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RESUMO1
2

Anaplasmose bovina é uma doença infecciosa causada pela riquétsia intraeritrocitária3
A. marginale. Atualmente não há uma vacina inativada comercialmente disponível.4
Vacinas inativadas produzidas em células IDE8 falharam devido a ausência da5
expressão da MSP1a nas riquetsias cultivadas neste sistema. Camundongos imunizados6
com rMSP1a, utilizando nanotubos de carbono (MWNT) como molécula carreadora,7
apresentaram resposta celular e humoral significativa, indicando que esta tecnologia8
possa auxiliar no desenvolvimento de vacina inativada. Desta forma, o presente estudo9
avaliou o efeito da imunização de bezerros com MWNT funcionalizado com rMSP1a,10
associado com a vacina inativada de A. marginale produzida in vitro, na indução da11
resposta imunológica, no controle da riquetsemia e no desenvolvimento da doença12
clínica após desafio experimental com amostra heteróloga A. marginale UFMG1. A13
rMSP1a foi expressa em Escherichia coli BL21, purificada e ligada covalentemente à14
MWNTs. Extrato solúvel de A. marginale (AmUFMG2) foi produzido em cultivo in15
vitro da riquétsia em células IDE8. No Capítulo I foi avaliado a resposta humoral e16
celular dos bezerros imunizados nos diferentes protocolos e possíveis efeitos tóxicos17
desta imunização. Para isso, vinte e quatro bezerros machos foram divididos em quatro18
grupos e imunizados (via SC) com três doses, 21-21 dias, no esquema: G1 (controle),19
G2 (AmUFMG2), G3 (MWNT+rMSP1a) e G4 (AmUFMG2 e MWNT+rMSP1a).20
Amostras de sangue foram coletadas para a contagem global de leucócitos, avaliação da21
resposta imune e análise bioquímica. A imunização com MWNT+rMSP1a induziu22
aumento na contagem de leucócitos totais, no número de células NK circulantes, na23
população de linfócitos T CD4+, CD8+, linfócitos T ativados, células B e níveis24
elevados de anticorpos IgG, IgG1 e IgG2. Além disso, os MWNTs não induziram25
alterações no perfil bioquímico, indicando que MWNT+rMSP1a foi capaz de induzir26
resposta celular e humoral significativa, sem gerar toxicidade. No Capítulo II foram27
avaliados as alterações imunológicas, os parâmetros clínicos e parasitológicos de28
bezerros imunizados e experimentalmente desafiados com a amostra heteróloga A.29
marginale UFMG1. Quinze bezerros machos foram divididos em três grupos e30
imunizados (via SC) com três doses, 21-21 dias, no esquema: G1 (controle), G231
(MWNT+rMSP1a) e G3 (AmUFMG2 e MWNT+rMSP1a). Após as imunizações, os32
animais foram desafiados com 4x107 eritrócitos infectados com A. marginale UFMG1.33
Parâmetros clínicos, tais como temperatura retal, volume globular, riquetsemia e escore34
clínico foram avaliados. Amostras de sangue foram coletadas para a análise da resposta35
celular e humoral. Animais do G3 apresentaram redução significativa dos níveis de36
riquetsemia, escore clínico moderado, melhor capacidade de recuperação do volume37
globular e forte resposta de IgG2. Estes resultados sugerem que a combinação de38
antígenos presentes no imunógeno recebido pelo grupo G3 foi capaz de proteger os39
animais do escore grave, permitindo que novas abordagens sejam realizadas utilizando a40
vacina inativada produzida in vitro associada com rMSP1a.41

