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RESUMO

Anaplasmose bovina ¢ uma doenga causada pela bactéria gram-negativa
intraeritrocitaria Anaplasma marginale, transmitida biologicamente por carrapatos ou
mecanicamente por moscas hematdéfogas. As proteinas de superficie (MSPs) de A.
marginale, sdo importantes para a interacdo do patégeno com o hospedeiro, e
constituem possiveis alvos vacinais contra essa doenga. As proteinas MSPla e MSP2
apresentam maior potencial como imunogenos, sendo a MSPla considerada uma
adesina de eritrocitos bovinos e c€lulas de carrapatos. Proteinas exdgenas administradas
isoladamente no organismo podem apresentar baixa biodistribuicdo ou serem
rapidamente degradadas ou eliminadas. A utilizacdo de carreadores constitui uma
alternativa para aumentar a eficiéncia da distribuicdo e a apresentacao do antigeno ao
sistema imune. O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta imune humoral e celular
de camundongos Balb/c imunizados com o fragmento recombinante da proteina
MSPla, do isolado UFMG2 de A. marginale em diferentes combinagdes. Um
fragmento da MSP1la de 339bp, compreendendo a por¢ao N-terminal, foi clonado em
vetor pJexpress414. O produto da expressao foi purificado e a identidade da proteina foi
confirmada por SDS-PAGE e Western Blot. Nanotubos de carbono de paredes multiplas
(MWNT) foram utilizados como molécula carreadora da rMSP1a na apresentacdo do
antigeno ao sistema imune. Trinta e seis camundongos Balb/c, com idade de 6 a §
semanas, foram divididos em seis grupos de seis animais cada (Nao Imunizados, PBS,
tMSPla, MWNT, MWNT+rMSPla e vacina completa (antigeno de A. marginale
cultivado in vitro + MWNT+rMSPla) e imunizados com trés doses, via SC,
intervaladas a cada 21 dias. Camundongos imunizados com a proteina rMSPla,
MWNT+rMSPla e vacina completa produziram altos niveis de IgG anti-rMSPla,
mostrando que a ligacdo da rMSPla aos MWNT nao interferiu na sua conformagao
original. Entretanto, o grupo vacina completa apresentou titulos de anticorpos mais
baixos do que os grupos tMSPla e MWNT+rMSP1la. Nao foi detectada resposta no
grupo imunizado com MWNT livre. Esplenocitos dos animais imunizados com a
ferramenta MWNT+rMSPla apresentou uma maior capacidade proliferativa, além de

maiores percentuais de linfocitos T CD4+/CD44+ e CD4+/CD62+. Niveis
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significativamente maiores de TNF-o foram observados no grupo MWNT+rMSP1la em
relagdo ao grupo PBS, e maior concentracdo de IL-10 foi observada no soro dos animais
do grupo vacina completa. Estes resultados sugerem que a proteina rMSP1a associada a
MWNT influenciou tanto no aumento da resposta de memoria quanto na ativagcdo de

linfocitos.
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ABSTRACT

Bovine Anaplasmosis is a disease caused by the intra-erythrocytic rickettsia Anaplasma
marginale, which 1is biologically transmitted by ticks and mechanically by
hematophagous flies. Surface proteins (MSPs) of 4. marginale, are important for the
interaction of the pathogen with host and constitute potential vaccine targets against this
pathogen. MSP1la and MSP2 have greater potential as immunogens, being considered
the MSP1a a adhesin of bovine erythrocytes and tick cells. Isolated exogenous proteins
administered into the body can have low biodistribution or are rapidly degraded or
eliminated. The use of carriers would be an alternative for increasing the efficiency of
distribution and presentation of the antigen to the immune system. The aim of the
present study was to evaluate the humoral and cellular immune response of Balb/c mice
immunized with the recombinant protein fragment MSPla, originated from the A.
marginale UFMG?2 in different combinations. A fragment of 339bp MSP1a comprising
the N-terminal region, was cloned into the expression vector pJexpress414. The
expression product was purified and identity of the protein was confirmed by SDS-
PAGE and Western Blot. Multiwalled carbon nanotubes (MWNTs) were used as a
carrier molecule to the rMSP1la as antigen presentation to the immune system. Thirty-
six Balb/c mice, aged 6 to 8 weeks, were divided into six groups of six animals each
(non-immunized, PBS, rMSPla, MWNT, MWNT+rMSPla and complete vaccine
(antigen of A. marginale cultivated in vitro + MWNT+rMSP1a) and immunized with
three doses, in 21 days intervals. Mice immunized with the protein rMSPla,
MWNT+rMSP1a and vaccine produced high levels of IgG anti-rMSP1a, showing that
the binding of rMSPla in MWNT did not interfere in its original conformation.
However, the complete vaccine group presented antibody titers lower than groups
rMSPla and MWNT+rMSPla. No response was detected response in the group
immunized with free MWNT. Splenocytes of group MWNT+rMSPla significantly
proliferated upon stimulation with the protein and presented a higher percentage of
CD4+/CD44 + and CD4 +/CD62 +. Significant levels of TNF-a were observed in the
group MWNT+rMSP1a compared to PBS group, and the highest concentration of IL-10

was observed in serum of the animals tested complete vaccine. These results suggest
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that tMSP1a associated with MWNT may influence both the increased memory

response as lymphocyte activation.
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I - INTRODUCAO



1. Introducao

Anaplasmose bovina ¢ uma doenca infecciosa causada pela riquétsia intraeritrocitaria
Anaplasma marginale, pertencente a ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae
(Dumler et al. 2001). A doenca apresenta distribuigdo mundial, atingindo
principalmente bovinos de regides tropicais e subtropicais, sendo uma das principais
restri¢des para a pecudria em muitos paises. A principal forma de transmissdao da doenca
ocorre por meio de carrapatos e moscas hematofagas, podendo ainda ser transmitida
iatrogenicamente (Guglielmone, 1995).

Infecgdo por A. marginale resulta no desenvolvimento de anemia moderada a grave
e ictericia sem hemoglobinemia e hemoglobinuria, podendo ser observado febre, perda
de peso, aborto, letargia, baixa producao de leite e, freqiientemente, a morte de animais
adultos (Ristic et al. 1977; Kuttler 1984). Animais que sobrevivem a infeccao aguda
desenvolvem infeccdo persistente caracterizada por baixa riquétsemia, nao detectavel
em esfregaco sanguineo (Kieser et al. 1990; French et al. 1998, 1999). Bovinos
persistentemente infectados apresentam imunidade ao longo da vida e, apoés desafio,
desenvolvem baixo ou nenhum sinal clinico da doenca (Kocan et al. 2010). Porém, estes
animais sdo considerados importantes na epidemiologia da doenga, por serem
reservatorios do A. marginale, possibilitando a transmissdo da riquétsia para um animal

susceptivel através da alimentag¢do de vetores bioldgicos ou mecanicos.

1.1 Anaplasma marginale

Membros da familia Anaplasmataceae sdo organismos intracelulares obrigatorios,
que se desenvolvem exclusivamente dentro de vactolos parasitoforos ligados a
membrana da célula hospedeira, multiplicando-se tanto em hospedeiros vertebrados
quanto em invertebrados, principalmente carrapatos (Kocan et al. 2010). O género
Anaplasma foi descrito pela primeira vez em 1910 por Sir Arnold Theiler, que
descreveu “pontos marginais” encontrados em eritrocitos corados de bovinos doentes
eram o agente causador de uma doenca especifica (Theiler 1910, 1911). As inclusdes

localizadas marginalmente haviam sido observadas freqiientemente em células
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vermelhas do sangue de animais anémicos, muitas vezes naqueles que sofriam de
babesiose. Theiler posteriormente descreveu uma subespécie de A. marginale, o A.
centrale, que € menos patogénico e as inclusdes localizam-se no centro dos eritrécitos.

O nome cientifico Anaplasma marginale ¢ baseado em suas caracteristicas de
coloragdo e localizacdo no interior da célula hospedeira, com "Anaplasma" referindo-se
a falta de citoplasma e "marginale" denotando a localizacdo periférica do organismo nas
células hospedeiras (Theiler 1910). A. marginale desenvolve-se dentro de vacuolos
parasitéforos, apresentando-se como corpusculos de inclusdo intraeritrocitarios, de
localizagdo periférica, visualizados em microscopia Otica como pequenos pontos
escuros, variando entre 0,1pm a 0,8 um. A microscopia eletrénica esses corpusculos
estdo separados do citoplasma do eritrocito por uma membrana, e contém de um a oito
corpos iniciais, de 0,3 um a 0,4 um de didmetro, que sdo as unidades infectantes
(Ribeiro & Passos 2002).

Trabalhos tém demonstrado a existéncia de duas formas morfologicamente distintas
de A. marginale, corptisculos com presenca ou auséncia de apéndice (Kocan et al. 1984;
Smith et al. 1986). Este apéndice foi denominado de filamento, cauda, projecao e, mais
recentemente, de apéndice de inclusdo, sendo constituido por laminas interconectadas
de material proteinaceo, firmemente arrumadas, que assumem configuragdes de cometas
ou alca (Kocan et al. 1984).

O apéndice ¢ visualizado através de microscopia de contraste de fases, coloragao
pelo “novo azul de metileno” (Schalm 1964), através da reagao de imunofluorescéncia
indireta e microscopia eletronica. Amostras com essa caracteristica morfologica tém
sido isoladas em diferentes estados da América do Norte e no México (Smith et al.
1986). No Brasil, Ribeiro et al (1997) isolaram uma amostra de A. marginale com
apéndice de um bezerro naturalmente infectado no estado de Minas Gerais, sendo esta a
unica amostra de 4. marginale com apéndice registrada no Brasil até o presente

momento.

1. 2 Transmissao

A transmissdo do A. marginale pode ser efetuada biologicamente por carrapatos ou

mecanicamente através de moscas hematofagas e fomites contendo sangue contaminado
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(Dikmans 1950; Kocan et al. 2003, 2004). A transmissdo bioldgica ¢ efetuada por
carrapatos, ¢ aproximadamente 20 espécies de Ixodideos tém sido incriminadas como
vetores no mundo, como por exemplo, Rhipicephalus (Boophilus) spp., Dermacentor
spp. € Ixodes ricinus, enquanto que o Amblyomma spp. nao demonstrou estar envolvido
na transmissdo dessa riquétsia (Dikmans 1950; Ewing 1981; Kocan et al. 2004). A
transmissdo do A. marginale pode ocorrer transestadialmente ou intraestadialmente,
enquanto que a transmissdao transovariana ndo foi comprovada (Stich et al. 1989). A
transmissao transestadial ¢ dada por ninfas ou adultos que se infectaram no estadio
anterior, € a transmissao intraestadial ocorre dentro do mesmo estadio.

A transmissdo intrastadial mostrou-se ser efetiva por carrapatos machos, uma vez
que eles tornam-se persistentemente infectados com o A. marginale e podem transmiti-
lo repetidamente durante a movimentagdo entre os bovinos (Kocan et al. 1992a,b).
Machos infectados podem ser um importante mecanismo de transmissao do patdgeno no
caso de carrapatos de apenas um hospedeiro, como Rhipicephalus (Boophilus)
microplus e Dermacentor albipictus (Kocan et al. 2003). No Brasil, o carrapato R. (B.)
microplus € considerado o principal vetor bioldgico da anaplasmose bovina, € o
desenvolvimento de colonias de 4. marginale nas células do intestino de fémeas
ingurgitadas foi comprovado por Ribeiro & Lima (1996). Pesquisas recentes
documentaram que a transmissdo bioldgica por carrapatos foi mais eficiente do que a
transmissao mecanica por Stomoxys calcitrans, a mosca do estabulo (Scoles et al. 2005).
No entanto, alguns isolados de A. marginale nao sdo infectantes ou transmissiveis por
carrapatos (Kocan et al. 2004).

A transmissdo mecanica por moscas hematofagas tem sido relatada por dipteros
hematofagos do género Tabanus, Stomoxys, e varias espécies de mosquitos (Potgieter
1979; Ewing 1981; Foil 1989). Esta forma de transmissao provavelmente ¢ a principal
rota de disseminagdo do A. marginale em certas areas dos Estados Unidos, América
Central e do Sul, e Africa onde os carrapatos vetores estdo ausentes (Ewing 1981; Foil
1989) e onde o Rhipicephalus (Boophilus) microplus, o carrapato tropical de bovinos,
parece nao ser um vetor biologico do agente (Figueroa et al. 1998; Coronado 2001).
Além disso, o 4.marginale mantém sua viabilidade nas pecas bucais das moscas por até
duas horas, possibilitando a transmissdo mecéanica de um hospedeiro infectado a outro

(Ribeiro & Passos 2002). Similarmente, a transmissdo mecanica associada com
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equipamentos cirargicos contaminados, pode dar origem a casos clinicos fora da estagao

normal do vetor (Reeves & Swift 1977; Ewing 1981; Smith et al. 1989).

1.3 Ciclo de Desenvolvimento

O ciclo parasitologico do A. marginale inicia-se com a penetragdo dos corpos
iniciais nos eritrocitos bovinos, local onde ocorre a infec¢do e multiplicagdo da riquétsia
(Figura 1). O A. marginale penetra nos eritrocitos pelo processo de rofeocitose, que
envolve a invaginagdo da membrana citoplasmatica formando o vactolo parasitoforo.
No interior do vacuolo, os corpos iniciais multiplicam-se por divisdo binaria formando
até oito elementos. Os corpos iniciais saem dos eritrocitos por um processo de
rofeocitose reversa, sem romper a membrana das hemacias, € iniciam novo ciclo ao
penetrar em novos eritrocitos (Ribeiro & Passos 2002). Durante a fase aguda 70% ou
mais de eritrocitos podem ser parasitados. O periodo de incubagdo varia de 7 a 60 dias,
sendo observada uma média de 28 dias para o aparecimento dos sinais clinicos da
doenca.

ApoOs a deteccao de eritrocitos infectados, o nimero de células parasitadas aumenta
geometricamente. O A. marginale causa alteragdes na membrana dos eritrocitos
infectados, que posteriormente sdo fagocitados por células do sistema mononuclear
fagocitario, resultando no desenvolvimento de anemia moderada a grave, e ictericia sem
hemoglobinemia ou hemoglobinuria (Kocan et al. 2003). Ap6s a infec¢dao o animal pode

desenvolver a doenca na forma aguda, superaguda, leve ou cronica (Ristic 1981).
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Figura 1 - Esquema do ciclo de desenvolvimento do 4. marginale em bovinos e carrapatos. (Kocan et al.
2003)

O ciclo de desenvolvimento do A. marginale nos carrapatos ¢ complexo e
coordenado com o ciclo de alimentacdo dos mesmos (Kocan et al. 1992a,b) (Figua 1).
Durante a hematofagia, eritrocitos infectados com A. marginale sao ingeridos pelo
carrapato, proporcionando a infeccdo das células intestinais. Apos a penetracdo nas
células do intestino, 4. marginale se multiplica por divisdo bindria, formando um
vactolo contendo inimeros corpusculos. Apos a lise do vacuolo, outros tecidos do
carrapato tornam-se infectados, incluindo as glandulas salivares, proporcionando a
transmisssao do 4. marginale para outros bovinos (Ge et al. 1996; Kocan et al. 2004). A
primeira forma de A. marginale observada dentro das colonias ¢ a forma reticulada
(vegetativa) que se divide por fissdo bindria, formando grandes colonias que podem
conter centenas de organismos. As formas reticuladas, em seguida, transformam-se em
formas densas, que ¢ a forma infectante ¢ podem sobreviver fora das células do

hospedeiro por um periodo de tempo limitado (Kocan et al. 2003). Bovinos tornam-se

29



infectados quando as formas densas sao transmitidas durante a alimentac¢ao do carrapato

via glandulas salivares.

1.4 Distribuicdo Geografica e Prejuizos Economicos

A. marginale ¢ endémico nos Estados Unidos, México, América Central e América
do Sul, bem como nas ilhas do Caribe (Kocan et al. 2010), sendo enzootica em todos os
paises da América Latina, com a excecdo das areas desertas e certas cadeias de
montanhas, como os Andes (Guglielmone 1995). A anaplasmose bovina também ¢
endémica em regides da Asia e Africa, e na Europa é encontrada principalmente nos
paises do Mediterraneo onde a infec¢cdo tem sido descrita em bovinos e varias espécies
de animais selvagens (revisado por de la Fuente et al. 2005). Esta ampla e crescente
distribuicdo provavelmente resultou do transporte de animais portadores com
subseqliente  transmissdo mecanica e bioldégica de bovinos assintomaticos
persistentemente infectados para bovinos susceptiveis (Kocan et al. 2010). No Brasil, o
A. marginale ¢ endémico em todo o territorio, causando importantes problemas
sanitarios.

Anaplasmose bovina causa importantes perdas economicas devido a alta morbidade e
mortalidade de rebanhos susceptiveis. Estes prejuizos estdo associados a perda de peso,
redugdo na producao de leite, aborto, custos com o tratamento e controle da doenca
(Kocan et al. 2003). Nos Estados Unidos, a perda anual causada pela anaplasmose, ¢
estimada em mais de 300 milhdes de dolares e na America Latina em 800 milhdes de
dolares (Kocan et al. 2003). No Brasil, prejuizos causados pelo 4. marginale sao
dificeis de calcular, ndo s6 pela morbidade e mortalidade, mas pelas seqiielas que
impedem o desenvolvimento normal dos animais e conseqiientemente, os indices

produtivos do rebanho (Arteche et al. 1992).

1.5 Controle

Medidas de controle para a anaplasmose ndo alteraram significativamente nas
ultimas décadas. Atuais medidas de controle incluem o controle de artropodes,

administracdo profillatica de antibioticos, vacinacdo e a manutengdo de rebanhos livres
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de Anaplasma. A aplicacdo destes métodos ¢ influenciado pela disponibilidade, custo e

viabilidade de aplicagdo (Kocan et al. 2000).

