituida por 22% deejma e a fase oleosa por 78% de 6leo
ISA 50 V2 SEPPIC. A emulsao vacinal foi realizadancuso de duas (2) seringas de 10mL
esterilizadas e conectadas entre si por meio dgume#na de silicone. Adicionou o volume das
fracOes aquosa e oleosa na seringa com passagg@addate todo o volume para outra seringa
por 10 min. A concentracdo final de proteina redoante na vacina formulada foi

correspondente a 0,144 /mL.

4.9Imunizac¢des de camundongos Balb/c.

O grupo experimental foi constituido por camund@nBalb/c de 7 meses de idade
divididos em 4 grupos. Grupos de sete (7) camunmoBglb/c foram destinadas avaliacdo da
proteina recombinante associada a PBS, e setarf{)ncdlongos Balb/c destinada a avaliacéo
da proteina recombinante emulsificada em o6leo ISA \B. Grupos de cinco (5)
camundongos Balb/c foram destinados a avaliac@asdess do 6leo ISA 50 V2 e cinco (5)
camundongos Balb/c para PBS, constituindo o groptrale do experimento (Figura — 9).

Em cada grupo experimental o volume de 100ul dend@cédo foi inoculado nos
animais por via intramuscular. No grupo de aninm@isnizados a concentracdo da proteina

recombinante MSP1a/OMP7/9 na vacina foi de Qu44mL. As imunizacdes foram
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realizadas nos tempos 0, 21, 42 dias ap0s primoagio. Amostras de soro dos animais
foram coletadas em cada tempo para quantificac&ntieorpos especificos (WANG et al.
2015).

O nosso projeto de pesquisa foi subemetido sob mi@2&101.003595/2015-15 e
aprovado para a sua execucgio pelo pareceristam@ésszm de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal do Tocantins - UFT. O documedetaprovacéo esta em anexo.

24 Camundongos Balb/c

l

Inicio dos Experimentos
(Idade de 7 semanas)

W

cC ISA 50 V2 PTN+ PBS PTN+ISA
50V2
(5) (5) (7 (7)
100  PES 100plde dleo 0,144 pzpor 0,144 pz por
esteril. estéril mL vacina mL vacina

‘ Avaliagdo Clinica e Laboratorial |
v

=== Inocuidade e Toxicidade.

21 dias 21 dias 15 dias &k Miveis de Protecio
19D 0se -4 » 20005 4 »3°Doge ,“

> |

56 dias

pés-desafio Sorologia anti-MSP fa/0mp7 /9.

i e

Desafio B Analises clinica, hemograma,
72 horas 72 horas 72 horas Expeﬁ"?ntal: 10° leutograma; bioquimico &
Anaplasma Histopatologicos.
T, T T, marginale UFMG2 T, P g

- Imunogenicidade ¥acinal > T3

Figura — 9 Fluxograma ilustrando os grupos experimetais e as etapas de testes pré-
clinicos. Foram utilizados 24 camundongos Balb/c divididas quatros (4) grupos
experimentais: PBS; ISA 50V2; PTN +PBS E PTN +IS@ 2. Esses animais foram
submetidos a trés (3) doses de vacina em inten&loslias e submetidos ao desafio
experimental conA. marginaleUFMG2. Foram inoculados 100ul da formulacdo enmacad
grupo experimental (Silvestre et al. 2014) e gdiaatios niveis de IgG (Wang et al. 2015).
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4.10 Teste desafios com. marginaleUFMG2.

A cepa deA. marginale UFMG2 foi gentilmente cedida pelo Departamento de
Parasitologia do Instituto Ciéncias Biologicas daividrsidade Federal de Minas Gerais. O
protocolo de infeccdo e recuperacdo do parasitaitsegnforme o treinamento realizado no
ICB/UFMG. A cultura de células IDE8 de carrapatosificubada em meio de cultura L15B
completo suplementado com 7% de soro fetal bowno antibidtico. O parasi@. marginale
UFMG2 foi inoculado na cultura de células IDES euinado a 34°C por 15 dias. Em seguida
foi adicionada a solucéo de tripsina para descaotéoraas células hospedeiras.

Foi realizada a centrifugacdo da cultura a 90@0ax4°C por 20 min. @ellet celular
foi ressuspendido em 5mL de PBS 1X e centrifuga@06@0 xg a 4°C por 20 min. Apds o
pellet celular foi resssunpendido novamente com 1,5mIPB8 1x. A ruputura da célula
IDES8 e a liberacdo do parasita foram realizadagpppssagem dpelletem seringa estéril tipo
insulina com agulha dobrada por 15 vezes. Apésetafm realizou a centrifugacdo a 20§ x
a 4°C por 20 min e a coleta do marginaleUFM2.