42
Palavras-chave: Anaplasma marginale, vacina inativada, MSP1a, nanotubos de43
carbono.44



ABSTRACT1
2

Bovine anaplasmosis is an infectious disease caused by intracytocytic rickettsia A.3
marginale. There is no commercially available inactivated vaccine. Inactivated vaccine4
produced in IDE8 cells failed due to absence of the MSP1a expression in the rickettsia5
cultured in this system. Mice immunized with rMSP1a, linked to carbon nanotubes6
(MWNT), showed significant humoral and cellular responses, indicating that this7
technology may help in the development of inactivated vaccine. Therefore, the general8
objective was to evaluate the effect of the immunization of calves with9
MWNT+rMSP1a, associated with inactivated vaccine of A. marginale produced in10
vitro, in the induction of immune response, control of rickettsemia and in the11
development of clinical disease after experimental challenge with heterologous sample12
A. marginale UFMG1. rMSP1a was expressed in Escherichia coli BL21, purified and13
covalently linked to MWNTs. Soluble extract of A. marginale (AmUFMG2) was14
produced by cultivating A. marginale in IDE8 cells. In the Chapter I was evaluated the15
humoral and cellular response of the calves immunized with the different protocols and16
possible toxic effects of this immunization. Twenty four holstein calves were divided17
into four groups and immunized subcutaneously with three doses, 21-21 days, in the18
following scheme: G1 (control), G2 (AmUFMG2), G3 (MWNT+rMSP1a) and G419
(AmUFMG2 and MWNT+rMSP1a). Blood and plasma samples were collected for total20
leukocyte counts, evaluation of the immune response and biochemical profile.21
Immunization with MWNT+rMSP1a induced an increase in the total leukocyte counts,22
in the number of circulating NK cells, in the T lymphocytes CD4+, CD8+ T, activated T23
lymphocytes, B cells and high levels of IgG, IgG1 and IgG2 antibodies. Furthermore,24
MWNTs did not induce changes in the biochemical profile, indicating that the25
immunization of calves with MWNT+rMSP1a was able to induce significant cellular26
and humoral response, without generate toxicity. In the Chapter II were evaluated the27
immunological alterations, clinical and parasitological parameters of calves immunized28
and experimentally challenged with the heterologous sample A. marginale UFMG1.29
Fifteen holstein calves were divided into three groups and immunized (via SC) with30
three doses, 21-21 days, in the following scheme: G1 (control), G2 (MWNT+rMSP1a)31
and G3 (AmUFMG2 and MWNT+rMSP1a). After immunizations, calves were32
challenged with 4x107 infected erythrocytes with A. marginale UFMG1. Clinical33
parameters, such as rectal temperature, packed cell volume, rickettsemia and clinical34
score were evaluated. Blood and plasma samples were collected for the cellular and35
humoral response analysis. Calves from G3 showed significant reduction of the levels36
of rickettsemia, moderate clinical score, better recovery capacity of the packed cell37
volume and high levels of IgG2. These results suggest that the antigens combination38
received by the G3 group was able to protect animals from severe score, allowing39
further approaches to be performed using the inactivated vaccine produced in vitro40
associated with rMSP1a.41

42
Keywords: Anaplasma marginale, MSP1a, inactivated vaccine, carbon nanotubes.43
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PC - período de convalescência

PCR - reação em cadeia da polimerase

PE - ficoeritrina

pH – potencial hidrogeniônico

PI - período de incubação

PP - período de patência

rMSP1a – MSP1a recombinante

Th1 – resposta imune do tipo 1

Th2 – resposta imune do tipo 2

TMB – 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina

UFMG – Universidade Federal de Minas Gerais

UFMG1 – isolado de A. marginale de baixa patogenicidade

UFMG2 – isolado de A. marginale altamente patogênico

VG - volume globular

X – vezes

xg – vezes gravidade
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1. INTRODUÇÃO1

2

Anaplasmose bovina, causada pela riquétsia intraeritrocitária Anaplasma marginale,3

é uma das principais doenças transmitidas por carrapato e moscas hematófagas (Ducken4

et al. 2015), sendo considerada como um importante fator de restrição para o5

desenvolvimento da pecuária em muitos países (Kocan et al. 2010).6

Infecção por A. marginale se manifesta como um quadro clínico conhecido7

popularmente como “Tristeza Parasitária Bovina”, caracterizado como um complexo de8

doenças causadas por vários hemoparasitas, tais como A. marginale, Babesia bovis e B.9

bigemina (Ribeiro e Passos, 2002). Animais acometidos pela infecção por A. marginale10

podem apresentar o desenvolvimento de anemia moderada a grave, causada pela11

remoção de eritrócitos infectados por células do sistema mononuclear fagocitário12

presentes no baço (Brown 2012). Além da anemia, outros sinais clínicos são13

comumente observados, tais como a icterícia, febre, perda de peso, aborto, letargia,14

baixa produção de leite e, frequentemente, morte de animais adultos não imunes (Ristic15

& Carson 1977; Kuttler 1984).16

Animais que se recuperam da infecção aguda permanecem infectados durante toda a17

vida. Nesta fase, os animais apresentam riquetsemias flutuantes, que variam de 102 a18