1.5.1 Controle de Artréopodes

O controle de artropodes, como carrapatos e moscas, ¢ extremamente dificil e caro.
A poluigdo ambiental gerada pelo uso repetitivo de acaricidas esta se tornando a questdo
mais importante, além de resultar no desenvolvimento de carrapatos e populagdes de
moscas resistentes. Nas areas em que a anaplasmose ¢ endémica, a interrup¢ao da
aplicacdo de acaricidas aumenta o risco de animais suscetiveis se infectarem com A.

marginale, podendo levar a grandes surtos da doenca (Norval et al. 1992).

1.5.2 Quimioprofilaxia

A quimioterapia, ¢ um processo caro € muitas vezes nao aplicavel em criagdes
extensivas de bovinos. O uso intenso de antibidticos eleva o risco de desenvolvimento
de organismos resistentes, apesar da resisténcia do 4. marginale aos antibidticos nao ter

sido relatada até o momento (Kocan et al. 2010).

1.5.3 Manutencao de rebanhos livres de 4. marginale

Em areas onde a anaplasmose ndo ¢ endémica, o controle da doenga tem sido
efetuado através da manutencdao de rebanhos livres de A. marginale. Este método de
controle tem como objetivo evitar a importagao de animais portadores da anaplasmose
que poderiam servir como uma fonte de infec¢do. Porém, esta metodologia tem sido
dificultada pela falta de testes sorologicos com sensibilidade capaz de detectar a
infeccdo de baixo nivel em bovinos persistentemente infectados (Kocan et al. 2000).
M¢étodos de diagnodstico baseados na detecgdo de DNA té€m sido desenvolvidos para
identificacao de infeccdes por Anaplasma, porém a técnica tem sido principalmente
utilizada na area da pesquisa devido aos custos relacionada a sua execucdo. Até o

presente, no entanto, testes sorologicos baseado na detec¢do das proteinas de superficie
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(MSPs) continuam sendo o meio mais pratico de testar grandes numeros de amostras de

bovinos para detectar a infec¢do (Kocan et al. 2010).

1.5.4 Vacinacio

Vacinas para o controle da anaplasmose inclue dois tipos principais: vacina viva e
vacina morta (ou inativada), ambas utilizando eritrécitos bovinos infectados como fonte
de antigeno. Estas vacinas sdo direcionadas para a preven¢ao de morbidade e
mortalidade e ndo impede o animal de se infectar apos a exposi¢ao desafio; induzem
imunidade protetora que silencia ou previne a doenga clinica, mas nenhum tipo previne
os bovinos de se tornarem persistentemente infectados com A. marginale (Kocan et al.

2003).

1.5.4.1 Vacina Viva

A utilizacdo de vacinas vivas para o controle da anplasmose foi iniciado por Sir
Arnold Theiler no inicio de 1900. Estratégias vacinais usando organismos vivos
incluem: (I) vacinas vivas contendo cepas atenuadas de A. marginale, (II) infeccdo
seguida de tratamento, e (III) vacinas vivas contendo cepas menos virulentas de A.
centrale.

A atenuacao de cepas de A. marginale tem sido realizada através de irradiacao ou
pela passagem do patdgeno em hospedeiros atipicos, tais como ovelhas e cervideos
(Edds et al. 1966; Sharma, 1986; Kuttler et al. 1988). Bovinos imunizados com antigeno
atenuado desenvolvem infec¢des persistentes, que tipicamente induzem protegdo
durante toda a vida do animal contra a doenga clinica (Ristic & Carson, 1977; Abdala et
al., 1990; Wright, 1990; Tebele & Palmer, 1991). No entanto, animais persistentemente
infectados podem ndo ser imunes quando desafiados com gendtipos geneticamente
diferentes do A. marginale; além de contribuirem para a disseminacao da riquétsia, uma
vez que estes animais servem de fonte de infec¢do para transmissdo mecanica e
biologica (Kocan, 2003).

Outra estratégia tem sido inocular bovinos com eritrocitos infectados com A.

marginale e tratd-los com tetraciclina no inicio da elevagdo da temperatura corporal ou
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a deteccdo da parasitemia. Este método previne a anaplasmose aguda e os animais
tornam-se persistentemente infectados. Porém, o controle das reagdes pos-inoculagdo
foi muitas vezes mal sucessida na preven¢do da doenca aguda (Kuttler & Todorovic,
1973). Este método requer monitoramento de perto dos animais, 0 que muitas vezes
torna inviavel sua utilizacdo em grandes rebanhos.

O A. centrale, isolado por Sir Arnold Theiler no inicio dos anos 1900, ¢ atualmente a
amostra mais utilizada em vacinas vivas para o controle da anaplasmose bovina (Kocan,
2003). Theiler observou que o 4. centrale foi menos virulento para bovinos do que o 4.
marginale, € que bovinos infectados com A. centrale desenvolviam imunidade protetora
contra infec¢des por A. marginale (Theiler, 1911). No entanto, o uso da vacina viva ¢
restrito a animais jovens, uma vez que animais adultos sdo susceptiveis a infeccao.

Apesar de mais de um século de uso em campo, a base para a imunidade protetora
contra cepas virulentas de 4. marginale ainda permanece desconhecida. Além disso, a
possibilidade de transmissdo de outros patogenos deve ser considerada, uma vez que se
trata de uma vacina viva proveniente de sangue infectado. Este fato tem impedido sua
comercializacao tanto nos Estados Unidos quanto na Unido Européia (Agnes et al.
2010). Outro fator importante € que e a imunidade protetora gerada pela vacina viva de
A. centrale ndo ¢ uniforme contra todos os isolados de A. marginale, e surtos da doenca
tém sido relatados mesmo em populagdes vacinadas (Wilson et al. 1980; Turton et al.

1998; Bock & de Vos, 2001; Shkap et al., 2002).

1.5.4.2 Vacina Inativada

Vacinas inativadas de 4.marginale, derivadas de eritrocitos infectados, apresentam
varias desvantagem, dentre elas: de serem contaminadas com o estroma dos eritrocitos
podendo causar anemia isohemolitica nos animais recém nascidos de vacas vacinadas;
apresentam o risco de transmitir outros patdgenos; custo elevado de producdo por
utilizar animais livres de infecgdo como fonte de eritrdcitos infectados; € seu uso pode
ser limitado a uma regido geografica devido a diversidade genética de isolados de 4.
marginale (Kocan et al. 2003; Garcia-Garcia et al. 2004).

A produg¢do de vacinas inativadas de A. marginale em cultivo de células

embriondrias de carrapato tem sido amplamente pesquisada na tentativa de se evitar os
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problemas das vacinas derivadas de eritrocitos. Esta vacina pode ser mais facilmente
padronizada, eliminando ainda a necessidade de inoculagdo experimental em animais
em sua produ¢do (Kocan et al. 2003). Outras abordagens testadas para o controle
imunologico da anaplasmose ¢ baseada na vacinacdo com proteinas de superficie
naturais ou recombinantes (Palmer et al. 1986,1988,1989; Tebele et al. 1991; McGuire
et al. 1994a; de la Fuente et al. 2003; Kocan et al. 2003). Estudos realizados nas tltimas
duas décadas tém contribuido para ampliar o conhecimento da composi¢do antigénica
do A. marginale, bem como identificar o papel das MSPs no desenvolvimento da

imunidade protetora contra a infecgao.

1.6 Principais Proteinas de Superficie — MSPs (Major Surface Protein)

A identifica¢do de proteinas de superficie do 4. marginale é essencial para criar um
banco de dados a ser usado para o desenvolvimento de vacinas (Aratijo et al. 2008).
Cinco proteinas de superficie (MSPs) foram identificadas na membrana de A. marginale
oriundos de eritrocitos de bovinos e em células de carrapatos. Quatro destas MSPs,
chamadas MSP1, MSP2, MSP3 e MSP4, foram inicialmente identificadas usando
anticorpos policlonais neutralizantes (Palmer & McGuire, 1984), e posteriormente a
MSP5 foi identificada (Visser et al 1992). Estas proteinas sdo antigenicamente
relacionadas e sdo responsaveis pela produgdo de anticorpos nos animais que foram
naturalmente infectados ou vacinados com corpusculos iniciais de 4. marginale (Tebele
et al. 1991).

O complexo MSP1 ¢ composto por dois peptideos independentes, covalentemente
ligados. A MSP1la e MSP1b mostraram-se estar envolvidas na adesdo do 4. marginale
as células hospedeiras (Garcia-Garcia et al. 2004). A MSP1a, codificada por um gene de
copia Unica mspla, ¢ uma adesina de eritrocitos e células do carrapato; enquanto que a
MSP1b, codificada por membros da familia multigénica msplb, ¢ apenas uma adesina
de eritrocitos bovinos (McGarey & Allred 1994; McGarey et al. 1994b; de la Fuente et
al. 2001).

O peso molecular da MSP1a varia entre os diferentes isolados de A. marginale (70 -
100 kDa), devido as diferencas no numero de repeticdes de peptideos em tandem na

regido N-terminal da proteina. Estas repeti¢des de peptideos sdo expostas na superficie
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do A. marginale, sendo necessarias e suficientes para a adesdao do A. marginale as
células hospedeiras (Palmer et al. 1987; McGarey et al, 1994b;. McGarey e Allred,
1994; de la Fuente et al., 2001 ¢ 2003).

Uma resposta diferencial de anticorpos contra a MSP1a e MSP1b foi observada em
bovinos imunizados com A. marginale derivado de eritrocitos bovinos ou cultura de
células de carrapato (Kocan et al. 2001; de la Fuente et al. 2002; Garcia-Garcia et al.
2004). Essa diferenca foi encontrada como resultado da alta expressao do MSP1a pelo
A. marginale de eritrécitos bovinos, € baixos niveis de expressdo da MSPla por
organismos derivados de culturas de células de carrapato (Garcia-Garcia et al. 2004).

As MSP2 e MSP3 sdo codificadas por uma familia multigénica, apresentando
variagdes quanto as propriedades antigénicas e estruturais entre os isolados geograficos
(Alleman & Barbet 1996; Barbet et al. 2001). A composigao antigénica da MSP2 varia
durante o mesmo ciclo de parasitemia em bovinos (French et al. 1999) e em carrapatos
persistentemente infectados (de la Fuente & Kocan 2001). A atividade dessas proteinas
estd ligada ao mecanismo de evasdo da resposta imune e a persisténcia do
microrganismo no hospedeiro (French et al. 1998; Palmer et al. 2000).

A MSP4 e MSP5 sao proteinas codificadas por genes de copia tinica. Embora estas
proteinas sejam altamente conservadas entre os isolados e apresentar parte da sua
seqiiéncia homologa com polipeptideos da MSP2 (Palmer et al. 1994; de la Fuente et al.
2003, 2004), informagdes sobre suas fungdes nao estdo bem esclarecidas. Estudos
epidemiologicos e imunolégicos utilizando diferentes MSPs revelaram que a proteina
MSP5 apresenta caracteristicas antigénicas que possibilitam seu emprego como
antigeno nos ensaios de diagndstico de anaplasmose bovina conferindo sensibilidade e
especificidade aos testes (Knowles et al. 1996; Vidotto et al. 1998b). Porém, achados
recentes sugerem que o teste MSPS-cELISA também pode ser reconhecido por
anticorpos de Anaplasma phagocytophilum em bovinos infectados (Dreher et al. 2005).
Assim, o teste MSP5-cELISA ndo diferencia espécies de Anaplasma em regides
geograficas onde ocorre co-infecgdo com 4. phagocytophilum e A. marginale ou A.
centrale (Hofmann-Lehmann et al. 2004; Lin et al. 2004; de la Fuente et al. 2004).

As MSPs de A. maginale derivadas de cultura de cé¢lulas de carrapato e de eritrocitos

bovinos infectados tém-se mostrado conservadas (Barbet et al. 1999), exceto a MSP1la
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que mostrou-se diferencialmente expressa em eritrocitos bovinos e cultura de células de
carrapato (Kocan et al. 2001; de la Fuente et al. 2002; Garcia-Garcia et al. 2004).
Atualmente, o seqiienciamento genomico e proteOmico tem possibilitado a
identificacdo de novas proteinas de membrana, além de aumentar a taxa de candidatos
vacinais (Junior et al. 2010). Uma série de novos genes de proteinas da membrana
externa do A. marginale foram encontrados: ompl-14, AM097, AM956, fator-Tu,
VirB9, VirB10, AM197, AM854, AM127, AM387, VirB2, VirB7, VirB11 e VirD4
(Brayton et al. 2006; Lopez et al. 2005; Sutten etal. 2010). Tais proteinas localizadas ou
associadas com a membrana externa do 4. marginale sao consideradas imunogenos
potenciais, uma vez que estimularam a proliferacdo de células T de memoria e a

secre¢do de interferon gama (IFN-y) (Lopez et al. 2007).

1.7 Resposta Imune na Anaplasmose Bovina

A infeccdo pelo A. marginale é capaz de estimular tanto a resposta humoral quanto a
resposta celular no hospedeiro. Ambas as respostas sdo importantes no controle da
doenga, uma vez que anticorpos neutralizantes e INF-y eliminam o organismo via 0xido
nitrico ou moléculas relacionadas (Palmer et al. 1999; Brown et al. 1998a, 2001). O
papel das células T CD4+ nesta infeccdo, estd associado a sua capacidade de ativagdo de
células T helper e a secre¢ao de INF-y. O INF-y produzido induz a mudanga do isotipo
IgG2, promovendo a opsonizacdo do A. marginale ou eritrécitos infectados; e
estimulam a fagocitose e a producdo de oxido nitrico através de macréfagos ativados
(Estes et al. 1994, revisado por Kocan et al. 2003).

As proteinas de superficie (MSPs) do A. marginale sio capazes de estimular a
resposta imune dos animais (Tebele et al. 1991), estando envolvidas no
desenvolvimento da resposta imune protetora. Em um estudo in vitro, anticorpos anti-
MSP1 opsonizaram corpusculos iniciais de A. marginale por fagocitose mediada por
macrofagos ativados (Cantor et al. 1993). Esta opsonizacao, e subseqiliente eliminagao
do A. marginale, sio mecanismos dependentes do complexo de histocompatibilidade
(MHC) de classe II e INFy secretado por linfocitos T CD4+ antigeno-especificos. Além
disso, a proteina MSP1a foi reconhecido por células T CD4+ de memoria em bovinos

imunizados com o complexo MSP1 de A. marginale (Brown et al 2001), impedindo o
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desenvolvimento da riquétsemia apos desafio homoélogo e heterdlogo (Palmer et al.
1989). Esta protecdo indica a conservagdo de epitopos de células T entre os diferentes
isolados de 4. marginale, capazes de etimularem a resposta imune protetora dos animais
(Brown et al. 2002).

Durante a infec¢do, o 4. marginale sofre variagdes antigénicas nas proteinas MSP2 e
MSP3 (Brayton et al. 2003; Palmer & Brayton 2007), e uma IgG2 especifica a variagao
¢ produzida em resposta a cada variante emergente (French et al. 1999). Este fato sugere
que a resposta de IgG2 controla novos surgimentos de variagdes, mas ndo consegue
eliminar o patdgeno ao escape continuo da resposta imune pelas novas variantes. Han e
colaboradores (2010) demonstraram que células T CD4+ ativadas durante a infeccio
desenvolveram uma resposta de memoria fraca. Os mecanismos resultantes da
deficiéncia da resposta de células T durante a infec¢do ndo sao conhecidos, no entanto
esta regulacao negativa da resposta das células T CD4+ poderia impedir a inflamagao
sistémica prolongada no hospedeiro infectado, em resposta a elevados niveis continuos

do A. marginale, mediado por células T regulatorias.

1.8 Cultivo in vitro

Virios sistemas de cultura in vitro do A. marginale foram tentativamente realizados,
tais como cultura de eritrocitos (Kessler & Ristic 1979); cultura de medula dssea de
bovinos, medula 6ssea de coelhos e ganglios linfaticos de bovinos (Marble & Hanks
1972; Hildago 1975; McHolland & Trueblood 1981); e cultura de células do mosquito
Aedes albopictus (Mazzola et al. 1976). Porém, ambas as tentativas resultaram em uma
rapida manutengao do organismo e a propagacao do 4. marginale nao foi confirmada.

O cultivo de células de carrapatos teve estabelecimento da sua primeira linhagem ha
mais de 30 anos atras (Varma et al. 1975). De acordo com Bell-Sakyi et al. (2007),
sistemas de culturas de células in vitro derivadas de vetores ou tecidos dos hospedeiros
tém importante papel em pesquisas sobre carrapatos e doengas transmitidas por estes,
possibilitando avancos nos aspectos da biologia basica destes vetores, na relacdo
hospedeiro-vetor-parasito e ainda no controle das doengas.

A linhagem de células derivadas de embrides de carrapatos Ixodes scapularis, IDES,

foi estabelecida em 1994 por Munderloh et al., sendo capaz de proporcionar o
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desenvolvimento do 4. marginale. Quando inoculados com eritrdcitos infectados, as
células IDES tornaram-se infectadas, resultando no primeiro sistema celular continuo de
cultura dessa riquétsia (Munderloh et al. 1996). Niveis de infec¢@o alcangaram 100% da
cultura e os organismos gerados foram infectivos para bovinos.