A cultura deA. marginalefoi quantificada por cAmara de Neubauer com cdragio
de 6,54 x1Bcel/ml. A dose desafio foi preparada com solucdmdeulacéo constituida por
soro fetal bovino, glicose e PBS1X. Todos os carngds Balb/c foram desafiados com
uma dose subclinica de 3X1€elulas infectadas/mL dénaplama marginaleepa UFMG?2.
Os animais foram observados por 56 dias acompanlandriacdo de peso, observacdes de
mortes, sinais clinicos de agressividades, mudaacaloracdo e caracteristicas do pélo.

Ao final de 56 dias foram coletadas amostras dguamos animais sobreviventes
para realizacées de hemogramas e leucogramas. gtnadadoram eutanasiados e coletados
figados e bacos de camundongos Balb/c dos grupesierentais. A carga bacterémicaAle

marginaledos grupos experimentais foi realizada confornieeSire et al. 2014. O esfregaco
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sanguineo dos grupos experimentais foi realizado gotoracdo hematoxilina-eosina. A

Figura — 9 descreve as etapas de testes pre-slianadados em camundongos Balbl/c.

4.11 Analise estatistica

As diferencas entre grupos foram analisadas poo meiteste ANOVA. Teste de
Student foi utilizado para comparacao da perdaed® gorporal de camundongos Balb/c,
leucograma, eritrograma, creatinina, ureia, cargaagitaria. O valor dep(0,05) foi
considerado significativo estatisticamente. A a®afoi realizada utilizando GraphPad Prism

5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo do gene sintético e predicdo de sitides epitopos dominantes MSPla e

subdominate OMP7/9.

As analises computacionais permitiram obter infoyges de regibes potenciais das
proteinas OMP7/9 e MSP1a e inclusédo de sua segueaaomposicao do gene sintético. A
Figura — 10A ilustra o mapa génico correspondemgmteina recombinante MSP1a/OMP7/9
de A. marginale O alinhamento dos aminoacidos da proteina MSRMB/® de massa

molecular de 17Kda obtida pelo softwéetParam toolesta descrita na Figura - 10B.

5.2 Clonagem do gene sintético em pGEM e subclonagem vetor expressao pHT43.

A Figura — 11A mostra o perfil eletroforético camypando bandas de plasmideos de
colonias de Escherichia coli Nesta figura é observado os estados conformasiona
superenovelados, relaxado e linearizado dos plaampGEMmspla/omp7/9As bandas
correspondente ao pGEMspla/omp7/@ do vetor de expresséao digeridos estao preseates
Figura - 11B. O fragmento correspondentengpla/omp7/com 400pb, esta visualizado
juntamente com o vetor de expressao linearizadu(&i— 11C).

Na Figura — 11D observa o fragmemispla/omp7/@e A. marginalepurificado e a
Figura 11E o perfil eletroforético de nove (9) coés transformadas apds cultivo em meio
LB com ampicilina. Verifica que dentre as célulasdcherichia colDH5aF IQ apenas uma
colonia apresentou a banda referente ao fragmemaesgdla/omp7/@om 400pb. As demais

colénias apresentaram fragmentos préximos a 800pb.



54

A

msplaepitopo 1

| Solo] R g (R TR I CI( RIS EIRNSEIRSE- TCGACGTCTT CCCAGCTGGG GGGCGGATCT TCAACGTCTA GTCAAGGG CGGAGGTTCA AGCACTTCAT CCCAGCTT-

msplaepitopo 2 omp7/9 epitopo 1
EEIIESTEIRAE- AGTACGTCCT CACAGCTTAG CGAAGCATCT ACCAGTAGTC AGTTAGCGCGEEERAEIRNIN-GGAAGCTCCG CTGTTGCCGC TGGCTTCGGG
omp7/9 epitopo 2

GGCGACGACA CGGATTTCTA TCTCGGTTTT GGTTTOGIIESERITEY-GAAATACCGG CTGTTGCGGC AAACACGTTC GGAGCCAATT ACTGCACGA TGTCAGCACC
GTTAACATGG GAGGCCTGAG CCCUsJsiVaS (o] s)®fe]e[e]¢F

MIQKRKRTVS FRLVLMCTLL FVSLPITTKT SAVGSEFHHH HHHDDDIKSR GPPRSTSSQL GGGSSTSSQL GGGSSTSSTRTSESTSS QLSEASTSSQ LAPRLETRGSSAVAAGFGG DDTDFYLGFG
LLETSDIEEIP AVAANTFGAN DVSTVNM GGLSPDI