>107 riquetsias por microlitro de sangue, sendo que ambas as infecções, aguda ou19

persistente, são caracterizadas por cargas relativamente elevadas de antígenos (Han et20

al. 2010). Bovinos persistentemente infectados apresentam imunidade ao longo da vida21

e, após desafio, desenvolvem baixo ou nenhum sinal clínico da doença (Kocan et al.22

2010). Estes animais são considerados importantes na epidemiologia da infecção, uma23

vez que atuam como reservatórios de A. marginale, possibilitando a transmissão da24

riquétsia para um animal susceptível por meio da alimentação de vetores biológicos ou25

mecânicos. A disseminação de A. marginale nos rebanhos ocorre por meio de carrapatos26

e moscas hematófagas, podendo ainda ser transmitida de forma vertical e27

iatrogenicamente (Guglielmone 1995; Kocan et al. 2003). Na América do Sul, o28

carrapato Rhipicephalus microplus é considerado o vetor biológico de A. marginale e29

em áreas onde a presença desse carrapato não é relatada, moscas hematófagas assumem30

um importante papel na transmissão desta riquétsia (Guglielmone 1995).31
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No Brasil, em geral, as condições climáticas são favoráveis para o desenvolvimento1

destes vetores, favorecendo a transmissão de A. marginale e, consequentemente,2

estabelecendo uma área endêmica para a anaplasmose. No entanto, em algumas regiões3

do País, as condições climáticas, ecológicas ou até mesmo o sistema de criação no qual4

os animais são mantidos, contribuem para que os bezerros tenham pouco ou nenhum5

contato com os vetores (Oliveira et al. 1992). Nestas regiões, caracterizadas como áreas6

de instabilidade enzoótica, a maior parte dos animais se infecta tardiamente favorecendo7

a ocorrência de surtos e casos clínicos da anaplasmose (Jonsson et al. 2012).8

Em áreas endêmicas para a anaplasmose bovina, medidas de controle não visam9

bloquear a infecção, mas sim reduzir a ocorrência de casos clínicos e a mortalidade de10

animais, decorrentes da intensa riquetsemia e anemia provocada pelo A. marginale11

(Ribeiro & Lima 1996; Kocan et al. 2000). Dentre as medidas de controle, a vacinação12

de animais susceptíveis pode ser uma importante estratégia que visa induzir uma13

resposta imune protetora e reduzir a ocorrência de casos clínicos da doença.14

Para proteger animais jovens e adultos das manifestações clínicas causadas por A.15

marginale, vacinas vivas e inativadas foram desenvolvidas utilizando eritrócitos16

bovinos infectados como fonte de antígeno. No entanto, a utilização destas vacinas17

apresenta algumas limitações, tais como: uso restrito em animais jovens (vacinas vivas),18

indução de imunidade parcial contra amostras virulentas, alto custo de produção do19

inóculo e a possibilidade de transmissão de outros patógenos (Garcia-Garcia et al. 2004;20

Kocan et al. 2003, 2010). O cultivo de A. marginale em células IDE8 foi considerado21

uma alternativa promissora para a produção de vacinas. Entretanto, a utilização da22

vacina inativada de A. marginale produzida neste sistema foi incapaz de proteger os23

animais vacinados devido ao fato das riquétsias produzidas nestas células não24

expressarem a proteína MSP1a, necessária para a indução de uma resposta protetora25

(Garcia-Garcia et al. 2004; Lasmar et al. 2012). Por conseguinte, atualmente não há uma26

vacina inativada comercialmente disponível capaz de proteger animais adultos da27

doença clínica. Além disso, a utilização de antibióticos para o controle da anaplasmose28

bovina tem sido restringida por agências reguladoras e grupos de consumidores da29