No entanto, 4. marginale cultivado em células IDE8 expressam baixos niveis da
MSPla (Garcia-Garcia et al. 2004), e quando usados em ensaios de vacinagdo em
bovinos produzem ineficiente resposta humoral, ndo protegendo os animais contra
desafios experimentais. Como resultado, bovinos imunizados com A. marginale
derivado de eritrocitos desenvolveram uma resposta preferencial 8 MSP1a, enquanto
que bovinos imunizados com A. marginale derivado de cultura de células de carrapato
responderam preferencialmente contra a MSP1b (Kocan et al. 2001; de la Fuente et al.
2002; Garcia-Garcia et al. 2004). Assim, o cultivo de 4. marginale em células IDE8
torna-se improprio para a producao de antigenos a ser utilizado em vacina inativada.
Recentemente Munderloh et al. (2004) demonstraram a infec¢do e propagacdo do A.
marginale em linhagem de células endoteliais bovinas, porém, até o presente momento
ndo existem trabalhos relacionados a composi¢do génica e expressdo de proteinas de
superficie nos organismos produzidos neste sistema.

Novas abordagens devem ser avaliadas quanto a utilizacdo da vacina inativada para o
controle da anaplasmose bovina. A utilizagdo da MSP1a em ensaios vacinais vem sendo
bastante utilizada, devido ao fato desta proteina estar associada no desenvolvimento de
uma resposta imune protetora (Palmer et al. 1986,1988,1989; McGuire et al. 1994a,
1994b; Brown et al. 1998, 2001; de la Fuente et al. 2003; Kocan et al. 2003). Nos
ultimos anos, sistemas carreadores de antigeno tém atraido a atencdo de vérios
pesquisadores, uma vez que este sistema ¢ capaz de otimizar a apresentacao do peptideo
ao sistema imune. Dentre estes carreadores estdo as microparticulas (lipossomas) e os
sistemas coloidais (nanoparticulas) (Schaffazick & Guterres 2003; Hennrich et al. 2006;
Foldvari et al. 2008).

1.9 Nanotubos de Carbono

Nanotubos de carbono (NTCs) apresentam caracteristicas estruturais, mecanicas e

eletronicas peculiares que vem sendo utilizadas na engenharia, quimica e fisica. Nos
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ultimos anos foram descobertas novas aplicagdes dos NTCs na area da biologia (Sinha
& Yeow 2005). O primeiro relato dos NTCs em trabalhos cientificos foi feito por Sumio
lijima (1991), e desde entdo novas propriedades e diferentes aplicagdes estdo sendo
pesquisadas (Herbst et al. 2004; Sinha & Yeow, 2005; Foldvari et al. 2008).

Os NTCs sao formados por folhas de grafite enroladas, formando pequenos cilindros
com diametro de 1 a 30 nm. Atualmente existem dois tipos de NTC: os nanotubos de
parede simples (SWNT), nos quais possuem apenas um Unico cilindro de carbono
(Figura 2A); e os nanotubos de parede multipla (MWNT) que possuem de dois a 50
cilindros concéntricos (Figura 2B) (Dresselhaus et al. 2004; Sinha & Yeow 2005) .

SWNT MWNT

Figura 2 - Estruturas dos nanotubos de parede simples - SWNT (A) e de paredes multiplas - MWNT (B).
(Foldvari & Bagonluri 2008).

Estas nanoparticulas podem ser produzidas por meio de trés técnicas diferentes:
descarga por arco elétrico (Iijima 1991; Sinha & Yeow 2005; Joselevick et al. 2008),
ablacao a laser (Romero et al 2002) ou deposi¢ao quimica de vapor (Joselevich et al.
2008). Em qualquer uma das técnicas utilizadas, os NTCs recém-sintetizados possuem
impurezas oriundas do processo de sintese, como por exemplo, particulas de metais
cataliticos, carbono amorfo, fuligem e fragmentos de grafite (Helland et al 2007). Essas
impurezas podem ocasionar problemas de toxicidade quando NTCs sao utilizados in
vivo (Smart et al. 2006). Por isso, diferentes métodos de purificagdo sdo conduzidos

para se obter NTCs com a maior pureza possivel.
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Para a eliminacdo do carbono amorfo utiliza-se a etapa de oxidacdo com d&cido
nitrico, que também contribui para a solubilizagdo dos NTCs em solu¢ao aquosa (Rosca
et al. 2005). O desenvolvimento de protocolos de oxidagao abriu a possibilidade de ligar
grupos funcionais as paredes laterais dos nanotubos aumentando sua solubilidade em
solventes organicos e solucdes aquosas. Esta modificacdo fornece sitios multiplos para
ligacdo, de drogas, acidos nucléicos, agucares, DNA, oligonucleotideos, peptideos,
proteinas, ou enzimas (Pantarotto et al. 2003a; Foldvari et al. 2008), abrindo a

possibilidade da utilizacdo dos NTCS como transportadores e biosensores.

1.9.1 Nanobiotecnologia

A Nanobiotecnologia, ciéncia que estuda as interrelagdes entre nanocompostos € o
sistema bioldgico, estd em constante crescimento. Considerando que o carbono ¢ o
elemento base de todas as formas de vida conhecidas (Hennrich et al. 2006), os NTCs
tém se destacado na utilizacdo como biosensores, dispositivos eletronicos, carreador de
farmacos, dispositivos de diagndstico, transporte intracelular e intranuclear de drogas e
genes, e carreadores de proteinas com objetivo vacinal (Sinha & Yeow 2005; Hennrich
et al. 2006).

Atualmente, estudos apontam para o potencial dos NTC conjugado a proteinas como
agentes carreador (Foldvari et al. 2008). No entanto, varias questdes fundamentais
ainda continuam em aberto. Uma delas ¢ o mecanismo que regula a entrada e a
internalizacdo dos NTC. Kam et al (2004) propdem que os SWNTs atravessam a
membrana celular através de endocitose, enquando que Pantarotto et al (2004) sugerem
um mecanismo nao endocitico que envolve a inser¢ao e difusdo dos NTC através da
bicamada lipidica da membrana celular.

Virios esforgos tém sido realizados para desenvolver um sistema inovador capaz de

transportar peptideos antigénicos utilizando a nanotecnologia (Foldvari, et al 2008).
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1.9.2 NTCs x Desenvolvimento de Vacinas

Hé grande interesse de produzir novos e efetivos veiculos para administragdo e
apresentacdo de antigenos ao sistema imune. Os NTCs podem ser considerados
excelentes carreadores, devido a sua capacidade de se ligarem a peptideos e proteinas
(Bianco et al. 2005). Atualmente existem trabalhos que mostram que NTCs ligados a
antigenos possuem um grande potencial de gerar uma resposta imune protetora através
da producdo de anticorpos neutralizantes (Pantarotto et al. 2003b; Bianco et al. 2005;
Yandar et al. 2008).

A utilizagdo dos NTCs em ensaios vacinais implica na ligagdo dos NTCs ao
antigeno sem que ele perca sua conformagdo, induzindo assim uma resposta de
anticorpos com alta especificidade. No entanto, ¢ importante que os NTC incorporados
ndo apresentem imunogenicidade intrinseca, e, por conseguinte, desencadeie uma
reposta imune (Foldvare et al 2008).

As nanoparticulas também podem ser utilizadas para modular a resposta imune
celular. Zeinali et al. (2009) demonstraram que SWNT funcionalizado a proteina
recombinante de Mycobacterium tuberculosis promoveu resposta voltada para o tipo
Thl em camundongos Balb/c. Pantarotto et al (2003a) relataram que a utilizagdo dos
NTC induziram uma resposta imune melhorada. Neste trabalho, peptideos derivados da
proteina VP1 do virus da Febre Aftosa foram acoplados em SWNT e utilizados para a
imunizagdo de camundongos Balb/c. Como resultado, a ferramenta SWNT+VP1
induziu uma maior resposta imune contra o peptideo, sem nenhuma reatividade cruzada
detectavel para os SWNT.

Um importante parametro a considerar ¢ a manutengdo da conformacdo do antigeno,
na qual é necessaria para inducdo da resposta humoral com alta especificidade. Em
estudo recente, demonstrou que a funcionalizagdo de nanotubos de carbono com
peptideos antigénicos mantém o epitopo de células B conservado (Pantarotto et al.
2003b). No entanto, a utilizagdo dos NTCs em sistemas biologicos exige uma
compreensdo mais detalhada quanto as caracteristicas dos NTCs e suas propriedades

fisicas e quimicas.
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1.9.3 Funcionalizacio dos NTCs com peptideos antigénicos

Varias metodologias tém sido aplicadas para aumentar a solubilidade dos NTCs
através de ligagdes covalentes ou nao-covalentes de moléculas na sua superficie. A
melhor estabilidade foi alcangada através de ligagdes covalentes entre NCTs e proteinas
(Jiang et al. 2003), utilizando um agente acoplante intermediario que proporcionou a
ligacao entre NTCs e a proteina alvo. Esse procedimento, denominado funcionalizagao,
permite que as moléculas aderidas sirvam como pontos de ancoragem para grupos
funcionais de interesse (Pompeo & Resasco 2002). Nanotubos de carbono
funcionalizados a proteinas sdo habeis em atravessar a membrana celular, tornando esta
ferramenta um vetor potencial para o transporte de diversos antigenos (Pantarotto et al.

2003a, 2004; Kam et al. 2004).

1.9.4 Toxicidade dos nanotubos de carbono

Apesar dos nanotubos de carbono demonstrarem um grande potencial no transporte
de drogas e antigenos, alguns trabalhos apontam os possiveis efeitos adversos causados
pelo tamanho dos nanotubos, grau de pureza e concentragao (Maynard et al. 2004). No
entanto, controvérsias envolvem a interpretacao atribuida aos dados de toxicidade dos
NTC. (Foldvari et al. 2008).

Um dos primeiros estudos que investigaram a toxicidade de NTCs foi publicado em
2003 por Shvedova et al, que investigaram a citotoxicidade de SWNTs brutos (ndo-
funcionalizados) em queratinécitos epidérmicos humanos. Seus resultados mostraram
que a exposicdo aos SWNTs resultou em stress oxidativo acelerado, indicado pela
formacao de radicais livres e de acimulo de produtos peroxidativos, esgotamento total
de reservas de antioxidantes, € uma perda de viabilidade celular. A preparagao dos
NTCs continha uma grande propor¢cdo de metal catalisador (ferro e niquel), o que
contribuiu significativamente para o stress oxidativo e diminui¢do da viabilidade
celular.

Estudos subsequentes utilizando NTC mais purificados, porém ainda no estado bruto,
também indicaram toxicidade celular, resultando em apoptose e necrose das células

(Ding et al. 2005; Manna et al. 2005). Magrez et al (2006) e Tian et al (2006) também

42



mostraram que outros materiais baseados em carbono, tais como as nanoparticulas de
carbono, nanofibras de carbono, fuligem, e carbono ativo, parecem ser mais toxico para
as cé¢lulas do que MWNTs. Entre os nanotubos de carbono, os SWNTs parecem ser
mais téxico do que os MWNTs.

In vivo, algumas evidéncias indicam toxicidade relativamente leve dos nanotubos de
carbono via oral, dérmica e sistémica, como por exemplo inje¢des subcultineas (Sato et
al. 2005). Trabalhos realizados através da administragdo intravenosa de SWNT
demonstraram que estes compostos sao rapidamente eliminados da corrente sanguinea
através de excrecdo renal, sem apresentar efeito patogénico evidente (Singh et al. 2006).

A toxicidade pulmonar por inalagdo ¢ uma preocupagdo, uma vez que particulas
nanoméricas sdo consideradas mais toxicas do que particulas de tamanho maior. Porém
informacgdes atuais sobre a toxicidade dos NTC neste 6rgdo parecem contraditorias
(Warheit et al. 2004; Foldvari et al. 2008). Todas estas controvérsias podem estar
relacionadas as caracteristicas dos NTCs utilizados, técnicas de sintese e nivel de

purificagdo no qual eles foram submetidos antes da exposi¢ao aos animais.
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2. Justificativa

Anaplasma marginale, agente etiologico da anaplasmose bovina, atinge bovinos de
regides tropicais e subtropicais, sendo transmitido principalmente por carrapatos e
moscas hematdfagas. A doenca ¢ considerada um fator limitante para a pecudria em
diversos paises, devido a alta morbidade e mortalidade de rebanhos susceptiveis (Kocan
et al. 2003). A prevencdo da doenga ¢ realizada através do controle de vetores, uso
profilatico de antibidticos e a vacinagao, por meio de vacinas vivas ou inativadas. Essas
medidas nao visam impedir a infec¢do, mas sim reduzir a ocorréncia de casos clinicos e
a mortalidade de animais decorrentes da intensa riquétsemia, ¢ consequente reducao do
hematdcrito provocada pelo A. marginale (Ribeiro & Lima, 1996).

Até recentemente, o A.marginale cultivado em células IDES8 foi considerado uma
importante alternativa para o desenvolvimento de vacina inativada. Porém, estudos
realizados por Kocan et al. (2001), de la Fuente et al. (2002), Garcia-Garcia et al.( 2004)
e Lasmar et al. (2012) demonstraram que animais imunizados com A. marginale
derivado de cultura in vitro desenvolveram uma resposta imune preferencial a MSP1b,
ndo impedindo os animais de tornarem-se infectados apos desafio. Assim, novas
abordagens deverdo ser desenvolvidas para a utilizacdo do cultivo in vitro do A.
marginale em ensaios vacinais.

A MSPla desempenha um papel importante na infec¢do do A. marginale, devido a
presenca de peptideos em tandem, presentes na regido N-terminal da proteina, que
possibilita a adesdo do 4. marginale aos eritrécitos bovinos e células de carrapato (de
la Fuente et al. 2003). Esta regido ¢ capaz de estimular a resposta imune do hospedeiro,
impedindo o desenvolvimento da riquétsemia em animais vacinados (Brown et al.
1998a, 2001). Sua utilizagdo como antigeno vacinal contra a anaplasmose bovina
poderia estimular a resposta humoral e celular dos animais, e até mesmo protegé-los
contra desafios homologos e heter6logos.

No entanto, sabe-se que proteinas exogenas, quando administradas isoladamente no
organismo, podem ser rapidamente eliminadas ou degradadas, apresentarem baixa
biodistribui¢do e solubilidade, além da possibilidade de sofrerem mudancas

conformacionais indesejadas (Bianco et al. 2005; Klumpp et al. 2006). A utilizagdo de
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sistemas carreadores, capazes de transportar o peptideo na concentracdo e local
desejado, seria uma alternativa para aumentar a eficiéncia da distribuicdo e a
apresentacdo do antigeno ao sistema imune. Devido a sua capacidade de se ligar a
varios grupos funcionais, a biocompatibilidade com sistemas biologicos e a capacidade
de serem internalizados por células, os nanotubos de carbono tém sido amplamente
utilizados como carreadores de antigeno em ensaios vacinais (Pantarotto et al. 2003;
Bianco et al. 2005; Yandar et al. 2008). Assim, ¢ proposto neste trabalho a avaliacao da
imunogenicidade da proteina rMSP1a, do isolado UFMG?2 de 4. marginale, associada a
nanotubos de carbono e a antigeno de A. marginale produzido em cultura de células

IDES.
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3. Objetivos

3.1 - Objetivo Geral

Avaliar a resposta imune humoral e celular de camundongos Balb/c imunizados com o
fragmento recombinante da proteina MSPla do isolado UFMG2 de A. marginale,

utilizando nanotubos de carbono como molécula carreadora.

3.2 - Objetivos Especificos

1) Predizer epitopos reconhecidos por células B e células T presentes na seqiiéncia
da proteina MSP1a/UFMG2 utilizando ferramentas de bioinformatica;

2) Expressar e purificar o fragmento recombinante da proteina MSP1a do isolado
UFMG?2 de A. marginale;

3) Produzir MWNT funcionalizados estavelmente com o fragmento rMSP1a;

4) Avaliar a resposta humoral (anti-IgG total) de camundongos da linhagem Balb/c
imunizados com o fragmento rMSPla em diferentes combinagdes, através da
técnica de ELISA e Western blot;

5) Avaliar o perfil da resposta celular em camundongos imunizados com o

fragmento rMSP1a em diferentes combinagdes, através de citometria de fluxo.
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4. Material e Métodos

PARTE I - Predicdo de epitopos na seqiiéncia da proteina MSP1a/UFMG2 de A.

marginale

4.1.1 Predicao de epitopos lineares de células B e células T CD8+

A predi¢do de epitopos lineares de células B foi realizada utilizando-se o programa
BepiPred (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/). Este software requer a entrada de
seqliéncias unicas em formato FASTA e prediz potenciais epitopos de células B
utilizando uma combinagdo de um modelo de Markov oculto e um método de escala de
propensdao baseados na hidrofilidade e predicdo de estruturas secundérias. Valores
acima de 1.3 foram considerados como potenciais epitopos de células B.

A predicao de epitopos de células T citotoxicas (CTL) foi realizada utilizando-se o
software NetCTL (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetCTL/), no qual permite a predicao
de sitios de ligacdo de peptideos a MHC de classe I. Como sugerido pelos autores do

software, valores de escore acima de 0,75 sdo considerados potenciais epitopos de CTL.

PARTE II - Expressio e Purificacdo da proteina rMSP1a

4.2.1 Producio do fragmento rMSP1a: Clonagem e Transformacao

A seqiiéncia parcial da proteina MSPla do isolado UFMG2 de A. marginale foi
obtida a partir de andlise “in silico” das seqiiéncias de MSP1a disponiveis no banco de
dados do NCBI (GenBank EU676175.1) (Figura 3). Este isolado e foi obtido a partir do
sangue de um bezerro naturalmente infectado em Inhatima-MG; ndo possui apéndice e
apresenta alta viruléncia, por induzir alta morbidade e mortalidade em bovinos
experimentalmente inoculados (Bastos, 2010).