Figura — 10 Gene sintético IDT e o sequenciamente gheptideo A — Mapa génico correspondente a proteina recoml@nds8P1a/OMP7/9
de A. marginaleadquirido pela IDT BiotecnologidB — Sequenciamento de aminoacido da proteina recamiei MSP1a/OMP7/9 da.

marginale com massa molecular de 17kDa obtido petdtwareProtParam tooldesenvolvido por Gasteiger et al 2005 e dispdreve
http://web.expasy.org/protparam.
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Figura - 11. Construcdo da proteina recombinante. A) Analise eletroforética em gel de
agarose 1% dos plasmideos pGRidpla/omp7/9B — perfil eletroforético do plasmideo
pGEM-mspla/om7/9 digerido coBamHI e Sma I(canaleta 1) e pHT43 digeridos com
Bam HI e Sma | (canaletas 2-3)C — Perfil eletroforético do plasmideo pGEM-
mspla/omp7/Adigerido com BamHI e Smal (canaleta 1). O fragmet¢ 400pb foi
retirado para purificagdo. Na canaleta (2), apteserperfil do plasmideo pHT43intacto e
na canaleta (3) digerido. Esse fragmento tambéraxitisado para etapa de purificac@o.

— Perfil eletroforético do gene mspla/omp7/9 peaifio e com tamanho esperado de
400pb. E- Canaleta (5) apresenta o plasmideo pHM4pla/omp7/9%com fragmento
génicomspl/omp7/@ o plasmideo pHT43 digerido.



56

5.3 Ensaios de otimizacdo da expressdo e caractagdo da antigenicidade de

MSP1a/OMP7/9

A Figura -12A apresenta o perfil eletroforéticoaldtura induzida dé&scherichia coli
DH50F 1Q com dupla inducédo de IPTG 1mM. Nao foram ots#os na amostra anterior a
inducdo (TO) a presenca de proteinas com massauraiesuperior a 56kDa e de proteinas
com peso molecular compreendido entre 14-22kDateNesnpo de cultivo foi observado
proteinas com massa molecular compreendidos enftkDa256kDa. A proteina
MSP1a/OMP7/9 de massa molecular 17kDa n&o foi sadarno tempo (TO).

Na primeira inducdo (T8) (Figura — 12A) observamianaumero de proteinas em
maiores concentracdes. Neste tempo (T8) verificotepras com massa molecular superior a
56kDa com maior producdo de proteinas de massacubatecompreendidos entre 22kda-
56kDa. Na massa molecular compreendido entre 18dRBa observa uma forte e Unica
banda correspondente a proteina MSP1/OMP7/9 commelecular de 17kDa.

No outro tempo avaliado (T16) (Figura — 12A) é ewidado as mesmas proteinas
observadas no tempo (T8). A proteina MSP1a/OMP&/thdssa molecular 17kDa também
foi observada, entretanto, todas as bandas visdakz neste tempo (T16) apresentaram
menores niveis de expressao.

A analise da expressdo da proteina MSP1a/OMP7/¢a retapa possibilitou a
recuperacdo do sobrenadante da cultura lisadappaificacdo da proteina e formulagéo

vacinal
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Figura - 12 Perfil eletroforético e Analise de antigenicidade d

MSP1/OMP7/9 de cultura Escherichia coli DH5aF1Q induzida. A — Dupla
adicdo de IPTG 1mM a 28°C. TO - antes inducdo; Epaés 8 horas primeira
inducdo; T16 - apOs 16 horas primeira inducdo. Bdag as amostras foram
utilizadas a proporgcéo de 2uL de amostra e 18utangao desnaturantSeta
corresponde a posicdo equivalente a 17KBa-— Proteinas purificada por
cromatografia de troca i6nica com Niquel (caudahiidina). C - Western
Blotting da proteina recombinante MSP1a/OMP7/9 obtida déiveu de
Escherichia coli- DH5F'1Q induzido por IPTG 1mM. A proteina purificada
obtida SDS-PAGE 15% foi transferida para membranaittocelulose seguido o
protocolo BioRad. Utilizou como anticorpo primérspro de animais com
anaplasmose (soro positivo) e soro de animais saigdgsoro negativo) coletados
de bezerros em fazenda na regido de Gurupi do &sladlrocantinsD — Soro
negativo. Anticorpo secundariédnti-BovinelgG - rabbit A8917 Sigma com
conjugado peroxidase na propor¢cdo 1:2.000 e 0,06%\3-Diaminobenzidine
(DAB) foram utilizados para determinar a reatividadroteina recombinante
MSP1a/OMP7/9 com soro de animais doentes.