Europa e dos EUA (Coetzee et al. 2006; Meeusen et al. 2007), aumentando a30

necessidade para o desenvolvimento de uma vacina eficiente. Tais fatores têm31

estimulado a melhoria das técnicas utilizadas para a produção de vacina contra32

anaplasmose bovina, e novas alternativas devem ser empregadas visando à identificação33
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de antígenos vacinais capazes de proteger animais susceptíveis das manifestações1

clínicas da doença.2

3

2. REVISÃO DE LITERATURA4

5

2.1 Anaplasma marginale6

7

Membros da família Anaplasmataceae são organismos intracelulares obrigatórios,8

que se desenvolvem exclusivamente dentro de vacúolos parasitóforos ligados à9

membrana da célula hospedeira, multiplicando-se tanto em hospedeiros vertebrados10

quanto em invertebrados, tais como os carrapatos (Kocan et al. 2010). O gênero11

Anaplasma foi descrito pela primeira vez em 1910 por Sir Arnold Theiler, que12

descreveu “pontos marginais”, encontrados em eritrócitos de bovinos doentes corados,13

como o agente causador de uma doença específica (Theiler 1910, 1911). As inclusões14

localizadas marginalmente haviam sido observadas frequentemente em células15

vermelhas do sangue de animais anêmicos, muitas vezes naqueles que sofriam de16

babesiose. Theiler, posteriormente, descreveu a espécie A. centrale, que é menos17

patogênico e as inclusões localizam-se no centro dos eritrócitos.18

O nome científico A. marginale é baseado em suas características de coloração e19

localização no interior da célula hospedeira, com "Anaplasma" referindo-se a falta de20

citoplasma e "marginale" denotando a localização periférica do organismo nas células21

hospedeiras (Theiler 1910). A. marginale desenvolve-se dentro de vacúolos22

parasitóforos, apresentando-se como corpúsculos de inclusão intraeritrocitários, de23

localização periférica, visualizados em microscopia ótica como pequenos pontos24

escuros, variando entre 0,1μm a 0,8 μm. À microscopia eletrônica esses corpúsculos25

estão separados do citoplasma do eritrócito por uma membrana, e contêm de um a oito26

corpos iniciais, de 0,3 µm a 0,4 µm de diâmetro, que são as unidades infectantes27

(Ribeiro & Passos 2002).28

Trabalhos têm demonstrado a existência de duas formas morfologicamente distintas29

de A. marginale, corpúsculos com presença ou ausência de apêndice (Kocan et al. 1984;30

Smith et al. 1986). Este apêndice foi denominado de filamento, cauda, projeção e, mais31

recentemente, de apêndice de inclusão, sendo constituído por lâminas interconectadas32

de material proteináceo, firmemente arrumadas, que assumem configurações de cometas33
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ou alça (Kocan et al. 1984). O apêndice é visualizado por meio de microscopia de1

contraste de fases, coloração pelo “novo azul de metileno” (Schalm 1964), por meio da2

reação de imunofluorescência indireta e microscopia eletrônica. Amostras com essa3

característica morfológica têm sido isoladas em diferentes estados da América do Norte4

e no México (Smith et al. 1986).5

No Brasil, Ribeiro et al. (1997) isolaram uma amostra de A. marginale com apêndice6

(UFMG1), de um bezerro naturalmente infectado no estado de Minas Gerais. O isolado7

UFMG1 é considerado uma amostra de baixa virulência, pois produz altos picos de8

riquetsemia em animais esplenectomizados sem causar a morte dos mesmos (Bastos et9

al. 2010). De maneira oposta, o isolado UFMG2 de A. marginale não possui apêndice e10

é capaz de induzir alta morbidade e mortalidade de animais susceptíveis (Bastos et al.11

2010). Outra amostra brasileira, o isolado UFMG3, obtido de um bezerro neonato no12

estado de Minas Gerais, foi capaz de produzir baixos níveis de riquetsemia e diminuição13

moderada do volume globular, sem a necessidade de tratamento dos animais inoculados14

(Silvestre et al. 2015). Tais dados demonstram a presença de uma alta diversidade15

genética de A. marginale em áreas endêmicas para a doença.16

17

2.2 Transmissão18

19

A transmissão de A. marginale pode ser efetuada biologicamente por carrapatos,20

mecanicamente por de moscas hematófagas e fômites contendo sangue contaminado ou21

infecção vertical (Dikmans 1950; Kocan et al. 2003, 2004; Pypers et al. 2011).22

Na transmissão biológica, os carrapatos da família Ixodidae (gêneros Rhipicephalus,23