O fragmento MSP1a/UFMG2 contém 339 bp e representa parte da por¢cdo N-
terminal da proteina, sendo esta regido considerada a por¢ao imunogénica da MSPla

(de la Fuente et al. 2003; Garcia-Garcia et al. 2004).
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>gb |EUG76175.1| Anaplasma marginale strain UFMGZ major

surface protein la gene

AGGAGGTAARRACATATGTCAGAGTTGTCCCTTCAGTCAACTGATAGCTCGTCAGCGAGTGE
TCAGCAGCAAGAGAGTAGTGTGTTATCTCAAAGTGATCAGGCCAGTACATCGTCTCAATTA
GGAGCTGATAGCTCGTCAGCGAGTGGTCAGCAGCAAGAGAGTAGTGTGTTATCTCAARAGTG
ATCAGGCCAGTACATCGTCTCAATTAGCAGCTGATAGCTCGTCAGCGAGTGETCAGCAGCA
AGAGAGTAGTGTGTTATCTCAAAGTGATCAGGCCAGTACATCGTCTCAATTAGGAGCTGAT
T EECEGECCAGAGAT GG TCCAAGEGTTGCGAGTGTTCEAGTACTTTTTGCTCEAGCACCTATC
ACCACCATCATTAA

Figura 3 - Seqiiéncia génica parcial da proteina MSP1a (GenBank EU676175.1) obtida do isolado
UFMG?2 de A. marginale.

Este fragmento foi inserido no vetor pJexpress414 pela empresa americana
DNA2.0%, utilizando o codon otimizado para expressdo em Escherichia coli. Foram
adicionados a seqiiéncia alvo sitios para as enzimas de restricio Ndel (CATATG) e
Xhol (CTCGAG) nas extremidades 5’ e 3’ do fragmento respectivamente, além da
seqiliéncia codificadora para seis residuos de histidina e o codon de terminagao TAA na
extremidade C-terminal (Figura 4).

O vetor sintetizado foi eluido, segundo instrugdes do fabricante, e quantificados em
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (260/280 nm). Este plasmideo foi utilizado
para termo-transformagao de bactérias Escherichia coli XL1-Blue quimiocompetentes
(Phoneutria, MG, Brasil), para a produgao do plasmideo em maiores quantidades. Nesta
reacdo, 100 ng do plasmideo recombinante e 30 ul de bactérias E. coli XL1-Blue foram
incubados em gelo por 10 minutos, seguido de choque térmico por um minuto e meio a
42°C, e nova incubacao em gelo por mais dois minutos. Posteriormente, foi adicionado
500 pl de meio Circlegrow® liquido (MP Biomedicals), pH 7,0, e a mistura foi deixada
sob agitacdo por 1 hora a 37°C para a expressao do gene de resisténcia. As células
bacterianas potencialmente transformadas foram recuperadas por centrifugacdo, e
plaqueadas em meio Circlegrow®/Agar seletivo (ampicilina 100 pg/ml). As placas

foram incubadas a 37°C por 16 horas.
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Figura 4 - Desenho esquematico do vetor de expressao pJexpress414. Neste plasmideo observam-se os
sitios de origem de replicagdo (ori); gene da B- galactosidase que permite a selecdo de organismos
contendo o plasmideo; o gene de resisténcia a ampicilina; sitio sintético de ligagdo ao ribossomo (RBS);
regido do promotor T7; sitio multiplo de clonagem (SMC) que contém na por¢do 5’ sitios para enzimas de
restrigdes Ndel e Xhol, seqiiéncia codificadora da proteina MSP1a, seqiiéncia que codifica uma cauda de
seis histidinas da proteina produzida, ¢ o codon de terminagdo na porgdo C-terminal.

Os clones contendo o plasmideo com o inserto rMSPla foram selecionados e
cultivados a 37°C por 16 horas em 3 ml de meio Circlegrow” liquido seletivo (MP
Biomedicals) para a amplificacdo e purificagcdo do DNA plasmidial, utilizando o kit
Wizard® Plus SV Miniprep (Promega) seguindo as recomendagdes do fabricante. A
qualidade e a concentragdo do DNA purificado foram obtidas usando espectrofotometro
NanoDrop® ND-1000.

Os plasmideos recombinantes obtidos através da técnica de Miniprep foram
utilizados para eletro-transformagdo de bactérias E. coli BL-21 para expressdo da
rMSP1la. Nesta reacao, 100 ng do plasmideo recombinante ¢ 60 pl de bactérias E. coli
BL-21 foram adicionados a uma cubeta apropriada e eletroporada a 2,5 V. Apos a
adi¢do de 500 pl meio Circlegrow® liquido seletivo (ampicilina 100 pg/ml), seguida de

incubacdo a 37°C por 1 hora, a cultura foi plaqueada em meio Circlegrow®/Agar
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seletivo (ampicilina 100 pg/ml) e incubada a 37°C por 16 horas. Os clone positivos

foram utilizados para padronizagdo das melhores condig¢des de expressao da rMSPla.

4.2.2 Mini-Expressao da proteina rMSP1a

A indugdo da expressdo em pequena escala foi realizada com objetivo de padronizar
as melhores condi¢des de producdo da rMSP1a, para serem aplicadas na expressdo em
larga escala.

Clones da linhagem E. coli BL-21 contendo o plasmideo pJexpress414+rMSPla
foram cultivados em 10 ml de meio Circlegrow” liquido contendo ampicilina (100
ng/ml), a 37°C sob agitagdo constante de 150 rpm (incubadora refrigerada com agitacao
TECNAL modelo TE-421). Apos 16 horas de incubacao, a cultura foi diluida 1:10 em
10 ml de meio Circlegrow® liquido contendo ampicilina (100 pg/ml), e novamente
incubada nas mesmas condigdes citadas acima. Ao atingir a densidade otica de 0,4 — 0,6
a 600nm (O.D. ¢ponm) uma aliquota de 1 ml da cultura foi coletada (tempo 0 hs), seguida
da adicdo do indutor IPTG IM (lul/ml). A cultura foi mantida por 16 horas de
incubagdo a 37°C, coletando-se aliquotas de 1 ml ap6s 2hs, 3hs, 4hs e 16hs de indugao.
Posteriormente estas aliquotas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
15%, sob condigdes desnaturantes (SDS-PAGE) conforme descrito no item 4.2.5.

O restante da cultura obtido apds 16 horas de inducdo foi centrifugado a 8000 xg,
4°C por 20 minutos. O sedimento de bactérias foi ressuspenso em tampao de lise (20
mM fosfato de sodio; 20 mM imidazol) acrescido ou nao de NaCl 50mM ou 500mM.
Para otimizar o processo de lise bacteriana, o precipitado foi incubado durante 15
minutos a temperatura ambiente com lisozima (0,5 mg/ml), seguido de 3 ciclos de
congelamento e descongelamento rapido. Apos nova incubagdo com lisozima (0,5
mg/ml por 15 minutos), o meio foi submetido a 3 ciclos de sonicacdao de 15 segundos
cada, seguido de 15 segundo em banho de gelo, com 30% de amplitude utilizando
aparelho de ultrasson (Branson Sonc Power — Sonofer Cell Disruptor 450). O extrato
protéico foi centrifugado a 11.000 xg, 4°C por 15 minutos, sendo o sobrenadante e o
pellet submetidos a eletroforese SDS-PAGE 15% para verificar se a proteina rMSP1a se

encontrava na fracdo soluvel ou insoluvel da cultura.
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Além disso, outro protocolo foi realizado sem a execucao da etapa de congelamento
e descongelamento rapido, com objetivo de avaliar a real necessidade deste
procedimento no processo de lise bacteriana. Neste protocolo a etapa de sonicagido por
ultrassom foi realizada entre as duas etapas de incubagdo com lisozima.

Apos a analise do material obtido da lise bacteriana foram padronizadas as seguintes
condi¢des: utilizagdo de tampao de lise acrescido de 50 mM NaCl; incuba¢do com
lisozima (0,5 mg/ml) por 15 minutos; trés ciclos de sonicagdo em banho de gelo; nova
incubagdo com lisozima (0,5 mg/ml) por 15 minutos, e centrifugagdo a 11.000 xg, 4°C

por 15 minutos.

4.2.3 Expressao e purificacdo da proteina rMSP1a

Com a padronizagdo das melhores condigdes de expressdao e lise bacteriana, a
expressdo da rMSP1a em escala de 1 litro foi realizada. Clones bacterianos contendo o
inserto recombinante foram selecionados e cultivados em tubos de 50 ml contendo 10
ml de meio Circlegrow® liquido seletivo (ampicilina 100 pg/ml), a 37°C sob agitacio
constante (150 rpm). Ap6s 16 horas de incubagao a cultura foi diluida 1:25 em 1 litro de
meio Circlegrow” liquido seletivo (ampicilina 100 pg/ml) e incubada a 37°C sob
agitacdo constante a 150 rpm. Ao atingir a O.D.¢ponm de 0,4 - 0,6 o indutor IPTG 1M
(1ul/ml) foi acrescido a cultura para induzir a expressao da proteina recombinante.

Apos a realizagao das melhores condi¢des de expressao citadas no item 2.2, a cultura
foi centrifugada a 8000 xg, 4°C por 20 minutos, e o precipitado de bactérias lisado em
tampao de lise (20 mM fosfato de sodio; 20 mM imidazol; S0mM NaCl). O extrato
protéico foi posteriormente centrifugado a 11.000 xg, 4°C por 15 minutos e o
sobrenadante obtido foi submetido a filtracio em membrana de 0,45um, com objetivo
de remover debris celulares produzidos apds o processo de lise bacteriana. O lisado
protéico produzido foi estocado a 4°C para posterior purificacao.

A etapa de purificagdo foi realizada através de cromatografia de afinidade ao niquel,
utilizando colunas de Niquel Sepharose High Performance HisTrap HP® de 1 ml (GE
Healthcare) conectadas no cromatdgrafo FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography)
multidimensional AKTAprime plus® (GE Healthcare). A coluna foi previamente

equilibrada com 16 ml de tampao de ligacdo pH 7,4 contendo 20 mM de fosfato de
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sodio, 20 mM de imidazol e 50 mM NaCl. Apds a aplicagdo do lisado protéico, a coluna
foi novamente lavada com tampao de ligagdo até que nenhuma leitura fosse observada a
280nm. Apds a corrida, as proteinas aderidas & matriz da coluna foram eluidas
utilizando o tampao de elui¢do contendo 20 mM fosfato de s6dio, 500 mM de imidazol
e 50 mM NaCl, pH 7,4. Aliquotas das fracdes contendo o material ndo ligante a coluna
(descarte) e a proteina eluida foram submetidos a eletroforese SDS-PAGE 15% e
posteriormente analisadas através da técnica de Western Blot (conforme descrito nos
topicos a seguir), com objetivo de confirmar a identidade da proteina produzida.

Apos a confirmagdao da identidade da proteina as fragdes purificadas contendo a
rMSP1a foram concentradas através da técnica de ultrafiltracdo de membrana utilizando
tubos Vivaspin20® (GE Healthcare), até a concentragdo de 90 a 95% do volume. De
acordo com as recomendacgdes do fabricante, a proteina tMSP1a, de aproximadamente
13 kDa, foi centrifugada a 8000 xg, 4°C por 29 minutos, utilizando uma membrana com
cut off de 5 kDa. Alternativamente, a ultrafiltragdo permitiu a remog¢do de sais e outros
contaminantes, inclusive a reducao significativa de imidazol presente na amostra.

Para verificar a quantidade de proteina apds a etapa de concentragdo, as amostras

foram quantificadas pelo método de Bradford.

4.2.4 Quantificacao de proteinas (Método de Bradford)

A determinagdo da concentragdo protéica foi realizada segundo Bradford (1976). O
método de Bradford ¢ uma técnica para a determinagdo de proteinas totais que utiliza o
corante Coomassie Brilliant Blue BG-250. Este método baseia-se na intera¢do entre o
corante BG-250 e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias
laterais basicas e aromaticas, possibilitando uma coloragdo diferencial em concentragdes
variadas de proteina.

A reacdo foi realizada em placas de 96 pocos, na qual, em duplicata, foram
adicionados em cada poco 20 ul das amostras em diferentes diluicdes e 180 pl do
reagente de Bradford (0,1% Coomassie Brilliant Blue G-250; 5% etanol; 10% acido
fosforico). A leitura da intensidade da cor foi realizada em leitor de microplacas com

filtro de 595nm (VersaMax Elisa Microplate Reader — Molecular Devices), e os valores
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obtidos foram comparados a uma curva padrao de albumina de soro bovino (BSA) nas
concentragdo 0,25; 0,5; 1,0; 1,25; 1,5; 1,75 e 2,0 pg/ul, conforme a formula: [ ]
proteina = a . x + b . fd + cv (a = angulo de inclinagdo da reta; x = média das leituras
das amostras em duplicata; b = ponto de intersecao no eixo y; fd = fator de diluicdo; cv

= fator de corre¢ao do volume para obter-se a concentragao em pg/ul).

4.2.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida — SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Eletrophoresis)

A andlise eletroforética de proteinas foi realizada em géis de poliacrilamida 15%
com SDS (Sodium Dodecyl Sulfate), corados por Coomassie Brillante Blue R250. O gel
¢ composto de duas fases, sendo a fase superior denominada gel de concentracdo ou
empilhamento (acrilamida:bis-acrilmida 4%; Tris-HCI pH 6,8 0,5M; SDS 10%,; 1%
persulfato de amonio; 0,1% TEMED; agua destilada), e a fase inferior denominada gel
de separacdo (acrilamida:bis-acrilmida 15%; Tris-HCI pH 8,8 1,5M; SDS 10%; 1%
persulfato de amonio; 0,1% TEMED; dgua destilada).

As amostras a serem analisadas foram incubadas em tampao de amostra (SDS 10%;
Tris-HC1 0,5M pH 6,8; 4% Glicerol, Bromophenol Blue 0,5%; 200 nM f-
Mercaptoethanol e dgua deionizada) e aquecidas a 95°C por 5 minutos. Posteriormente
as amostras foram submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE 15% com tampao de
corrida Tris-Glicina (Tris 25mM; Glicina 0,25mM; SDS 0,1%; agua destilada) a uma
voltagem de 70V, até as bandas atingirem o gel de separacao, e 100V até o final da
corrida.

Apds a eletroforese, o gel foi corado pela solugdo de azul de Coomassie (45%
metanol; 10% 4acido acético; 0,25g Coomassie Brillante Blue R250; 45% agua
destilada) durante 15 minutos sob agitacdo e descorado com solucdo descorante (10%
metanol; 5% dacido acético; 85% dagua destilada) por aproximadamente 2 horas. A
visualizacdo das bandas foi realizada por compara¢do com o padrao de peso molecular
para proteinas (PageRuler Prestained Protein Ladder — 10 a 170 kDa, Thermo Scientific,
EUA ou Prestained Protein Molecular Weight Market — 20 a 120 kDa, Thermo
Scientific, EUA ).
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4.2.6 Eletrotransferéncia da proteina rMSP1a — Western Blot

Apos a corrida eletroforética, a proteina rMSP1a foi transferida para uma membrana
de difluoreto de polivilinideno (PVDF) (Amersham Hybond™ — GE Healthcare), em
um sistema semi-seco (Semi-dry blot cell transfer — Bio-Rad®, EUA), a 20V por 40
minutos, utilizando tampdo contendo 20% de metanol, 18,5 uM de Tris-base e¢ 0,14 M
de glicina, seguindo as recomendag¢des do fabricante.

A membrana foi bloqueada em tampao PBST/caseina (PBS 1x; 0,05% Tween 20;
caseina 5%) por aproximadamente 16 horas, sob agitacdo. Posteriormente, foram
realizadas trés lavagens com intervalo de cinco minutos em tampao PBST (PBS 1x;
0,05% Tween 20), seguida da incubagdo por 1 hora com o anticorpo primario Mouse
anti-His (GE Healthcare Life Sciences), diluido 1:2000 em tampao PBST. Apds trés
lavagens com tampao PBST, a membrana foi incubada por 1 hora com o anticorpo
secundario anti-Mouse IgG Peroxidase Conjugate (Sigma, EUA), diluido na
concentracdo de 1:2000 em tampao PBST, seguido de mais um ciclo de lavagem. A
revelagdo foi realizada com solucdo contendo 0,5 mg/ml de 3,3’diaminobenzidina
(DAB), 0,25 mg/ml de 4-cloronaftol, 8% de metanol e 0,042% de H,O,, diluidos em
PBS 1x. A reagdo foi interrompida com agua destilada e a visualizacdo da banda foi
realizada por comparagdo com o padrao de peso molecular para proteinas (PageRuler

Prestained Protein Ladder — 10 a 170 kDa, Thermo Scientific, EUA).

PARTE III - Nanotubos de Carbono

4.3.1 Obtencao dos nanotubos de paredes multiplas (MWNT)

Nanotubos de Carbono de Paredes Multiplas (MWNT) picotados e carboxilados
foram produzidos no Laboratério de Crescimento de Cristais do Departamento de Fisica
do ICEx/UFMG, e gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Luiz Orlando Ladeira através da
colaboragdo com o Prof. Dr. Fldvio Guimardes da Fonseca (Departamento de
Microbiologia — ICB/UFMG). Os MWNTs utilizados neste trabalho apresentavam

500nm de comprimento por 40nm de diametro, sendo sintetizados pela técnica de
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Descarga por Arco Elétrico, na qual, sob altas temperaturas, a condensagao e deposi¢ao
de 4tomos de carbono sdo alcancadas através da sublimagdo do grafite; e entdo

carboxilados pelo método de oxidag¢do em acido nitrico (Rosca et al. 2005).

4.3.2 Solubilizacio dos MWNT

O 4cido nitrico (HNO;) ¢ utilizado para oxidar MWNT, produzindo grupos
carboxilicos principais que contribuem para a solubilizagdo dos MWNT em solugao
aquosa (Rosca et al. 2005). Apos tratamento com HNO;, 10 mg de MWNT foram
adicionados a um tubo de vidro contendo 15 mL de agua deionizada, e incubados por 2
horas em gerador de banho ultrassonico (Branson 1210), agitando-se a cada 30 minutos
de incubacdo. O material contendo os MWNT soluveis foram autoclavados e

armazenados a temperatura ambiente.