A inducdo permitiu a purificacdo da proteina MSPMP7/9 (Figura 12B). Os
resultados deimunoblotting confirmaram que o0s epitopos selecionados da peotei
recombinante MSP1a/OMP7/9 foram capazes de reagumsmanticorpos de bezerros com
anaplasmose. Soro de bezerro saudavel ndo foraeatirevelacdo foi realizada com uso do
anticorpo secundario da Sigma A8917 Anti-IgG bovimd,3-Diaminobenzidine (DAB)

(Figura — 12C-D). Esta € uma importante confirmagéoque a proteina MSP1a/OMP7/9
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apresenta potencialidade como antigeno vacinal pardrole da anaplasmose, 0 que
possibilitou a realizac&o dos testes pré-clinicocamundongos Balb/c.

Amostras soroldgicas das imunizagbes (T0), (T)),((T3) correspondentes aos dias
0, 21, 42 e 56, respectivamente, de grupos expetaise foram quantificadas quanto a
producao de IgG total. Na Figura — 13, observaygad de 1gG nos grupos MSP1a/OMP7/9
+ PBS e MSP1a/OMP7/9 + ISA.

Animais do grupo ISA apresentaram producdo de IgGretamente superior amitt
off. Nao foi observado producdo de IgG nos animaisgdgo PBS. Houve diferenca
significativa £<0,02 da imunizacao (T1) e (T3) de soro de Balb/c dgpgrMSP1a/OMP7/9
+ ISA, e maior resposta humorg@<Q,05 da imunizacao (T2) do grupo MSP1a/OMP7/9 +
ISA comparado a imunizacao (T2) do grupo MSP1a/OBIRPBS.

As demais imunizacdes nao apresentaram diferenigaficativas ©<0,05. A
proteina MSP1a/OMP7/9 apresentou capacidade parmnuEs a producdo de IgG.

Entretanto, o seu efeito foi potencializado nanva@mulsificada.
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Figura — 13. Determinacao de IgG ant-MSP1/OMP7/€. Grupos de camundongos
Balb/c submetidos imunizac¢a:1/D — N&o imunizado/nao desafiad®IN + PBS—
Grupos imunizados com MSP1a/OMP7/9 + PBSN + ISA — Grupos imunizados
com MSP1/OMP7/9 + ISA 50 VASA — Grupos com adjuvante ISA 50 V2BS -
Grupo controle com PBS*d<0,03; (*p<0,02). Os soros de Balb/c dos grupos
experimentais foram diluidos na proporgéao 1:50.
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5.4 Desafio e avaliacdo dos parametros clinicos,rhatolégicos e bioquimicos.

Ao término das imunizagcdes 0s grupos experimerftasm submetidos ao teste
desafio por cepa virulenta marginaleUFMG2. A cultura déA. marginalefoi ressuspendida
com solucédo inoculadora e administrada por via wi@ipea com dose subclinica de 3x10
cel/mL em cada animal do grupo. Os animais forasentados por 56 dias acompanhando os
sinais clinicos da doenca, mudanca de peso, céalora@aracteristica do pélo e morte. A
variacdo do peso corporal de Balb/c apds desafreétizada até o 42° dia.

A Figura 14A mostra a avaliacdo do peso corporaBale/c de cada grupo. Observa
gue os animais do grupo inoculado apenas com PESeaqou perda de peso corporal entre
0 23 - 27° dia. Este periodo de perda de peso @rpoincidiu com a fase aguda da doenca
com animais apresentando sinais clinicos de amapkese alta bacteremia (Figura 15A-D).
Os animais do grupo imunizado com o placebo ISA/8h&o apresentaram perda de peso
corporal. Entretanto, os sinais clinicos de anapbs® também foram observados (Figura -
15A-B).

Os sobreviventes dos grupos PBS e placebo ISA 58pv@sentaram ao final de 42°
dia pélos arrepiados e opacos. O grupo de animaisizados com ISA 50 V2 apresentaram
sinais caracteristicos da doenca sem ocorrénciaatee (Figura - 15A-B). Entretanto, no
grupo inoculado com PBS foram observadas morteandeais com percentagem final de
sobreviventes de 85% (Figura — 14B).

Os animais do grupo imunizado com MSP1a/OMP7/9 sifretddo com ISA 50 V2
apresentaram melhor controle de peso corporal péesentando sinais clinicos da doenca
(Figura — 15E-F). Os animais destes grupos apresantpélos lisos e brancos. Além disso, a
imunizacdo de camundongos Balb/c com a proteindsdioada MSP1a/OMP7/9 + ISA 50

V2 permitiram menor coeficiente de variacdo do pasporal ao longo dos 42° dias quando
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comparado aos grupos placebo e PBS. Ao final dodi#2bbservaram que os animais dos
grupos imunizados com proteina emulsificada com ISA V2 obtiveram 100% de
sobreviventes com pélos lisos e brancos (Figutd; Figura - 15EF). A Tabela — 1 apresenta
0s sinais clinicos observados dos camundongos®Badd¢b¢ada grupo experimental.