Dermacentor e Ixodes) têm sido incriminados como vetores de A. marginale.24

Entretanto, o carrapato Amblyomma spp. não demonstrou estar envolvido na25

transmissão dessa riquétsia (Dikmans 1950; Ewing 1981; Kocan et al. 2004). Este tipo26

de transmissão pode ocorrer transestadialmente ou intraestadialmente, enquanto que a27

transmissão transovariana não foi comprovada (Stich et al. 1989). A transmissão28

transestadial é dada por ninfas ou adultos que se infectaram no estádio anterior, e a29

intraestadial ocorre dentro do mesmo estádio. A transmissão intrastadial mostrou-se ser30

efetiva por carrapatos machos, uma vez que estes se tornam persistentemente infectados31

com A. marginale e podem transmiti-lo repetidamente durante a movimentação entre os32
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bovinos (Kocan et al. 1992a,b). Machos infectados podem ser um importante1

mecanismo de transmissão do patógeno no caso de carrapatos de apenas um hospedeiro,2

como R. microplus e Dermacentor albipictus (Kocan et al. 2003). No Brasil, o carrapato3

R. microplus é considerado o principal vetor biológico da anaplasmose bovina, e o4

desenvolvimento de colônias de A. marginale nas células do intestino de fêmeas5

ingurgitadas foi comprovado por Ribeiro & Lima (1996). Pesquisas recentes6

documentaram que a transmissão biológica por carrapatos foi mais eficiente do que a7

transmissão mecânica por Stomoxys calcitrans, a “mosca do estábulo” (Scoles et al.8

2005). No entanto, alguns isolados de A. marginale não são infectantes ou9

transmissíveis por carrapatos (Kocan et al. 2004).10

A transmissão mecânica por moscas hematófagas tem sido relatada por dípteros11

hematófagos dos gêneros Tabanus e Stomoxys e várias espécies de mosquitos (Potgieter12

1979; Ewing 1981; Foil 1989). Esta forma de transmissão, provavelmente, é a principal13

rota de disseminação de A. marginale em certas áreas dos Estados Unidos, América14

Central e do Sul, e África onde os carrapatos vetores estão ausentes (Ewing 1981; Foil15

1989) e onde o R. microplus, o carrapato tropical de bovinos, parece não ser um vetor16

biológico do agente (Figueroa et al. 1998; Coronado 2001). Similarmente, a transmissão17

mecânica associada com equipamentos cirúrgicos contaminados, pode dar origem a18

casos clínicos fora da estação normal do vetor (Reeves & Swift 1977; Ewing 1981;19

Smith et al. 1989). Já a transmissão vertical, determinada pela infecção de bezerros20

neonatos ainda no útero de vacas infectadas com A. marginale (Aubry & Geale 2011),21

causa infecções persistentes em bezerros, sugerindo a baixa virulência dessas amostras22

(Ribeiro et al. 1995; Grau et al. 2013; Silvestre et al. 2015). No entanto, a anaplasmose23

clínica tem sido relatada em bezerros neonatos, sugerindo a ocorrência de diferenças na24

virulência destes isolados (Benesi et al. 1999; Pypers et al. 2011; Pohl et al. 2013).25

26

2.3 Ciclo de Desenvolvimento27

28

Nos bovinos, A. marginale invade e replica dentro dos eritrócitos e, embora células29

endoteliais tenham sido infectadas in vitro (Munderloh et al. 2004), não há provas da30

infecção in vivo destas células (Wamsley et al. 2011). O ciclo parasitológico de A.31

marginale inicia-se com a penetração dos corpos iniciais nos eritrócitos bovinos pelo32
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processo de rofeocitose, que envolve a invaginação da membrana citoplasmática1

formando o vacúolo parasitóforo.2

No interior do vacúolo, os corpos iniciais multiplicam-se por divisão binária3

formando até oito elementos. Os corpos iniciais saem dos eritrócitos por um processo de4

rofeocitose reversa, sem romper a membrana das hemácias, e iniciam novo ciclo ao5

penetrar em novos eritrócitos (Ribeiro & Passos 2002). Durante a fase aguda, 70% ou6

mais de eritrócitos podem ser parasitados. O período de incubação varia de sete a 607

dias, sendo observada uma média de 28 dias para o aparecimento dos sinais clínicos da8

doença (Kocan et al. 2010).9

Após a detecção de eritrócitos infectados, o número de células parasitadas aumenta10

geometricamente. A. marginale causa alterações na membrana dos eritrócitos11

infectados, que posteriormente são fagocitados por células do sistema mononuclear12

fagocitário, resultando no desenvolvimento de anemia moderada a grave, e icterícia sem13

hemoglobinemia ou hemoglobinúria (Kocan et al. 2003). Após a infecção o animal pode14