4.3.3 Funcionalizacio dos MWNT com rMSP1a

A funcionalizagdo dos MWNT com rMSP1la, ou seja, a ligagdo covalente entre os
radicais carboxilicos presentes na superficie dos MWNTSs e os radicais aminicos da
proteina tMSP1a, foi realizada através da reagdo de amidagdo ativada por diimida
(Jiang et al. 2003). Nesse processo, utiliza-se o cloridrato de N-etil-N’-(3-dimetil-
aminopropil)carbodiimida (EDAC) como agente acoplante intermedidrio entre os
radicais carboxila presentes na superficie dos MWNTs e a por¢ao amina da proteina.
Porém, esse composto ¢ instdvel em solu¢do aquosa e sua utilizagdo no acoplamento
direto entre MWNT e proteina proporciona ligagdes intermoleculares indesejaveis entre
as proteinas, uma vez que a maioria destas sdo ricas em ambos os grupos amino e acido
carboxilico em sua superficie. No entanto, esta ligacdo intermolecular pode ser evitada
através do agente estabilizante N-hidroxisuccinimida (NHS), que converte os acidos
carboxilicos em ésteres ativos, que em seguida sdo submetidos a reacdo de substituicdo
nucleofilica com os grupos amina da proteina, resultando na formagdo de uma ligacdo

amida entre os MWNT e as proteinas (Figura 5).
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Funcionalizagao
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Figura S - Desenho esquematico do processo de funcionaliza¢io covalente entre MWNT e rMSPl1a:
1) oxidacdo em acido nitrico para adicionar radicais carboxila aos MWNT; 2) a adi¢do do agente
acoplante EDAC leva a formagdo de um composto intermediario altamente reativo, porém instavel em
solucdo aquosa; 3) adigdo do NHS forma um éster ativo mais estavel; 4) o éster ativo sofre uma reacdo de
substituicdo nucleofilica e reage com os grupos amina das proteinas, formando a ferramenta
MWNT+rMSP1a.

A funcionalizagdo dos MWNT com rMSP1a foi realizada com a adigcao de 188 ul de
tampao MES 500 mM pH = 6,1 (4cido 2-morfolinoetanosulfonico monohidratado), 432
ul de NHS (50mg/ml) e 938 pl MWNT solubilizados. Apds agitagdo rapida, 225 ul de
EDAC (10 mg/ml) foi rapidamente adicionado e a mistura mantida sob agitacdo rapida
em vortex (Phoenxi AP56) durante 30 minutos a temperatura ambiente. O material foi
centrifugado a 16000 xg, 25°C por 10 minutos, ¢ o sobrenadante descartado para
eliminar residuos de EDAC e NHS.

A padronizacdo da funcionalizacdo entre MWNT-+rMSPla foi realizada testando-se
quatro proporg¢des de nanotubos : proteina (1:1, 1:3, 1:5 ¢ 1:10 — peso:peso), a fim de se
verificar em qual destas propor¢des houve uma maior eficiéncia na funcionalizagdo com
menos proteina sendo eliminada nas lavagens (Figura 6). A quantidade de proteina
manteve-se constante em todas as propor¢des (200 pg), variando-se a quantidade de
MWNT que se ligara covalentemente as proteinas (200 66, 40 e 20 ug respectivamente).
Os MWNT tratados com EDAC foram ressuspensos em 1,5 mL de tampao MES 50 mM
pH=6,1, e divididos em 4 aliquotas nas propor¢des citadas acima (Figura 6).
Posteriormente foi adicionado 200 pg rMSPla em cada aliquota, ¢ o volume final
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ajustado para 1 mL com tampao MES 50 mM pH 6,1. As aliquotas foram incubadas a

4°C, por 1 hora sob agitagdo constante (150 rpm), e posteriormente submetidas a trés

centrifugacdes de 9600 xg, 4°C por 10 minutos, com objetivo de remover as proteinas

que ndo se ligaram aos MWNTs. O sobrenadante das lavagens foram estocados a 4°C e

o pellet ressuspendido em 1 mL de tampao MES 50 mM pH=6,1. Para identificar a

melhor propor¢do de MWNT : rMSPla, o sobrenadante coletado em todas as trés

lavagens foram quantificados pelo método de Bradford e corridos em gel SDS-PAGE

15%.
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Figura 6 — Desenho esquematico da padronizacdo da propor¢ao MWNT : rtMSP1a utilizado no processo

de funcionalizagdo covalente.
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PARTE IV - Avaliacao da resposta humoral de camundongos Balb/c imunizados

com rMSP1a em diferentes combinacdes.

4.4.1 Animais experimentais

Foram utilizados trinta e seis fémeas de camundongo da linhagem Balb/c, com idade
entre 6 a 8§ semanas, procedentes do Centro de Bioterismo (Cebio) do ICB/UFMG. Os
animais foram mantidos no Biotério do Laboratorio de Parasitologia Molecular do
Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG, em gaiolas plasticas com dimensdes de
30x18x22 cm, submetidos a ciclo de claro ¢ escuro, controle de ventilagao e receberam
racdo e agua a vontade. Os animais foram vermifugados com Sulféxido de Albendazole
(0,6 ng/mL), disponibilizado na agua por 24 horas. Apds 14 dias da vermifugacdo, os
animais foram utilizados no experimento. A utilizagdo desses animais foi realizada de
acordo com os procedimentos éticos aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagao

Animal (CETEA/UFMG — N° protocolo: 298/2012).

4.4.2 Delineamento experimental

A imunogenicidade da rMSP1a, e suas diferentes combinagdes, foi avaliada através
da imunizagdo dos camundongos utilizando um protocolo homoélogo de 3 doses
intervaladas de 21 dias, via subcutanea. Os camundongos foram distribuidos em 6
grupos de 6 animais cada, e imunizados ao lado da cauda com 200 ul das respectivas

solugoes:
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Tabela 2 - Esquema de imunizagdo dos camundongos Balb/c

GRUPO (n) DOSE Adjuvante
N#o Imunizados (NI) 6 ok ok
PBS 6 150 pl de PBS
rMSPla 6 25 pg de tMSPla
+ 50 pl Adjuvante
MWNT 6 18 pg de MWNT Emulsigen®
18 ng de MWNT funcionalizados com

MWNT+rMSPla 6 25 ng de tMSP1a

18 pg de MWNT funcionalizados com 25 pug de
rMSP1la + 25 pg de antigeno de 4.marginale
Vacina Completa 6 sonicado, produzido em cultura celular

Amostras sanguineas foram coletadas através de pun¢do da veia caudal no dia zero e
no 11° dia apds a primeira e a segunda imunizagdo, para avaliacdo dos niveis de IgG
total anti-rMSPla através da técnica de Ensaio Imunoenzimatico Indireto (ELISA) e
Western Blot (Figura 7).

Apods 14 dias da ultima dose, os animais receberam 100 pl de solucdo anestésica
(ketamina 21%, xilazina 8%, PBS) e foram sangrados através do plexo axilar. Em
seguida, foram sacrificados por deslocamento cervical para remog¢ao do bago e posterior
analise da resposta celular. O sangue coletado foi centrifugado a 3000 rpm, por 10
minutos, e o soro obtido foi armazenado a -20°C para avalia¢do dos niveis de IgG total
anti-rMSP1a através da técnica de Ensaio Imunoenzimatico Indireto (ELISA) e Western
Blot. Uma aliquota do soro foi armazenada em freezer -80°C, com objetivo de avaliar o

perfil de citocinas em cada grupo.

12 dose 12 reforgo 2¢ reforgo Eutanasia
I Colheita sangue I Colheita sangue I I
0 11¢ 21¢ 32¢ 4209 56¢
Dias

Figura 7 - Esquema do protocolo de imunizaciio de 3 doses (dose-reforco-reforco): As doses foram
administradas via subcutanea com 200 pl das solugdes apresentadas na tabela 1, com intervalo de 21 dias
entre as imunizagdes. A coleta do sangue foi realizada 11° dia ap6s a 1* dose e o 1° reforco, e o sacrificio
dos animais foi realizado no 14° dia ap6s o 2° reforgo para coleta de sangue e bago.
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4.4.3 Cultivo in vitro do isolado UFMG2 de A. marginale

O cultivo e a manutengdo in vitro do A. marginale em células embriondrias do
carrapato Ixodes scapularis (IDE8) tem sido realizado no Laboratério de Protozoologia
Veterindria do Departamento de Parasitologia ICB/UFMG. Estas células foram
gentilmente cedidas pela Dra. Bell-Sakyi (CTVM, University of Edinburgh, UK) com
permissdo da Dra. U. G. Munderloh (University of Minnesota, USA), sendo mantidas
em meio L-15B (Leibovitz), com pH entre 6,8 a 7,2, e suplementado com 10% de caldo
de triptose fosfatada, 5% de soro fetal bovino (SFB), 1% de lipoproteina bovina
concentrada, 1% de L-glutamine 200nM. As células livres sdo mantidas em garrafas
com area de 25cm?, incubadas & temperatura de 32°C ¢ o meio de cultura é trocado
semanalmente.

A infecgdo das células IDE8 com A. marginale foi realizada inicialmente a partir de
amostras de sangue bovino infectado com isolado UFMG2 de A. marginale,
crioperservada em nitrogénio liquido, utilizando o DMSO como crioprotetor. Infec¢des
subseqiientes foram realizadas por meio de repique de células infectadas em garrafas de
células livres.

As células infectadas foram mantidas em meio L-15B suplementado com MOPS (3-
(N-Morfolino) Acido Propanossulfonico), pH a 7,2 e mantidas a temperatura de 34°C
(Figura 8). Os corpusculos inciais de 4. marginale produzidos neste sistema in vitro
foram purificados segundo Silvestre et al. (2010), no qual as células infectadas foram
centrifugadas a 9.000 xg, 4°C por 15 minutos, e o pellet formado foi homogeneizado e
incubado com tripsina por 20 minutos a 37°C. Apos a adicdo de PBS estéril, as células
foram rompidas mecanicamente e centrifugadas a 2.300 xg por 5 minutos a 18°C. O
pellet foi descartado e os corptsculos presentes no sobrenadante foram quantificados
em camara hemocimétrica e posteriormente submetidos a 4 ciclos de sonicagdo de 30
segundos cada, seguido de 30 segundos em banho de gelo, com 30% de amplitude.
ApoOs a ruptura dos corpusculos, uma aliquota do material foi utilizada para

quantificagcdo das proteinas utilizando o método de Bradford.
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Figura 8 — Colonia de A. marginale em células IDES apods 12 a 14 dias de infecg@o in vitro (aumento
100x).

4.4.4 ELISA para determinacao dos niveis de anticorpos

A analise de anticorpos especificos IgG total contra a rMSPla, produzidos pelos
camundongos imunizados, foi realizada através do Ensaio Imunoenzimatico Indireto
(ELISA). Antes da realizagao do teste, foi realizada a padronizag¢do das concentragdes

de antigeno, soro e conjugado.

4.4.4.1 Padronizacio da concentra¢io antigeno — rMSP1la

Placas de microtitulagdo de 96 pogos (Nunc MaxiSorp™) foram adsorvidas com cinco
concentragdes diferentes de rtMSP1a (0,5 pg; 0,25 pg; 0,12 pg; 0,6 pg; 0,3 pg/poco) em
tampao carbonato (0,05 M NaHCO; pH 9,6), a 4°C por 18 horas. Apds a etapa de
sensibilizacdo, a placa foi lavada trés vezes com PBST (PBS 1x + Tween 20 0,05%), e
incubada com 100 pl/poco da solugdo de bloqueio (PBS 1x + 2% caseina) por 2 horas a
temperatura ambiente. A placa foi novamente lavada com PBST, e em seguida foi
adicionado 100 pl/pogo do soro dos animais em duplicata (pool de grupo), diluido 1:50
em PBST + 0,25% caseina. Apos 1 hora de incubagdo, a placa foi lavada com PBST e

incubada com 100 pl/poco o anticorpo secundario anti-Mouse IgG Peroxidase
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Conjugate (Sigma, EUA), diluido 1:10000 em PBST + 0,25% caseina. A placa foi
mantida no escuro por 1 hora a temperatura ambiente, e em seguida lavada com PBST.
Foram adicionados 100 pl/poco do substrato enzimatico TMB (Tetrametil benzidina) e
a placa incubada por 20 minutos a temperatura ambiente. A reagdo foi interrompida com
a adigdo de 100 ul/pogo de acido sulfarico 2M (H,SO4). A leitura foi feita em leitor de
microplacas com filtro de 450 nm (VersaMax Elisa Microplate Reader - Molecular
Devices). Para identificar a melhor concentracdo de rMSPla, os dados obtidos foram
plotados em histogramas, e subseqiientemente usados para calcular a razdo S/N (razao

entre a absorbancia da amostra positiva pela absorbancia da amostra negativa).

4.4.4.2 Padronizacao da concentracao de soro

Placas de microtitulacio de 96 pogos (Nunc MaxiSorp™) foram adsorvidas com a
rMSPla (na concentracdo determinada no item anterior) e incubadas com soro dos
animais (pool/grupo - duplicata) em seis concentragdes diferentes: 1:100 / 1:200 / 1:400
/ 1:800 / 1:1600 ¢ 1:3200, diluidos em PBST + 0,25% caseina. Foi utilizada a mesma

metodologia descrita no item 4.4.1.

4.4.4.3 Padronizacio da concentracio do conjugado (anti-mouse IgG)

Foram avaliadas quatro concentracdes diferentes do anticorpo secundario anti-Mouse
IgG Peroxidase Conjugate (Sigma, EUA): 1:10000, 1:20000, 1:40000 e 1:80000,
diluidos em PBST + 0,25% caseina, seguindo a metodologia descrita no item 4.4.2.
Ap0s a etapa de padronizagdo do antigeno, soro e conjugado todas as 36 amostras de

soro foram testadas nestas condigoes.

4.4.5 Avaliacao de titulos de anticorpos IgG anti-rMSP1a

A titulagdo de anticorpos IgG anti-rMSPla foi realizada através da técnica de
ELISA, utilizando os soros dos animais do grupo PBS, rtMSPla, MWNT+rMSPla e

vacina completa, obtidos ap6s a terceira imunizagdo. Os soro foram avaliados em pools
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de grupo e diluidos seriadamente de 1:400 até 1:291.600. O valor de cut off foi utilizado
para determinar o ponto limite entre as amostras positivas e negativas, no qual foi

representado pela média obtida do grupo PBS + 3x desvio padrio.

4.4.6 Western Blot

A metodologia utilizada nesta etapa foi a mesma descrita no item 2.6. Neste caso, a
hibridiza¢ao do anticorpo primdrio foi realizada incubando a membrana de PVDF com
soro dos animais (pool de grupo), diluidos de 1:200 em PBST 0,05% durante 1 hora a

temperatura ambiente.

PARTE V - Avalia¢ao da resposta celular

4.5.1 Analise de proliferaciao celular por marcaciao com BrdU

Para avaliar o reconhecimento da proteina rMSPla pelos esplenocitos dos
camundongos imunizados, foi realizado o ensaio de proliferacao celular in vitro
utilizando o kit BrdU Cell Proliferation Assay (Millipore, EUA). O bromodeoxiuridina
(BrdU) ¢ um nucleosideo sintético ndo radioativo analogo da timidina, que ¢
incorporado as novas fitas de DNA sintetizadas pelas células em proliferacdo. Assim,
quanto maior a incorporacao de BrdU, maior ¢ a atividade proliferativa das células
analisadas.

Os bacos dos trinta e seis camundongos foram coletados e armazenados em 3 mL de
meio RPMI 1640 (Cultilab, Sao Paulo, Brasil) suplementado com 10% de SFB, 1% de
antibiotico e 1% de antifungico. As suspensdes de células esplénicas foram obtidas por
maceracao dos bacos com o auxilio de ldminas de borda fosca, seguido da centrifugagao
a 180 xg, por 10 minutos a 4°C. A lise das hemécias foi realizada através da adi¢ao de
10 mL de solugdo de cloreto de amonio ao precipitado de células (NH4Cl 0,15M;
KHCO; 10 mM; EDTA 0,1mM; agua destilada), seguido de agitag¢ao rapida e incubagao

por 20 minutos em banho de gelo. O material foi centrifugado a 180 xg, 4°C por 10
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minutos, e o pellet foi ressuspendido em 10 mL de meio RPMI 10% SFB. A suspensdo
de células foi novamente submetida e etapa de centrifugacdo (180 xg, 4°C por 10
minutos), e ressuspendida em 1 mL RPMI 10% SFB para avaliagdo da viabilidade
celular utilizando o corante azul de Tripan. Apds a contagem das células viaveis em
microscOpio oOptico, utilizando camara de Neubauer, as suspensdes de células foram
distribuidas em placas de cultura celular de 96 pocos (Costar™ 96-well tissue culture
clusters), dispostas em duplicata, na concentragio de 2 x 10° células/pogo. Os
esplendcitos receberam como estimulo 20 pg/mL rMSPla (= 1lug/poco), 5 pg/mL
Concavalina A ou apenas meio RPMI 0% SFB (sem estimulo). As placas contendo dos
diferentes estimulos foram incubadas por 72 horas, a 37°C com 5% de CO,. A cultura
sem estimulo (RPMI 0% SFB) foi utilizada como controle interno negativo, e a cultura
estimulada com o mitégeno (Con A) como controle positivo, na qual foi avaliada a
capacidade imunoproliferativa dos esplenocitos. As placas contendo os diferentes
estimulos foram preparadas em duplicata, com objetivo de realizar tanto a analise de
proliferacao celular (kit BrdU) quanto na imunofenotipagem de linfocitos T CD4+,
CD44+ e CD62+.