Santos et al. (2013), avaliaram a resposta huneocelular de epitopos MSP1a Ale
marginalecom imunizacao de peptideos sintéticos em camgudoBalb/c. Realizaram apos
imunizacdes desafio com 3xtel/mL de A. marginale Observaram reducdo da carga
parasitaria de 74% nos animais imunizados com gegdj enquanto que, animais imunizados
com lisado deA. marginalea reducao dos eritrécitos infectados foi de 47%s&}0 dias de
observacdo. Observaram ainda 70 e 80% de animbhreveeentes de grupo de animais
imunizados com placebo e PBS, respectivamente. dsrumunizados com peptideos
sintéticos e lisado d&. marginaleobtiveram sobrevivéncia de 100% dos animais (SASTO

et al. 2013).
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Figura — 14 Andlise de peso corporal e Sobrevivéncia apds des:. A) Variacdo do
peso dos camundongos Balb/c desafiados com do8glf@ecel/mL deA. marginale
UFMG2 por 42 dias. B) Percentagem de Balb/c sobeenés. Vacinado — Imunizados
com MSP1a/Omp7/9 + ISA 50 V2; e ndo vacinado — Ri&:ebo).
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Figura — 15 Camundongos Balb/c do grupo experimenti. A - B — Animais
com anaplasmose apresentando hipotermia, péloso®pacarrepiadosC —
Animal com quadro avancado da doenca com dificélddé movimentos
(Letargia).D — Animal morto.E - F — animais saudaveis com pélos brancos e
lisos. A - D animais do grupo controle inoculados com PBS-: F animais que
foram imunizados com antigeno MSP1a emulsificada aedjuvante ISA 50 V2
nos tempos 0; 21 e 42 dias. Todos 0s grupos expetais receberam desafio de
3x10 cel/mLdeA. marginalecepa UFMG2 observados por 42 dias.
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Tabela — 1Quadro clinico de Balb/c imunizados e desafiados mo3x1CFcel/mL de A. marginale UFMG2.

PBS MSP1a/OMP7/9+PBS ISA MSP1a/OMP7/9+ISA

nl n2Z n3 n4 n5 nl nZ n3 n4d nd5 nl n2 n3 n4d nS5 nl n2Z n3 n4d nS
Pélo opaco + + + + + - - - - - + + + + + - - - - -
Pélo arrepiado + + + + + - - - - - + + + + + - - - - -
Perda peso + + + + + - = = - - - - - - - - - == -
Tristeza + + + + + - - - - - + + + + + - - - - -
Morte - - + + + - - - - - - - - - - - - - - -

MSP1a/OM7/9 - Proteina recombinante. ISA — Adjugarieoso ISA 50 V2 Seppic. PBS — Grupo contrblegenda: (+) com sinais; (-) sem
sinais; n (nmeros de animais).
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O efeito combinado de proteina MSP1a/OMP7/9 aovadjie também foi observado
pela reducao significativa de mondcitos, neutréfieo leucécitose (Figura — 16). A maior
producao IgG no grupo MSP1a/OMP7/9 sugere a paatpéio das imunoglobulinas (IgGs) no
bloqueio da invasdo por opsonizacao e acao deasélliers contraA. marginale(CANTOR
et al. 1993). (MCGAREY & ALLRED 1994).

Apos 49 dias de analises dos camundongos Balbéfiagss com cepa virulenta de
marginale realizou a coleta de sangue para avaliacdo dedeama, eritrograma, bioquimica
e carga bacterémica. Os animais que receberam hir@géo proteina MSP1a/OMP7/9 +
ISA nédo apresentaram leucocitose (5600+5p9)0(05), sugerindo a ocorréncia condizente
com a falta de sintomas (Figura 16A). Enquanto fgu®bservada no grupo controle PBS
(7733+1222) e imunizados com ISA (7267+1815). Emtiapartida ndo houve diferenca no
namero de linfocitos (Figura — 16B). Como a leutms® é uma manifestacdo da infeccao
bacteriana a reducédo do numero total de leucéoitogrupo MSP1a/OMP7/9 + ISA sugeriu
infeccdo subaguda.

O desafio e a infecgdo cronica levaram a um aunmedoerbado dos mondcitos tanto
no grupo PBS (253+12) quanto nos grupos que reagbarproteina apenas MSP1a/OMP7/9
+ PBS (2391£57) e o adjuvante e ISA (181+113). pgruacinado MSP1a/OMP7/9 + ISA
(130+29) nao teve aumento dos mondcitos (Figur6&).10s numeros de mondcitos nestes
animais ficaram proximos & normalidade (0 a £xt@nocitos/ml), indicando auséncia de

resposta infamatoria.
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Figura — 16 Leucograma de Balb/c imunizados e desafiados com 3x10°cel/mL A.
marginale A. marginale apoés 49 dias. A — Leucdcitos. B — Linfocitos. C — Monocitos.