desenvolver a doença na forma aguda ou crônica (Ristic 1981).15

O ciclo de desenvolvimento de A. marginale nos carrapatos é complexo e16

coordenado com o ciclo de alimentação dos mesmos (Kocan et al. 1992a,b). Durante a17

hematofagia, eritrócitos infectados com A. marginale são ingeridos pelo carrapato,18

proporcionando a infecção das células intestinais. Após a penetração nas células do19

intestino, A. marginale se multiplica por divisão binária, formando um vacúolo20

contendo inúmeros corpúsculos. Após a lise do vacúolo, os corpúsculos caem na21

hemolinfa infectando outros tecidos do carrapato, incluindo as glândulas salivares,22

proporcionando a transmissão para bovinos susceptíveis (Ge et al. 1996; Kocan et al.23

2004). A primeira forma de A. marginale observada dentro das colônias é a forma24

reticulada (vegetativa) que se divide por fissão binária, formando grandes colônias que25

podem conter centenas de organismos. As formas reticuladas, em seguida, transformam-26

se em formas densas, que é a forma infectante, e podem sobreviver fora das células do27

hospedeiro por um período de tempo limitado (Kocan et al. 2003). Bovinos tornam-se28

infectados quando as formas densas são transmitidas (via glândulas salivares) durante a29

alimentação do carrapato vetor.30

31
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2.4 Distribuição Geográfica e Prejuízos Econômicos1

2

Anaplasmose bovina apresenta distribuição mundial, atingindo principalmente3

bovinos de regiões tropicais e subtropicais, sendo uma das principais restrições para a4

pecuária em muitos países (Kocan et al. 2010). A. marginale é endêmico nos Estados5

Unidos, México, América Central e América do Sul, bem como, nas ilhas do Caribe,6

sendo enzoótica em todos os países da América Latina, com a exceção das áreas7

deserticas e certas cadeias de montanhas, como os Andes (Guglielmone 1995). A8

anaplasmose bovina também é endêmica em regiões da Ásia e África, e na Europa é9

encontrada principalmente nos países do Mediterrâneo onde a infecção tem sido descrita10

em bovinos e em várias espécies de animais selvagens (revisado por de la Fuente et al.11

2005). Esta ampla e crescente distribuição provavelmente resultou do transporte de12

animais portadores com subseqüente transmissão mecânica e biológica de bovinos13

assintomáticos persistentemente infectados para bovinos susceptíveis (Kocan et al.14

2010). No Brasil, A. marginale é endêmico em todo o território, causando importantes15

problemas econômicos e sanitários.16

A doença causa importantes perdas econômicas devido à alta morbidade e17

mortalidade em rebanhos susceptíveis. Estes prejuízos estão associados à baixa18

produtividade dos animais, aborto, além dos custos com o tratamento e controle da19

doença. Nos Estados Unidos, a perda anual causada pela anaplasmose é estimada em20

mais de 300 milhões de dólares e na America Latina, em 800 milhões de dólares (Kocan21

et al. 2003). No Brasil, prejuízos causados por A. marginale são difíceis de calcular, não22

só pela morbidade e mortalidade, mas também pelos fatores ambientais, fatores23

intrínsecos de cada sistema de manejo, tais como o tipo de pastagem, a densidade24

animal e dos vetores, bem como, as medidas de controle adotadas em cada propriedade25

(Arteche et al. 1992; Silva & Fonseca 2013).26

27

2.5 Controle28

29

Medidas de controle para a anaplasmose bovina incluem o controle de artrópodes, a30

administração profilática de antibióticos, a manutenção de rebanhos livres de31
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Anaplasma e a vacinação. A aplicação destes métodos é influenciada pela1

disponibilidade, custo e viabilidade de aplicação (Kocan et al. 2000).2

Dentre as medidas de controle existentes, a vacinação é considerada uma maneira3

efetiva para proteger os animais susceptíveis contra a doença clínica. Nos últimos 604

anos o desenvolvimento de vacinas contra a anaplasmose tem recebido atenção5

considerável, resultando na produção de vacinas vivas e inativadas (Kocan et al. 2000).6

Ambas as vacinas utilizam eritrócitos bovinos infectados como fonte de antígeno e são7

direcionadas para a prevenção de morbidade e mortalidade, tornando os animais8

persistentemente infectados. No entanto, tais vacinas não impedem o animal de se9

infectar após a exposição desafio (Kocan et al. 2003, 2010), além do alto custo de10

produção e da possibilidade de transmissão de outros patógenos (Garcia-Garcia et al.11