A avaliagdo da proliferacao celular foi realizada de acordo com as recomendagdes do
fabricante do kit. Apds o periodo de incubagdo de 72 horas foram adicionados 20
ul/poco do BrdU, seguido de nova incubagdo por 18 horas, 37°C com 5% de CO,. Apds
centrifugacdo a 179 xg, 25°C por 10 minutos, o sobrenadante foi armazenado em
freezer -80°C, para posterior dosagem de citocinas, ¢ as células foram fixadas na
superficie da placa onde foi realizada a desnaturacdo do DNA. As placas foram lavadas
trés vezes com tampao de lavagem, seguido da incubagdo por 1 hora a temperatura
ambiente com o anticorpo anti-BrdU. Apds nova etapa de lavagem, as placas foram
incubadas com o anticorpo secundario Goat anti-Mouse IgG conjugado a peroxidase por
30 minutos, a temperatura ambiente e protegido da luz. Em seguida, as placas foram
lavadas e o substrato TMB foi adicionado. Apds incubacido de 30 minutos no escuro a
temperatura ambiente, a reagdo foi interrompida com a adi¢ao de acido sulfurico 2M, e
a absorbancia medida em leitor de microplacas com filtro de 450 nm (VersaMax Elisa
Microplate Reader - Molecular Devices). Além das amostras, foram realizados dois
controles: pogos contendo os esplendcitos na auséncia do BrdU, e pocos contendo

apenas meio RPMI 0%.
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4.5.2 Avaliacao da populacgio de linfocitos T CD4+, CD44+ e CD62+

Apo0s 48 horas de incubagdo com os diferentes estimulos (RPMI, Con A ou rMSP1a),
as placas contendo a cultura de esplenocitos foram utilizadas para avaliar a freqiiéncia
de células T CD4+/CD44+ e CD4+/CD62L+. As células foram lavadas (PBS, azida
sodica 0,1%, albumina de soro bovino 0,5% - pH=7,2) e coletadas com auxilio de
pipetas. Posteriormente foram divididas em tubos de citometria, ¢ duplamente marcadas
com anticorpos especificos para CD4 (0.5 mg/mL, clone H129.19) conjugado com
isotiocianato de fluoresceina (FITC) e CD44 PE (0,2 mg/mL, clone IM7) conjugados
com ficoeritrina (PE), ou CD4-FITC e CD62L-PE clone (0.2 mg/mL, MEL-14) durante
30 minutos a temperatura ambiente, protegidas da luz. Apds a incubacdo as células
foram novamente lavadas e centrifugadas a 1300 rpm, 4°C por 10 minutos, esse
processo foi repetido por 2 vezes. O sobrenadante foi descartado e as células foram
entdo fixadas em solucdo fixadora para citometria — Max Fax Fix (PBS, 5%
formaldeido, 5% cacodilato, pH=7,2). As células foram estocadas a 4°C, protegidas da
luz, at¢ o momento da leitura em citdmetro de fluxo FACScan (Becton Dickinson,
EUA). Foram selecionadas apenas as populagdes de linfocitos, e para a realizacdo da
leitura foram adquiridos aproximadamente 20 mil eventos de células. As analises foram
feitas pelo software flowjo ©Tree Star, Inc. 1997 - 2012. Controles marcados com FITC

e PE foram usados para calibragdo do aparelho.

4.5.3 Determinacio da producio de citocinas por ELISA de captura (R&D®
Systems, EUA) e por Cytometric Bead Array (kit CBA - BD® Biosciences)

Apo6s 72 horas de incubagdo com os diferentes estimulos (RPMI 0%, Sug/mL
ConA e 20pg/mL rMSP1la), o sobrenadante da cultura de esplendcitos foi utilizado para
detectar e quantificar citocinas IL-4, IL-10, INF-y e TNF-a utilizando kits comerciais
(R&D" Systems, EUA). Os ensaios foram realizados em placas de 96 pogos de acordo
com as instrucdes do fabricante. Para detec¢do das citocinas as placas foram
sensibilizadas utilizando anticorpos de captura especificos diluidos em PBS pH 7.4,

posteriormente bloqueadas com PBS BSA1% e incubadas durante 2 horas com o
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sobrenadante da cultura de esplenocitos. Anticorpos de detec¢do biotinilados
combinados com estreptavidina-HRP (Amersham Biosciences, EUA), e o cromdgeno
OPD (O-Fenilenodiamina) foram utilizados para detectar e revelar a reagdo. Apos a
interrupcado com H,SOs 2M, a reagdao colorimétrica foi analisada em leitor de
microplacas de ELISA a 492nm. O calculo das concentragdes finais de citocinas foram
obtidos utilizando o programa SoftMax® Pro 4.8, e os resultados obtidos em pg/mL.

A dosagem das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, INF-y, TNF-a, IL-17A e IL-10 do soro dos
camundongos ap0s a ultima imunizacao foi realizada através da técnica de citometria de
fluxo, utilizando o kit Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Thl, Th2, Thl7 Cytokine
Kit (BD® Biosciences, USA). Este kit apresenta uma alta sensibilidade, sendo capaz de
detectar baixas concentragdes destas citocinas (0,1 a 5000 pg/mL). Em resumo, os
soros e os padroes de citocinas do kit foram incubados com microesferas de captura
recobertas com anticorpos especificos para cada citocina, € com anticorpo de deteccao
marcado com ficoeritrina (PE). Apds as incubagdes, foi acrescentado 500 pl da solugdo
de lavagem e o material centrifugado a 1300 rpm, 18°C por 7 minutos. O sobrenadante
foi desprezado e as amostras foram ressuspensas em 200 pl da solucao de lavagem para
posterior leitura em citometro de fluxo FACScan (Becton Dickinson, EUA). Os
resultados obtidos foram analisados utilizando o software BD CBA Analysis Software,
por meio da obtencdo de curvas de calibragdo obtidas dos padrdes de citocinas do kit,

sendo a concentracao dos analitos na amostra determinado em pg/mL.

4.6 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados gerados foi realizada utilizando o software Graph Pad
Prism 5.0, sendo o teste de Kolmogorov-Smirnov inicialmente utilizado para determinar
a normalidade dos dados. Os resultados paramétricos passaram pelo teste de analise de
varidncia (ANOVA), seguidos pelo teste de Tukey para multiplas comparagdes.
Resultados ndo paramétricos foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo
teste de Dunn’s para multiplas comparagdes. As diferencas obtidas foram consideradas

estatisticamente significativas quando o valor de P foi menor que 0,05.
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5. Resultados

PARTE I - Predicao de epitopos de células Be T

5.1 Predic¢ao de epitopos lineares de células B e epitopos CTL

A figura 9 mostra as seqiiéncias de epitopos de células B e CTL preditas com o
auxilio do software BepiPred e NetCTL. Os resultados apontam que a seqiiéncia da
proteina MSP1a do isolado UFMG2 de 4. marginale apresenta 3 regides possiveis de
ligacdo de células B (SSSASGQQQ) (Figura 9A), além de quatro epitopos de ligagao
com MHC de classe 1. Destes, trés epitopos apresentavam a seqiiéncia QSDQASTSS, e
um apresentando a seqiiéncia RSKVASVEY (Figura 9B).

>gb|ACFO08740 .1 | UFMG2

MSELSLOSTDSS5ASGO00ESSVLSOSDOASTS50LGADSSSASGOO0ESSVLSOSD

QASTSSQLGADSSSASGOOQES SVLSOSDOASTS SOLGADWRPEMESEVASVEYFL

>gb|ACF08740 .1 | UFMG2

MSELSLOSTDSSSASGOOOESSVLSOSDOASTSS0LGADS SSASGOOOESSVLSOSD

QASTSSOLGADSSSASGUOQES SVLSOSDOASTS SOLGADWRPEMESEVASVEYFL

>gb|ACF08740 .1 | UFMG2

MSELSLOSTDSSSASGO00ESSVLSOSDOAST S50T.GADSSSASGOOOESSVLSOSD

OASTSSOLGADSSSASGOOQES SVLSOSDOASTS SOLGADWRPEMESEVASVEYFL

Figura 9 - Predicio de epitopos de células B e CTL: A seqiiéncia da MSP1a-UFMG2 foi submetida a
analise de predicao de epitopos de células B (letra A) e CTL (letra B) utilizando os softwares BepiPred e
NetCTL. A letra C representa a localizag@o de todos os epitopos preditos pelos servidores.
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PARTE II - Obtencio da proteina rMSP1a

5.2 Expressao e Purificacdo da proteina rMSP1a

O melhor tempo de indugdo da expressdo da rMSP1a foi determinado em 4 horas, no
qual evidenciou-se uma nitida banda de peso molecular compativel com a sequéncia
alvo (+ 13 kDa). O perfil das proteinas bacterianas demonstrou que os clones de E. coli
BL-21 apresentaram uma produgdo basal de rMSPla antes mesmo da indugdo com
IPTG (tempo 0 hs) (Figura 10A). Apds a etapa de lise bacteriana foi possivel verificar
que a proteina rMSP1la se apresentou no sobrenadante do lisado (fragdo soluvel), ndo
havendo a necessicidade da utilizagdo de agentes desnaturantes para sua purificagdo

(Figura 10B).
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Figura 10 - (A) Gel SDS-PAGE 15% corado por azul de Coomassie indicando o melhor tempo de
inducdo da expressao da rMSP1a: TO = clones de E. coli BL-21 ndo induzidos com IPTG; T1 a T16 =
tempos de expressdo, em horas, ap6és a indugdo com IPTG 1 M; PM = marcador de peso molecular. (B)
Western blot da rtMSP1la apds a lise bacteriana, indicando a presenga da proteina na fragdo solivel da
cultura: S = sobrenadante da lise bacteriana (fragdo soliivel); P = pellet da lise bacteriana (fragdo
insoltvel); PM = marcador de peso molecular. O anticorpo mouse anti-histidina (GE Healthcare Life
Sciences), diluido 1:2000 foi utilizado como anticorpo primario.

Apos a padronizacdo das melhores condigdes de expressdao e lise bacteriana, a
expressao da rMSP1a foi realizada em maior escala. Clones de E. coli BL-21, contendo
o inserto recombinante, foram cultivados em meio liquido seletivo a 37°C, por 4 horas

de indugdo com IPTG 1M e submetidos a centrifugacdo. A fragdo soluvel da cultura foi
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submetida a cromatografia de afinidade ao niquel, utilizando colunas de Niquel
Sepharose High Performance HisTrap HP® de 1 ml (GE Healthcare) conectadas no
cromatografo FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) multidimensional
AKTAprime plus® (GE Healthcare). A eficiéncia da purificagio foi confirmada através
da analise das fracdes eluidas durante o processo cromatografico por gel SDS-PAGE
15% (Figura 11). Apesar da grande quantidade de proteina observada no descarte da
cromatografia, a quantidade de rMSP1a obtida foi suficiente para realizar as etapas de

imunizagdes € as posteriores analises.

kDa PM Descarte rMSP1a eluida
120 _
85 —

50 —

35 —

25 _

20

Figura 11 - Gel SDS-PAGE 15% da purificacio da rMSP1a através de cromatografia de afinidade
ao niquel utilizando colunas de niquel HisTrap HP® (GE Healthcare): Descarte = por¢o protéica nio
ligada a coluna de niquel; rMSP1a eluida = proteina eluida da coluna apds adigdo do tampao de elui¢do
(500 mM de imidazol); PM = marcador de peso molecular.

As fragdes contendo a rMSPla eluida, foram agrupadas e concentradas através da
técnica de ultrafiltracio de membrana utilizando tubos Vivaspin20® (GE Healthcare). A
identidade da proteina foi confirmada pelo anticorpo anti-histidina, através da técnica de
Western Blot (dado ndo mostrado). Apos a confirmacdo da identidade da proteina, o
material concentrado foi quantificado pelo método de Bradford, apresentando a

concentracao de 2,0 mg/L de cultura.

73



PARTE III — Nanotubos de Carbono

5.3 Funcionalizacio covalente dos MWNT com rMSPla

Ap6s a solubilizagdo dos MWNT em 4gua deionizada (Figura 12), os nanotubos de
carbono foram funcionalizados a rMSPla. O sobrenadante das quatro propor¢des de
nanotubos : proteina foram preparados e corridos em gel SDS-PAGE 15%, a fim de se
verificar em qual das propor¢des houve uma maior eficiéncia da funcionalizacdo com
menos proteina sendo eliminada nas lavagens. Foi possivel verificar que na propor¢ao
1:1 as proteinas rMSPla foram capazes de se ligarem covalentemente a porcao
carboxilada dos MWNTs, ndo sendo observado banda de tamanho esperado (+ 13 kDa)
em nenhuma das trés lavagens. Na proporcao 1:3 as proteinas rMSP1a adicionadas se
ligarem aos MWNTs carboxilados, saturando o processo de ligacdo, sendo detectadas
nas duas primeiras lavagens. Na terceira lavagem a banda ja ndo foi detectada, o que
indica a eliminagdo de todas as proteinas nao-funcionalizadas. Nas proporgoes
subseqiientes (1:5 e 1:10), a quantidade de rMSPla eliminada foi ainda maior,
indicando que os MWNT alcancaram sua capacidade maxima de funcionalizacio
(Figura 13). Assim, a propor¢do 1:3 (terceira lavagem) foi escolhida para a formagdo da

ferramenta MWNT+rMSP1a.

Figura 12 - Solubilizacio dos MWNT em agua deionizada: A) Cristais de MWNT carboxilados. B)
MWNT adicionados em agua deionizada antes de serem sonicados. C) Solug¢do contendo MWNT
soluveis (imagem cedida por Astigarraga et al. 2011).

74



Figura 13 - Gel SDS-PAGE 15% da padronizacio da funcionalizacgio MWNT+rMSPla: Os
sobrenadantes das lavagens foram aplicados em gel SDS-PAGE 15%, com objetivo de identificar a
propor¢ao ideal de MWNT : tMSPla. 17, 2% e 3* correspondem, respectivamente, a primeira, segunda e
terceira lavagem apds a funcionalizagdo. 1:1 = proporgao igual peso/peso de MWNT e rMSPla; 1:3 =
trés vezes a quantidade de rMSP1a em relagdo aos MWNT; 1:5 = cinco vezes a quantidade de tMSP1a
em relacdo aos MWNT; e 1:10 = dez vezes a quantidade de rMSP1a em relagdo aos MWNT.

ApoOs a determinacao da propor¢ao 1:3, o sobrenadante foi submetido ao método de
Bradford para verificar a quantidade de proteinas eliminadas nas lavagens. De acordo
com os resultados, nas duas lavagens subseqiientes a funcionalizagdo foram eliminadas
30 ug de rMSP1a, e nenhuma proteina foi detectada na terceira lavagem. Logo, 170 pg
rMSP1a foi funcionalizada em 66 png MWNT. Apds a padronizagdo da funcionalizagao,

a ferramenta MWNT-+rMSP1a foi produzida para realizacdo das etapas de imunizagao.

PARTE IV - Avaliaciao da resposta humoral
5.4 Padronizacao do teste de ELISA

A padronizagdo da concentracdo de antigeno, diluicdo do soro e conjugado para o
teste de ELISA foi realizada visando-se obter um protocolo eficiente, capaz de detectar

a diferenca maxima entre a O.D dos soros positivos e soros controle, além de minimizar

reacdes inespecificas.
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A concentragao 6tima de rMSP1a foi determinada em 0,12 pg/pogo, sendo a diluigao
ideal do soro de 1:400. A melhor diluicdo do conjugado (anti-Mouse IgG) foi de
1:20000, na qual apresentou a melhor distingdo entre os soros positivos e controles

(Figura 14).
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Figura 14 - Padronizacio do teste de ELISA: (A) Padronizagdo da concentracdo de rMSPla foi
determinada em 0,12 pg/pogo (S/N = 6,85); (B) A diluiggo ideal dos soros dos animais foi de 1:400 (S/N
= 37,0); (C) A melhor dilui¢do do conjugado foi de 1:20000 (S/N = 33,25). Os soros foram testados em
pools de grupo (positivos = grupos tMSP1la, MWNT+rMSPla e Vacina Completa; controle = grupo
PBS)

5. 5 Avaliacao da resposta humoral através do ELISA

Os animais que receberam a rtMSPla (grupo rMSPla, MWNT+rMSPla e vacina
completa) produziram niveis significativos de IgG anti-rMSPla quando comparados
com soro dos animais dos grupos NI, PBS ¢ MWNT (Figura 15). Os camundongos
imunizados com r™MSPla e MWNT+rMSPla apresentaram titulos de anticorpos

significativamente maiores entre a todas as imunizagdes (p<0,001). Os animais do
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grupo vacina completa, ndo apresentaram niveis significativamente diferentes de IgG
anti-rMSPla entre a segunda e a terceira dose (p>0,05). Entretanto, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos rtMSPla, MWNT+rMSPla e

vacina completa.
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Figura 15 - Deteccdo de anticorpos anti-rMSP1a no soro dos camundongos apos as imunizac¢ées: Os
soros dos camundongos foram utilizados em ensaios de ELISA, na dilui¢do 1:400, para deteccdo de
anticorpos anti-rMSP1a. Diferencas significativas foram observadas entre a 1%, 2* e a 3* dose nos grupos
rMSPla e MWNT+rMSP1a. No grupo vacina completa, houve diferenga significativa apenas entre a 1?
dose e as subseqiientes. As letras a, b e ¢ representam a 1%, 2* e 3" dose, respectivamente. Cada barra
representa a média + desvio padrao do grupo (n=6). Analise estatistica por ANOVA, com pos teste de
Tukey para comparagdes multiplas. (¥***= p<0,001).