D — Neutrofilos. MSPla + PBS (MSP1a/OMP7/9 + PBS); MSPla + ISA
(MSP1a/OMP7/9 + ISA); ISA (adjuvante ISA 50 V2); PBS — Grupo controle. *
representa diferenca estatistica (p<0,05); ** representa diferenca estatistica (p<0,005).
Leucécitos totais: 5,88+1,40(10°.mm™); Neutréfilos: 2175+25310°.mm™); Monocitos:
211+88(10°.mm™) Centro de BioterismolLaboratorio de Satde Animal e Controle de
gualidade da Faculdade de Medicina da USP



67

No quadro de anaplasmose ja foi descrito a paatiéip dos neutrofilos liberando
mediadores para liberacdo de intermediarios deéaiige nitrogénio reativo cruciais no
desenvolvimento de respostas imunoldgicas inataslaptativas (WOLDEHIWET 2010;
BRUNET 2001; PARK & RIKIHISA 1992; WYATT et al. 199.

Os animais que receberam PBS ou adjuvante desemnaoivsintomas e um aumento
de neutrofilos ocorreu em resposta a infeccdo baote (Figura — 16D). Os valores
leucocitarios mostraram uma estabilizacédo de letodtotais, neutréfilos, mondcitos apos o
desafio dos animais vacinados sugerindo uma indesghclinica. Baseados em nossos dados
o desafio com uma dose subclinica provocou sintliogif nos grupos controle e placebo e a
nao sintomatologia nos animais vacinados confirrgaendo houve resposta inflamatéria.

A anemia na anaplasmose €& gerada pela destruiggavascular de eritrocitos
parasitados e ndo parasitados. Estudos imunologichsam que durante anaplasmose o
hospedeiro produz anticorpos dirigidos contré.omarginale bem como, contra as suas
préprias células vermelhas (SCHROEDER & RISTIC 196A8ZIFI et al. 2008).

O perfil hematolégico dos grupos imunizados estéesgntado na Tabela 2. Nao
houve diferencas na quantidade de eritrocitos, heybma, hematoécrito, volume corpuscular
médio-VCM, hemoglobina corpuscular média-HCM, conacdo de hemoglobina
corpuscular média-CHCM e plaquetas provavelmenta pese subclinica aplicada no

desafio.
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Tabela — 2 Eritrograma de Balb/c submetido a difermates protocolos vacinais apos 49
dias de desafio comA. marginaleUFMG2.

MSP1a/OMP7/9 MSP1a/OMP7/9

PBS + PBS ISA50V2 + ISA 50 V2 NI/ND
Eritrocitos 6,4+0,6 5,0+0,7 5,5+0,9 5,57+0,4 5,60,
Hemoglobina 19,5+1,9 15,2+2,2 16,7+2,8 16,7+1,4 916,8
Hematdcrito 58,7457 45,7+6,5 50,3+48,3 50,33+4,0 ,758,5
VCM 91 91 91 91 90
HCM 30 30 30 30 30
CHCM 33 33 33 33 33
Plaquetas 281,3+138,6 291,7+18,2 403,3+139,5 383, 7+ 309,7+45,6

Valores absolutos (médiatdesvio-padrao) do Eritmogr de Balb/c submetidos a diferentes
protocolos vacinais apés 49 dias de desafio con®®341 marginaleUFM2. PBS — grupo
controle; MSP1a/OMP7/9 + PBS imunizados com prat&rPBS; ISA 50 V2 imunizados
somente com adjuvante; MSP1a/OMP7/9 + ISA 50 V2nimados com proteina e adjuvante;
NI/ND ndo imunizados e nem desafiados. Nao aprasant dferenca estatistica (P<0,05).
CHCM - concentracdo da hemoglobina celular méd@M\~ volume corpuscular médio.
HCM - hemoglobina corpuscular média.Valores de Refga: Eritrécitos: 8,8+0,63
(10°.mm®); Hemoglobina: 14,52+1,96 (g/dL)}dematdcritos: 42,60+5,74 (%Tentro de
Bioterismo Laboratorio de Saude Animal e Controle de qualidddd-aculdade de Medicina
da USP Plaquetas 737+1610°.mm®) Weiss & Wardrop, 2010

A producédo de uréia e creatinina observados ap@ia#9de desafio de Balb/c com
3x1Ccel/mL de A. marginaleestdo apresentados na Figura - 17. N&o foram \Giukes
diferencas quanto a producéo de uréia em relac@pupo PBS ou em relacdo ao adjuvante
ISA. A guantificacdo de uréia permite determinarcarréncia ou ndo da disfuncao renal. A
creatinina também tem sido quantificada para a cowagdo da funcdo renal. Tem sido
relatado em camundongos Balb/c aumento da concéotrde ureia e creatinina apos
infeccdo microbiana (ZANGARI et al. 2013).

Em todos os grupos avaliados observaram baixossnike uréia sem evidéncia de

disfuncéo renal, confirmando que a dose subclimicalevou alteracdes.
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Figura — 17 Andlise de Uréia e Creatinina de camurahgos de Balb/c imunizados e
desafiados com 3xI®el/mL de A. marginale UFM2. MSP1A + PBS— Imunizados
com MSP1a/OMP7/9 + PB3JSP1A + ISA - Imunizados com MSP1a/OMP7/9 + ISA
V2; ISA - Imunizados ISA 50 V2PBS — Grupo controle.ns) — nao significativo
(P<0,05) em relacéo ao grupo control.-(representa diferenca estatistica (P<0,05) em
relacdo ao grupo ISA 50 V2.
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5.5 Avaliacdo da carga bacterémica apos desafio cdxnmarginaletUFMG2

Ao final de 56 dias de desafio, a carga bacteréducaguantificada por esfregaco
sanguineo estimando a contagem de eritrécitostatfes com rickéttsias em cada grupo
experimental (Figura — 18). A carga bacterémica@%¥ foi observada no grupo PBS (néo
vacinado) com caracteristica de invasao intracekllvada, destruicdo celular, dificuldade
de pigmentacdo e presenca de parasita livre no eracelular (Figura - 19). Oitenta
porcento dos eritrécitos infectados cémmarginaleapresentaram células com caracteristicas
de esferdcitos.

Nos animais do grupo ISA (placebo) a carga bacteeefoi igual 15,25% e 18,17%
das células apresentaram esferdcitos (Figura — 18).

No grupo MSP1a/OMP7/9+ISA (vacinado) obteve a menarga bacterémica,
variando em torno de 0,72%, e somente 7,07% doéa@tbs apresentaram esferdcitos. Neste
grupo houve reducdao significativa de esferdcitoseacdo ao grupo placebp<0,01)e ndo
vacinado p<0,001) A quantidade de rickéttsias nos animais vacindoiosienor em relacao
ao grupo placeb@&0,0008)e no nao vacinad@€0,0005)

Santos et al. (2013), observaram a reducdo da qengeitaria de 74%, de Balb/c
imunizados com peptideos sintéticos, enquanto Ba#y/c imunizados com lisado d&
marginale a reducao foi de 47%. Esses animais foram obsesvadr 30 dias. Nossos
resultados foram semelhantes com alta redug&orda bacterémica nos animais vacinados e
sobrevivéncia de todos os animais sem qualquéerdin&o de anaplasmose (Tabela — 1).

Silvestre et al. (2014) avaliaram a resposta imbumoral e celular de proteina
recombinante de MSP1a Ae marginaleem Balb/c imunizados associados com nanotubos de
carbono como uma molécula transportadora de ami$gemntretanto, ndo foram realizados

teste desafio dos grupos imunizados. Silvestre l.e@l4 observaram que a proteina
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recombinante associada ao nanotubo de carbonmpaizcde induzir alta percentagem de
células T CD4+, linfocitos, TNle; além da capacidade proliferativa de células dm® loke

Balb/c imunizados.
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Figura — 18 Carga bacterémica e esferdcitos de Batbde grupos imunizados e

5
desafiados com 3x1@el/mL de A. marginale UFM2. Vacinado - imunizados com
MSP1a/OMP7/9 + ISA. placebo — inoculados com adjteséSA 50 V2. N&o vacinado
—inoculados com PBS3p<0,01; **p<0,001; ***p<0,0008.
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MSP1a/Omp7/9 + PBS

Figura — 19 Eritrécitos de Balb/c submetidos a difieentes protocolos vacinais apos 56
dias de desafio com 3xf0A. marginaleUFM2. PBS - Grupo Controle. MSP1a/OMP7/9
+ PBS - Grupos imunizados com proteina MSP1a/OMR7EBS. MSP1a/OMP7/9 +
ISA 50 V2 - Grupos imunizados com proteina MSP1aRgK emulsificado com
adjuvante. ISA 50 V2- Grupos imunizados somente com adjuvante. As gEt&ias
indicam a presenca de marginaleUFMG2 e as setas vermelhas esferécitos.
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Os modelos murinos com bactérias patogénicas eltiaces obrigatérias da ordem
Rickettsialegnostraram que cargas bacterémicas baixa causatgat Yang et al. (2013),
avaliaram a infeccdo de 3 xX16el/mL deEhrlichia chaffeensisuma bactéria intracelular
obrigatorio que infecta principalmente mondcitanacrofagos em camundongos C57BL/6 e
observaram nas analises histopatolégicas de figaoaco que a diminuicdo de neutroéfilos
aumenta quantidade de células CD4+ Thl (YANG eGil3).