A titulagdo de anticorpos IgG anti-rMSPla foi avaliada no soro dos animais dos
grupos PBS, tMSP1a, MWNT+rMSP1la e vacina completa apos a terceira imunizagao.
De acordo com a Figura 16, animais do grupo rMSPla ¢ MWNT+rMSPla
apresentaram titulos de anticorpos mais altos do que os animais do grupo vacina
completa, sendo detectados até a diluicdo 1:32400. Animais imunizados com a vacina
completa apresentaram titulos de anticorpos mais baixos, sendo 1:10800 a ultima
diluicao detectavel. Animais do grupo PBS nao reagiram com a rMSP1la em nenhuma

das dilui¢des, sendo a absorbancia detectada até a diluicao 1:3600.
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Figura 16 - ELISA anti-Mouse IgG rMSP1a do soro dos animais apés a 3" imunizacio: Os soros dos
animais - dos grupos PBS, rMSP1a, MWNT+rMSP1la e Vacina Completa foram diluidos partindo-se de
1:400 até 1:291600, utilizando o conjugado anti-IgG peroxidase na dilui¢do 1:20000. O valor do cut off’
(representado pela linha pontilhada ---- ) foi utilizado para determinar o ponto limite entre as amostras
positivas e negativas. O cut off representa a média da absorbancia do grupo PBS (1:400) + 3 x desvio
padrio.

5.6 Avaliacao da resposta humoral através do Western Blot

O reconhecimento da proteina por anticorpos IgG anti-tMSPla, presentes no soro
dos animais imunizados com o fragmento recombinante, foi evidenciado através da
técnica de Western Blot. Foi constatado que somente os soros dos animais dos grupos
tMSPla, MWNT+rMSPla e vacina completa reagiram com a rMSPla. Nenhuma

reacao foi observada com o soro pré-imune e nos grupos NI, PBS e MWNT (Figura 17).
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Figura 17 - Western Blot da rMSP1a com o soro dos animais apds as imunizacdes: Os soros foram
testados em pools de grupo (n=6), sendo diluidos de 1:200. 1 = Pool Grupo Vacina Completa; 2 = Pool
Grupo MWNT; 3 = Pool soro Pré-imune; 4 = Pool Grupo NI; 5 = Pool Grupo rtMSP1a; 6 = Pool Grupo
PBS; e 7 = Pool Grupo MWNT+rMSPla.

PARTE V — Avaliacio da resposta celular

5.7 Analise da proliferacao celular apés estimulo com rMSP1a

A técnica de BrdU se baseia na deteccao do bromodeoxiuridina (BrdU) incorporado
por células em proliferacdo. A Figura 18 mostra a proliferagdo dos esplenocitos dos
camundongos estimulados com RPMI, ConA 5 pg/mL e rtMSPla 20 pg/mL por 72
horas. A comparacdo entre os diferentes estimulos revelou que o indice de proliferacao
foi menor nas culturas que receberam RPMI e ConA 5 pg/mL quando comparadas as
culturas que receberam a proteina rMSPla. Observou-se que os esplendcitos dos
animais dos grupos tMSPla, MWNT+rMSPla e vacina completa, proliferaram em
niveis superiores ao observado nos animais imunizados com PBS, MWNT e do grupo
NI (p<0,05). As células dos animais imunizados com MWNT+rMSP1a proliferaram de
forma estatisticamente significativa ao observado nas células dos animais imunizados

com rMSP1a (p<0, 01) e com vacina completa (p<0,05).
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Figura 18 - Proliferacio dos esplendcitos apos estimulo com meio RPMI, ConA ou rMSPla: As
barras mostram a absorbancia observada apos a incorporagdo do BrdU as novas fitas de DNA sintetizadas
pelas células em proliferacdo. A barra branca representa os esplendcitos ndo estimulados, a barra cinza os
esplendcitos estimulados com Spg/mL ConA, e a barra preta os esplenocitos estimulados com 20pg/mL
rMSPla. Os esplendcitos dos animais imunizados MWNT+rMSPla proliferaram em niveis
significativamente superiores aos que receberam rMSP1a (** = p<0,01) e vacina completa (* = p<0,05).
Diferengas significativas (p<0,05) foram observadas entre o grupo PBS ¢ os grupos rMSPla,
MWNT+rMSP1la e vacina completa. Analise estatistica foi realizada utilizando one-way ANOVA, com
pos teste de comparagdes multiplas de Tukey (n=6).

5.8 Imunofenotipagem de linfocitos T CD4+/CD44+ e CD4+/CD62+

Para avaliar o percentual de células T CD4+/CD44+ ¢ CD4+/CD62+ presentes na
cultura de esplendcitos, a populacao de linfocitos foi selecionada conforme tamanho
(200 a 400 FSC) e granulosidade (<200 SSC), e a mesma analisada em graficos
individuais utilizando a intensidade de fluorescéncia apresentada pelas células
duplamente marcadas. As culturas de esplenocitos estimuladas com RPMI 0%
apresentaram baixos percentuais de linfocitos CD4+/CD44+ e CD4+/CD62+ em
comparacdo com as culturas estimuladas com rMSPla e ConA. Nao houve diferencga
estatistica das culturas estimuladas com rMSP1a e com ConA 5ug/mL.

A andlise dos valores percentuais de linfocitos T CD4+/CD44+ das culturas
estimuladas com rMSPla evidenciou os seguintes resultados: os grupos
MWNT+rMSPla (p<0,01) e vacina completa (p<0,05) apresentaram maiores
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percentuais dessa populacao de linfocitos em comparagdo com o grupo PBS, sendo esta
diferenca estatisticamente significativa (p<0,01 e p<0,05 respectivamente); a mesma
diferenga ndo foi observada entre os grupos rMSP1a e PBS; animais do grupo rtMSP1la
apresentaram baixos niveis de linfocitos T CD4+/CD44+ em comparacdo com o grupo
MWNT+rMSPla, sendo esta diferenca estatisticamente significativa (p<0,05); nao
houve diferenca estatistica entre os grupos rMSP1a e vacina completa; o grupo MWNT
apresentou niveis proporcionais de linfocitos T CD4+/CD44+ ao observado no grupo

PBS (Figura 19).

CD4+/CD44+ (%)

Figura 19 - Percentual de linfocitos T CD4+/CD44+ presentes na cultura de esplendcitos dos
animais imunizados: Letras diferentes representam diferencas estatiscamente significativas entre os
grupos. Animais do grupo MWNT estao representados pela linha pontilhada (---). Andlise estatistica foi
realizada utilizando ANOVA, seguido pelo teste de Tukey.

A Figura 20 mostra o percentual de linfocitos T CD4+/CD62L+ nas culturas
estimuladas com rMSP1a. Os grupos MWNT+rMSP1a e vacina completa apresentaram
um maior percentual de linfocitos T CD4+/CD62L+ em comparagao com o grupo PBS
(p<0,001 e p<0,01 respectivamente). O mesmo nao foi observado entre os grupos

rMSPla e PBS. Porém, animais do grupo rMSPla apresentaram niveis

81



significativamente mais baixos dessa populagdao de linfocitos em comparacao com os

grupos MWNT+rMSP1a (p<0,01).

CD4+/CD62L+ (%)

Figura 20 - Percentual de linfécitos T CD4+/CD62L+ na cultura de esplendcitos estimulados com
rMSPla por 48hs: Letras diferentes representam diferencas estatiscamente significativas entre os
grupos. Animais do grupo MWNT estdo representados pela linha pontilhada (---). Analise estatistica foi
realizada utilizando ANOVA, seguido pelo teste de Tukey.

5.9 Dosagem de citocinas do soro e sobrenadante de cultura

Para verificar o perfil de citocinas induzido apo6s as imunizagdes, o sobrenadante da
cultura de esplendcitos foi utilizado para dosagem das citocinas 1L-4, IL-10, TNF-a e
INF-y através da técnica de ELISA de captura (R&D®™ Systems, EUA). A capacidade
das células produzir as citocinas foi analisada através das placas estimuladas com
Sug/mL ConA e RPMI 0% (controles internos).

Niveis detectaveis de IL-10 e TNF-a foram observados nas culturas estimuladas com
a proteina tMSPla. Os resultados obtidos indicaram que apesar do grupo rMSPla
apresentar niveis mais elevados de IL-10, diferencas significativas ndo foram
observadas entre os demais grupos (Figura 21A). Na andlise de TNF-a o grupo

MWNT+rMSPla apresentou concentragdes estatisticamente superiores desta citocna
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em comparagdo com os grupos NI, PBS e MWNT (p<0,05). Nenhuma diferenca foi
observada entre os grupos tMSP1la, MWNT+rMSPla e vacina completa (Figura 21B).

As citocinas IL-4 e INF-y ndo foram detectadas utilizando esta metodologia.
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Figura 21 - Dosagem de IL-10 e TNF-a no sobrenadante da cultura de esplendcitos estimulados
com rMSPla, através da técnica de ELISA de captura: A) Dosagem de IL-10 = Diferengas
significativas ndo foram observadas entre os grupos analisados. B) Dosagem de TNF-o = Diferencas
estatisticamente significativas foram observadas somente entre o grupo MWNT+rMSP1a e os grupos NI
(letra a), PBS (letra b) e MWNT (letra c). Andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA, seguido
pelo pos-teste de Tukey. * = p<0,05.

Citocinas presentes no soro dos animais apds a terceira dose foram analisadas através
do kit Cytometric Bead Array - CBA (BD® Biosciences). Foram analisadas as citocinas
IL-2, IL-4, IL-6, INF-y, TNF-a, IL-17A e IL-10, porém as citocinas IL-2, IL-4 ¢ IL-6
nao foram detectadas.

Apesar do grupo MWNT+rMSPla e vacina completa apresentarem uma maior
produgdo de INF-y, TNF-a e IL-17, ndo foram observadas diferencas estatisticas em
relacdo aos demais grupos (Figura 22 A, B e C). Na anélise de IL-10, apenas o grupo
vacina completa apresentou diferenca significativa (p<0,01) em relagdo aos grupos NI,
PBS, rMSPla e MWNT. Nenhuma diferenca foi observada entre os grupos
MWNT+rMSP1a e vacina completa (Figura 22 D).
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Figura 22 - Dosagem de INF-y, TNF-a, IL-17 e IL-10 nos soros dos animais apds as imunizagoes,
utilizando o kit CBA: A - C) Nédo foram observadas diferengas significativas entre os grupos nas
dosagens de INF-y, TNF-a ¢ IL-17. D) O grupo vacina completa apresentou niveis mais elevados de IL-
10 em relag@o aos grupos NI, PBS, tMSPla e MWNT (** = p<0,01). Entretanto, ndo houve diferenga
significativa entre os grupos MWNT+rMSP1la e vacina completa. Dados paramétricos foram analisados
utilizando ANOVA seguido do teste de Tukey, e dados ndo paramétricos foram analisados através do
teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn's.
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6. Discussao

Anaplasmose bovina ¢ uma doenca de distribuicdo cosmopolita, que atinge
principalmente bovinos de regides tropicais e subtropicais, sendo considerado um dos
principais fatores de restricdo para a pecudria em muitos paises. Dentre as medidas de
controle existentes, a vacinagdo ¢ considerada a mais economica e efetiva. Inoculos de
A. centrale tem sido utilizado em varios paises, obtendo resultados satisfatorios.
Entretanto, sua utilizagdo em outras regides tem produzido resultados questionaveis
(Wilson et al. 1980; Turton et al. 1998; Bock & de Vos, 2001; Shkap et al., 2002), além
do fato de seu uso ser restrito aos animais jovens.

Em érea de instabilidade enzodtica de anaplasmose, onde a transmissdo do agente
ndo ocorre durante todo o ano, grande parte da populacdo de bovinos adultos ¢
susceptivel a contrair a infecgdo e apresentar quadro agudo com altas taxas de
mortalidade. Neste contexto, o emprego de vacinas inativadas seria uma medida
indicada para o controle de surtos de anaplasmose em animais adultos. As vacinas
inativadas de A. marginale foram amplamente utilizadas, principalmente nos Estados
Unidos, mas devido ao fato de serem produzidas com sangue de animais
experimentalmente infectados, estas vacinas apresentaram varios inconvenientes que
culminaram com sua retirada do comércio (revisado por Kocan et al. 2003).

O cultivo in vitro do A. marginale em células embrionarias de carrapatos IDES,
trouxe novas perspectivas para utilizagdo da vacina inativada. Porém, A. marginale
cultivado neste sistema expressa baixos niveis da proteina MSP1a (Garcia-Garcia et al.
2004), e quando usados em ensaios de vacinacdo em bovinos produzem resposta imune
celular ineficiente, ndo protegendo os animais contra desafios experimentais (Kocan et
al. 2001; de la Fuente et al. 2002; Garcia-Garcia et al. 2004; Lasmar et al. 2012). Assim,
novas abordagens devem ser avaliadas para a utilizagdo do cultivo in vitro de A.
marginale em ensaios vacinais.

Apesar de muitos esforgos, atualmente ndo ha uma vacina inativada comercial contra
a anaplasmose bovina capaz de gerar uma resposta imune protetora eficiente que
previna o desenvolvimento da doenga clinica. Varios trabalhos t€ém sido realizados

utilizando proteinas de superficie do A. marginale (MSPs) como antigeno vacinal
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(Palmer et al. 1986,1988,1989; Tebele et al. 1991; McGuire et al. 1994a; Brown et al.
1998a, 2001; de la Fuente et al. 2003; Kocan et al. 2003). Dentre estas proteinas, a
MSP1 e a MSP2 té€m sido mais utilizadas devido seu potencial imunogénico.

O complexo MSP1 ¢ composto por duas proteinas covalentemente ligadas através de
pontes dissulfeto: a MSPla e a MSP1h. A MSPla mostrou-se estar envolvida na
imunidade, adesdo, infeccdo e transmissdo do patdégeno (McGarey et al., 1994b;
McGarey & Allred, 1994; Palmer et al., 1987, 1988; de la Fuente et al., 2001; Brown et
al., 2001). A principal caracteristica da MSP1a ¢ a presenca de repetigdes em tandem na
porc¢ao N-terminal da proteina, na qual varia entre os diferentes isolados geograficos de
A. marginale, mas dentro de um isolado, permanece constante (Palmer et al., 2001).

A MSP1la mostrou-se ser uma adesina de eritrocitos bovinos e células de carrapatos,
uma vez que estudos utilizando bactérias E. coli, transformadas com vetores contendo
as repeticoes em tandem da MSP1a, foram capazes de aderirem na cultura de células de
carrapato IDE8 e de hemaglutinar eritrécitos bovinos de maneira similar a bactérias
expressando a MSP1la nativa (McGarey et al, 1994b;. McGarey e Allred, 1994; de la
Fuente et al., 2001 e 2003). Este achado também foi elucidado por de la Fuente et al.
(2003), no qual também demonstrou o papel fundamental da composi¢ao dos peptideos
em tandem para a capacidade de adesdo da MSPla. Peptideos que continham
aminoacidos D ou E na posi¢do 20 aderiram-se a cultura IDES, mas aqueles que
continham o aminoacido G na 20° posi¢do nao se ligaram a cultura. Outro fator
importante considerado neste estudo foi a capacidade de anticorpos anti-MSPla,
produzidos contra os peptideos em tandem, de neutralizar a infec¢do do A. marginale
em cultura IDES. Estes dados confirmam que a MSPla ¢ necessaria e suficiente para
efetuar a adesdo em células bovinas e de carrapatos, além do importante papel das
repeticoes em tandem na adesdo e infec¢do das células hospedeiras.

Considerando o potencial imunogénico da MSPla, e seu importante papel no
desenvolvimento e transmissdo do A. marginale, a mesma tem sido utilizada em
diversos estudos como candidata vacinal da anaplasmose bovina (Palmer et al. 1987,
1989; McGarey et al., 1994a; Brown et al. 1998a, 2001; Garcia-Garcia et al. 2004), e
uma vez que uma vacina efetiva devera incluir epitopos capazes de induzir resposta
protetora para a maioria dos individuos e excluir aqueles epitopos que causem

imunopatologia ou resposta indesejada (Purcell et al. 2007).
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Neste trabalho foi utilizado a seqiiéncia parcial da MSPla pertencente ao isolado
UFMG2 de A. marginale, um isolado altamente virulento capaz de causar doenca
clinica em animais jovens e adultos (Bastos et al. 2010). Esta seqiiéncia corresponde a
parte da regido N-terminal da proteina, no qual contém trés repeticoes de peptideos em
tandem. Além disso, trés epitopos lineares de células B (SGQQQESSVL) e quatro
epitopos capazes de estimular células T CDS8 (trés QSDQASTSS e um RSKVASVEY)
foram preditos nessa seqiiéncia. Estes resultados apontam que a MSPla do isolado
UFMG2 poderia ser capaz de estimular a resposta imune do hospedeiro de forma
eficiente.

Considerando a necessidade de se desenvolver novas estratégias de vacinagao para o
controle da anaplasmose bovina, o presente trabalho visou avaliar a resposta humoral e
celular de camundongos imunizados com a proteina rMSP1a do isolado UFMG2 de 4.
marginale. A TMSP1a foi expressa em vetores procariotos, uma vez que o sistema de
expressdo em FE. coli permite a produ¢do do produto recombinante em grandes
quantidades com custo relativamente baixo, devido a velocidade de crescimento
bacteriano, alta taxa de expressdo, além da facil capacidade de transformagao
(Fernandez-Robledo et al. 2010). Devido ao tamanho da rMSP1a (+ 13 kDa), houve a
necessidade da utilizagdo de uma molécula carreadora capaz de estimular uma resposta
imune adaptativa especifica para a tMSP1a, otimizando a apresenta¢do da proteina ao
sistema imune do hospedeiro.