Estudos mostram que a suscetibilidade de camunddab/c e C3H/HeJ desafiados
com Rickettsia parkeriapresentam pontos acentuados de vasculite momanuwd baco e
figado (GRASPERGE et al. 2012), e que a infecgitdniana em C57BL/6 causa perda de
células caliciforme e hiperplasia com infiltracda thucosa com macrofagos, linfocitos e
neutroéfilos (ZHANG et al. 2015).

Durante a fase aguda de anaplasmose a carga baiceepbde variar de 10% a 90%
de eritrocitos infectados. Segundo estudos o licgacarga bacterémica para a ocorrencia dos
sinais clinicos é acima 15% de eritrocitos infeaa(RADOSTITS et al. 2007; AUBRY &
GEALE 2011).

A infeccdo persistente dA. marginaleé caracterizada por ciclos sequenciais de
bacteremia, com alta concentracdo de parasitdnflL) seguido por declinio rapido de
10*mL, microscopicamente pouco detectavel (ERIKS let1889; KIESER et al. 1990;
FRENCH et al. 1998). Os sinais clinicos de anapte&mcomo a anemia, ictericia sem
hemoglobinemia e anemia hemoglobindria decorre eomersisténcia da bactéria e sao
dependentes da elevacdo e diminuicdo dos eritsoditfectados (KIESER et al. 1990;
VISESHAKUL et al. 2000; KOCAN et al. 2003; DE LA BNTE et al. 2001c; POTGIETER

& STOLTSZ 2004).
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Os animais do grupo experimenal vacinados mostra@otecdo, pois nao
desenvolveram sintomas da doenca, sem alteracddgunograma, embora tenha sido
detectada uma discreta carga bacterémica. Estetdistarga pode refletir o surgimento de
colonias bacterianas com variantes antigénicos egpgapariam da resposta induzida pela

imunizacdo da MSP1a/OMP7/9+ISA.
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. CONCLUSAO

Os resultados finais deste trabalho permitem canmglie:

. A analise de regides preditas de MSPla e OMP7/®ifpera selecdo de epitopos
vacinais e a sintese quimica de DNA artificial.

. A obtencédo do genmspla/om7/$or sintese quimica possibilitou um avanco para o
desenvolvimento de vacinas recombinantes contial@sraose bovina.

. A antigenicidade da proteina quimérica MSP1a/OMP7#® alcancada pela
reatividade dos epitopos selecionados com sorcapomde bezerros em fase aguda de
anaplasmose. Esta reatividade sugere a participdeétes epitopos no processo
infeccioso, tornando-os um importante candidatonahc

. A deteccdo de imunoglobulina IgG nos soros de Batlw' grupo imunizado com
MSP1a/OMP7/9 sugere uma imunogenicidade estimylal@acomposicdo vacinal.

. A imunizacdo de Balb/c com o candidato vacinal (M&PMP7/9) gerou alta
protecdo, com baixa carga bacterémica presenteesibsgacos sanguineos e sem
alteracOes dos dados leucocitarios.

. A'imunizacao de Balb/c com o candidato vacinal (M&PMP7/9) emulsificado em
adjuvante oleoso ISA 50V2 garantiu aos Balb/c irmados auséncia dos sintomas de
anaplasmose em contraste com os grupos placebos.

. Os ensaios imunologicos realizados confirmaram duecandidato vacinal

(MSP1a/OMP7/9) tem potencial para uso no contralarthplasmose.
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7. ANEXOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
CEUA-UFT

O projeto intitulado “IMUNOGENICIDADE VACINAL DE PROTEINA RECOMBINANTE
CONSTITUIDA DE EPITOPOS DOMINANTES E SUB-DOMINANTES DE anaplasma marginale
AVALIADOS EM CAMUNDONGOS balb/c”, processo n° 23101.003595/2015-15, sob a
responsabilidade de Alex Sander R. Cangussu, estda de acordo com as normas éticas
estabelecidas pela lei de Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais, de 8 de outubro de
2008, estando aprovado para a sua execucao pelo parecerista da Comissao de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Tocantins.

Araguaina, 21 de outubro de 2015.

Atenciosamente,

Alberto Yim Junior

Coordenador da Comissdo de Etica em Pesquisa Animal da UFT
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