Na ultima década, a Nanobiotecnologia, ciéncia que estuda a interagao entre os
compostos de escala nanométrica e os sistemas bioldgicos, revelou novas descobertas
sobre as propriedades dos nanotubos de carbono e suas potenciais aplicacdes na area
biologica. Dentre suas diversas utilidades estd o fato de serem biocompativeis com
sistemas biologicos e apresentarem a capacidade de funcionalizagdo com moléculas
organicas como DNA, RNA, proteinas e farmacos (Huang et al. 2002; Foldvari et al.
2008); podendo atuar como sistemas carreadores, transportando moléculas de interesse
para o interior das células. A utilizacdo dos nanotubos de carbono como carreador
antigénico, e sua capacidade de serem internalizados por diferentes tipos celulares, tém
sido relatadas em diversos trabalhos (Pantarotto et al. 2003a, 2004; Kam et al. 2005;
Bianco et al. 2005; Yandar et al. 2008).
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Tendo em vista que peptideos administrados livremente no organismo podem
apresentar baixa solubilidade, rapida degradagdo e baixa biodistribui¢do (Bianco et al.
2005; Klumpp et al. 2006), nanotubos de parede multipla (MWNT) foram utilizados
como carreadores da proteina rMSPla. Neste trabalho foram avaliados o potencial
imunogénico da rMSPla individual, da ferramenta MWNT+rMSPla e da proteina
rMSP1la, funcionalizada a MWNT, associada a antigeno de A. marginale cultivado em
células IDES.

ApoOs a obtencao e purificagdo da rMSPla em quantidades adequadas, a mesma foi
utilizada na etapa de funcionalizacdo com MWNT. Este processo foi realizado através
da reacdo de amidagdo ativada por diimida proposto por Jiang et al. (2003), na qual
proporciona um método universal e eficiente para ligagdo de biomoléculas a nanotubos
de carbono. A ferramenta MWNT+rMSPla produzida foi utilizada em ensaios de
imunogenicidade em camundongos Balb/c.

A imuniza¢do dos animais com a proteina rMSP1la individual ou em combinacdo
com MWNT e antigeno de cultura, foi realizada utilizando o adjuvante Emulsigen®,
capaz de estimular a resposta imune de forma mais rapida no inicio da infecgao,
comparado com adjuvantes convencionais (Hiszczynska-Sawicka et al., 2010).
Considerando que os dados obtidos neste trabalho serdo posteriormente utilizados em
ensaios de imunizagdo em bovinos, hospedeiros naturais da doenca, o adjuvante
Emulsigen® foi escolhido devido sua utilizagdo em ensaios vacinais nestes animais
(Lasmar et al. 2012).

Os camundongos imunizados com a proteina tMSP1la, MWNT+rMSPla e vacina
completa produziram niveis significativamente altos de anticorpos IgG anti-rMSPla
apods as imunizagoes, demonstrando que mesmo apo6s a funcionalizagao com os MWNT
a tMSP1a manteve sua imunogenicidade conservada. Estes resultados estdo de acordo
com dados da literatura, os quais demonstraram que camundongos Balb/c imunizados
com NTCs funcionalizados a peptideos antigénicos, desenvolveram resposta humoral na
mesma intensidade que quando imunizados com o peptideo livre, indicando a
manuten¢do da conformacao original do peptideo (Pantarroto et al. 2003a; Yandar et a.
2008; Astigarraga et al. 2011). Diferengas significativas foram observadas entre a
segunda e a terceira dose dos grupos rIMSP1la e MWNT+rMSP1a. O mesmo fato ndo foi

observado no grupo vacina completa, no qual niveis de anticorpos IgG anti-MSPla
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mantiveram-se relativamente iguais entre a segunda e a terceira imunizagdo. Além
disso, o grupo vacina completa apresentou titulos de anticorpos detectados até uma
diluicdo de 1:10800, diferente do que foi observado nos grupos rMSPla e
MWNT+rMSP1a, nos quais a ultima dilui¢ao detectavel foi de 1:32400.

Apesar da ferramenta MWNT+rMSP1a ter sido utilizada nas imunizag¢des do grupo
vacina completa, foi possivel observar uma menor producdo de anticorpos IgG anti-
rMSP1la no soro destes animais em comparagdo com animais do grupo que recebeu a
mesma ferramenta (grupo MWNT+rMSP1a). Esta diferenca também foi observada na
técnica de Western Blot, que apesar de ser um teste qualitativo, demonstrou um menor
reconhecimento da proteina pelos soros dos animais deste grupo. Esta relativa
diminui¢do na producdo de anticorpos pode estar associada a presenca do antigeno de A.
marginale e componentes das células IDES, no qual a riquétsia ¢ cultivada. Apesar dos
corpusculos de A. marginale serem submetidos a etapas de purificacdo, residuos da
cultura celular ainda permanecem no antigeno, que poderia de alguma forma inibir ou
mascarar a resposta imune destes animais. Animais imunizados com a ferramenta
MWNT+rMSP1la ndo apresentaram reatividade cruzada detectavel contra os MWNTs,
corroborando resultados que demonstraram que estas estruturas ndo apresentam
imunidade intrinseca (Pantarotto et al. 2003a; Yandar et al. 2008).

Apesar da importancia dos anticorpos na protecdo contra 4. marginale, estes ndo sao
capazes isoladamente de proteger os animais do agente da anaplasmose (Brown et al.,
2001; de la Fuente et al., 2002). Em bovinos imunizados e protegidos contra a infec¢ao
usando MSPs purificadas, a prote¢do foi associada com a resposta de células T CD4+
especificas para MSPs, incluindo a produ¢do INFy e a producdo e proliferacdo de 1gG2
(Brown et al. 1998a e 1998b). O paradigma atual do papel das células T CD4+ na
imunidade para esta infec¢do ¢ que antigenos especificos ativam linfocitos T CD4+
resultando na ativacdo e expansao de células T e secrecao de IFNy. O IFNy, que em
bovinos induzem a mudanga do isotipo IgG2 (Estes et al. 1994), promove a opsonizagao
de bactérias ou eritrocitos infectados, ativam macrdéfagos para realizar a fagocitose, e
auxiliam na producao de outras citocinas e 6xido nitrico, que ajuda a eliminar a bactéria
intracelular (Palmer et al. 1999).

Na analise de proliferacdo in vitro dos esplendcitos verificou-se que as células que

receberam estimulos antigénicos (ConA e rMSP1a) apresentaram significativa resposta
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proliferativa em comparagao com aquelas nao estimuladas (RPMI). Os esplenocitos de
todos os camundongos que receberam a tMSP1a proliferaram significativamente apds
serem estimulados por 72 horas com esta proteina. A proliferacdo foi mais intensa no
grupo MWNT+rMSP1a do que nos grupos rMSP1a e vacina completa. Este fato sugere
que a rtMSP1la foi capaz de induz a resposta imune adaptativa nos animais imunizados
com este peptideo. No entanto, MWNT+rMSP1a foi capaz de estimular os linfocitos de
maneira mais eficaz do que a rMSP1a individual ou associada a antigeno de cultura.
Estes dados corroboram com os achados de Astigarra et al. (2011), no qual
demonstraram que camundongos Balb/c imunizados com MWNT funcionalizados a
proteina E do virus da dengue apresentaram uma maior prolifera¢do de esplendcitos do
que os animais que receberam apenas a proteina E.

Palmer e colaboradores (1999) enfatizaram a necessidade de identificacdo de
mecanismos imunolédgicos efetores envolvidos no controle de A. marginale, bem como
seus epitopos alvos, com o objetivo de desenvolver uma vacina estavel e segura. A
imunofenotipagem ¢ uma metodologia que pode auxiliar neste tipo de pesquisa, pois
permite a analise de populagdes de células distintas, identificadas a partir da expressao
de antigenos de superficie especificos marcados com anticorpos fluorescentes (Roitt et
al., 1999). Os esplendcitos coletados dos animais imunizados foram avaliados quanto a
presenca de células T CD4+/CD44+ e CD4+/CD62L+.

Linfocitos T CD4+ sao mediadores da resposta imune celular que se liga a células
que expressam antigenos via MHC de classe 11, sendo capazes de induzir a ativacdo de
novas cé€lulas T helper, ativagdo de macréfagos e diferenciagdo de células B. Na
anaplasmose bovina, estas células tém sido associadas ao desenvolvimento de uma
resposta imune protetora em animais vacinados (Estes et al. 1994; Brown et al. 1998a,
1998b ; de la Fuente et al. 2002). O antigeno CD44 ¢ uma glicoproteina de membrana
expressa em varios tipos de células, incluindo leucocitos e eritrdcitos, sendo um
marcador indicativo de células T de memoéria ativada. Através da ligacdo ao hialuronato,
0 CD44 esta envolvido na adesdo de células T ao endotélio e matriz extracelular nos
locais de infecgdo e em tecidos de mucosas. O CD62L (L-selectina) ¢ uma molécula de
adesdo celular encontrada em células B, células T, mondcitos, granuldcitos e algumas
células natural killer, sendo expressa em altos niveis em células T naive ativadas. A L-

selectina serve como receptor de entrada dos linfécitos T naive e células dendriticas
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para os ganglios linfaticos, mediando a ligacdo de células T as vénulas endoteliais
elevadas (HEVs - high endothelial venules), permitindo o extravasamento de linfocitos
do sangue periférico para dentro do estroma do 6rgao linféide (Abbas et al. 2007).

Quando foi analisado o perfil fenotipico de linfécitos T CD4+/CD44+ derivados de
cultura de esplendcitos, foi observado que camundongos imunizados com
MWNT+rMSPla e vacina completa apresentaram maior percentual de linfocitos T
CD4+/CD44+ do que os animais imunizados com PBS. Esta diferenca também foi
observada entre os grupos tMSPla e MWNT+rMSP1a, no qual animais que receberam
apenas a proteina rMSPla apresentaram menor percentual de linfocitos T
CD4+/CD44+. Na anéalise de marcadores de ativacao (linfocitos T CD4+/CD62+), foi
observado uma maior freqiiéncia dessa populagio no grupo MWNT+rMSPla,
sugerindo que a proteina rMSPla associada ao MWNT pode influenciar tanto no
aumento da resposta de memoria quanto na ativacao de linfocitos.

A produgdo de células T CD4+ rMSP1a-especificos demonstrou que epitopos destas
células, direcionados ao MHC de classe II, devem estar presente na seqiiéncia da
MSP1a/UFMG2, uma vez que uma maior proliferacdo foi observada quando os
esplendcitos de camundongos imunizados com rMSP1a foram estimulados in vitro com
esta proteina. Estudos realizados por Brown et al. (1998a) demonstraram que o
complexo MSP1 foi reconhecido por células T CD4+ de memodria em bovinos
imunizados com proteinas de membrana do A. marginale, sendo a MSPla
preferencialmente reconhecida por estas células; além disso, os animais imunizados
tornaram-se protegidos contra o desenvolvimento da riquétsemia apds exposi¢cdo ao
desafio. Embora a descri¢do de epitopos de células T CD4+ em experimentos utilizando
camundongos nao seja muito relevante para estudos em bovinos, tendo em vista
possiveis diferengas significativas no MHC de classe II destas duas espécies, estes
dados indicam uma maior capacidade da ferramenta MWNT+rMSP1la em induzir uma
resposta de células T CD4+.

Para identificar o perfil de citocinas, o sobrenadante da cultura de esplenocitos dos
animais imunizados com diferentes combina¢des foi analisado através da técnica de
ELISA de captura apos estimulagdo in vitro por 72 horas com a proteina rMSPla. A
secrecdo de IL-10 ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos, embora foi

possivel observar aumento dessa citocina nos animais do grupo rMSPla. Niveis
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significativamente elevados de TNF-a foram observados no grupo MWNT+rMSP1la em
comparagdo com o grupo NI, PBS e MWNT. A técnica utilizada ndo foi capaz de
detectar citocinas IL-4 e INF-y no sobrenadante de nenhuma das culturas.

Utilizando o kit CBA (BD" Biosciences), foi possivel analisar citocinas relacionadas
aos perfis Thl, Th2 e Th17 presentes no soro dos animais. Este kit proporciona a
detec¢do de concentragdes relativamente baixas destas citocinas, tanto no soro quanto
no sobrenadante de cultura. No entanto, citocinas IL-2, IL-4 e IL-6 ndo foram
detectadas. Observou-se uma maior producao de IL-10 pelo grupo vacina em relagao
aos grupos NI, PBS, rtMSPla e MWNT, porém esta diferenca nao foi observada em
relacdo ao grupo MWNT+rMSPla. Considerando que a IL-10 ¢ uma interleucina
caracterizada como um inibidor da ativacdo de macrdéfagos e células dendriticas,
estando envolvida na modulacao da resposta imune inata e celular (Abbas et al. 2008), a
diminui¢do da resposta humoral anti-rMSP1la observada nos animais do grupo vacina
completa provavelmente foi devido a imuno-modulagdo desencadeada por esta citocina.
A utilizagdo de antigenos totais em ensaios de vacinag¢do contra anaplasmose bovina e a
imuno-modulacao da resposta do hospedeiro tém sido relatada em diversos trabalhos.
Abott et al. (2005) e Han et al. (2008) demonstraram um desaparecimento rapido de
células T CD4+ antigeno-especificas e uma resposta de memoria imunolodgica fraca
apods a imuniza¢dao de bovinos com corpusculos de 4. marginale apds a fase aguda da
doenca. Esta modulagdo do sistema imune pode ser uma estratégia do 4. marginale para
evadir do sistema imune do hospedeiro, garantindo sua sobrevivéncia em concentragdes
altas o suficiente para sua transmissdo pelo carrapato, como também seria benéfica para
o bovino, impedindo a inflamagdo sistémica prolongada em resposta a niveis
continuamente elevados de bactéria (Han et al. 2010).

Niveis de INF-y, TNF-a e IL-17 foram expressos em maiores quantidades pelos
grupos imunizados com MWTN-+rMSPla e vacina completa, em comparagdo com
animais do grupo rMSP1la. Porém, esta diferenga ndo foi estatisticamente significativa
entre os grupos. Estes dados sugerem que mesmo apds a estimulagdo de células T
CD4+, as imunizagdes nao foram capazes de induzir uma produgao significativa destas
citocinas entre os grupos imunizados com a rMSPla (rtMSPla, MWNT+rMSPla e

vacina completa).
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Considerando que animais que receberam a rMSP1a, apresentaram um aumento nao
significativo na producdo de citocinas pro-inflamatorias (INF-y, TNF-a e IL-17), e que
citocinas relacionadas a resposta do tipo Th2 ndo foram detectadas pelas técnicas
realizadas, nenhuma conclusdo pode ser extraida com relagdo ao tipo de resposta
induzida ap6s as imunizagdes. No entanto, ¢ possivel concluir que a resposta celular foi
fortemente induzida em camundongos imunizados com a ferramenta MWNT+rMSP1a,
uma vez que foi possivel observar maiores percentuais de linfocitos T CD4+/CD44+ e
CD4+/CD62L+, bem como uma maior capacidade proliferativa dos esplendcitos de
camundongos imunizados com esta ferramenta.

Na pesquisa de novos antigenos candidatos a vacina contra a anaplasmose bovina,
ndo somente a atividade protetora deve ser levada em consideragdo, mas também a
capacidade desse antigeno em contribuir para a reducdo da morbidade associada a
doenca. A resposta imune de células T CD4+ e de memoria, bem como a producao de
INF-y ¢ importante na anaplasmose bovina, pois auxilia no desenvolvimento de
imunidade protetora, capaz de impedir ou até mesmo minimizar a infec¢do nos animais
(Brown et al., 1998a, 1998b; Palmer et al. 1999; de la Fuente et al., 2002). Assim,
experimentos em bovinos deverdo ser realizados, visando definir a eficacia, a seguranca,

a imunogenicidade e a protecdo induzida pela proteina tMSPla associada a MWNT
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7. Conclusoes

= A seqiiéncia parcial da proteina MSP1a do isolado UFMG2 de A. marginale apresenta
trés possiveis epitopos de célula B e quatro de células T CD8, indicando sua capacidade

de estimular o sistema imune do hospedeiro;

= As técnicas de expressdo e purificacdo empregadas na producdo da proteina rMSPla
foram eficientes, apresentando uma boa produtividade, com a obteng¢do de proteinas

puras € com bom rendimento;

= A tMSPla produzida foi funcionalizada com sucesso aos MWNTs, mantendo a

imunogenicidade conservada;

* A imunizacdo dos animais com rMSPla individual, MWNT+rMSPla ¢ vacina
completa induziu altos titulos de anticorpos IgG anti-rMSPla, sendo que a rMSPla e
MWNT+rMSPla foram capazes de estimular a resposta humoral com a mesma

intensidade;

* Houve uma maior proliferacio de linfocitos T nos animais imunizados com a
ferramenta MWNT+rMSP1a, os quais apresentaram maiores percentuais de linfocitos T

CD4+/CD44+ e CD4+/CD62+;

= Nao houve diferenca significativa entre os grupos imunizados com as diferentes
combinagdes da proteina rMSPla na produgdo das citocinas INF-y, TNF-a, e IL-17.
Entretanto, niveis significativos de IL-10 foram detectados nos soros dos animais do
grupo imunizado com a vacina completa, sugerindo uma modulacdo da resposta

imunoldgica.
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8. Perspectivas

Os resultados obtidos no presente estudo abrem novas possibilidades para a
utilizacao da proteina rMSP1qa, associada a nanotubos de carbono, como componentes
da vacina inativada de A. marginale produzida in vitro. Experimentos em bovinos

deverao ser realizados, visando:

= Avaliar a resposta humoral e celular de bezerros imunizados com a rMSP1a associada

a MWNT e a antigeno de 4. marginale cultivado em células IDES;

= Verificar o nivel de prote¢do dos animais imunizados ap6s desafio com o isolado

UFMG?2 de A. marginale;

» Verificar a biocompatibilidade dos MWNT nos tecidos dos animais imunizados,

através da analise de pardmetros clinicos e fisioldgicos.
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