2004).12

13

2.5.1 Vacina Viva14

15

A utilização de vacinas vivas para o controle da anaplasmose foi iniciado por Sir16

Arnold Theiler no início de 1900, por meio da utilização de A. centrale, uma espécie de17

Anaplasma considerada menos patogênica e capaz de desenvolver resposta imune18

protetora contra A. marginale. Atualmente, estratégias vacinais usando organismos19

vivos incluem a utilização de vacinas vivas contendo cepas de baixa virulência de A.20

marginale, infecção dos animais seguida de tratamento e vacinas vivas contendo cepas21

de A. centrale.22

Atenuação de cepas de A. marginale e a inoculação de bovinos com eritrócitos23

infectados com A. marginale seguido de tratamento com tetraciclina (no início da24

elevação da temperatura corporal ou da detecção da riquetsemia) tornam os animais25

imunizados persistentemente infectados e podem falhar na prevenção da doença aguda26

(Kocan et al. 2010). Além disso, estas estratégias de vacinação requererem o27

monitoramento rigoroso dos animais por um médico veterinário, o que muitas vezes28

torna inviável sua utilização em grandes rebanhos (Kuttler et al. 1988; Kocan et al.29

2003).30
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A utilização de A. centrale é atualmente a estratégia mais empregada em vacinas1

vivas para o controle da anaplasmose bovina (Theiler 1911; Kocan et al. 2010). No2

entanto, seu uso é restrito a animais jovens, uma vez que animais adultos são3

considerados susceptíveis a infecção aguda devido à ausência de imunidade protetora.4

Apesar de mais de um século de uso em campo, a base imunológica desta vacina viva5

para a proteção dos animais contra cepas virulentas de A. marginale permanece6

desconhecida (Kocan et al. 2003). Além disso, a possibilidade de transmissão de outros7

patógenos deve ser considerada, uma vez que se trata de uma vacina viva proveniente8

de sangue infectado. Este fato tem impedido sua comercialização nos Estados Unidos e9

na União Européia (Agnes et al. 2010). Outra restrição para sua utilização é que a10

imunidade protetora gerada pela vacina viva de A. centrale não é uniforme contra todos11

os isolados de A. marginale, e surtos da doença têm sido relatados mesmo em12

populações vacinadas (Wilson et al. 1980; Turton et al. 1998; Bock & de Vos 2001;13

Shkap et al. 2002). Tais variações na resposta vacinal cruzada podem estar relacionadas14

à diferença antigênica encontrada entre as cepas do desafio e as cepas utilizadas na15

vacinação, quando isoladas de áreas geográficas muito distantes (Kocan et al. 2000).16

17

2.5.2 Vacina Inativada18

19

Vacinas inativadas de A. marginale, derivadas de eritrócitos infectados, foram20

capazes de aumentar a resistência dos bovinos à infecção e diminuir o número de mortes21

pela doença (Brock et al. 1965). Esta estratégia foi considerada uma alternativa para a22

proteção de animais adultos não-imunes de áreas não endêmicas para o A. marginale.23

No entanto, além do alto custo para a produção/purificação do inóculo, da falha na24

proteção cruzada e do alto risco de transmissão de outro patógenos, bezerros nascidos25

de mães vacinadas ocasionalmente apresentavam isoeritrólise neonatal, devido ao fato26

dessa vacina estar contaminada com estroma dos eritrócitos (Kocan et al. 2003; Garcia-27

Garcia et al. 2004). Tais fatores inviabilizaram a comercialização desta vacina nos28

Estados Unidos no final da década de 90 (Kocan et al. 2000).29

Nos últimos anos, a produção de vacinas inativadas de A. marginale provenientes de30

cultura de células embrionárias de carrapato (células IDE8) tem sido pesquisada na31

tentativa de se evitar os problemas das vacinas derivadas de eritrócitos. Esta alternativa32
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permite a obtenção de um inóculo de baixo custo, com maior facilidade na1

padronização, além do fato de eliminar a necessidade de inoculação experimental em2

animais para sua produção (Kocan et al. 2003). No entanto, estudos demonstraram que3

A. marginale cultivado neste sistema foi incapaz de proteger os animais vacinados4

contra desafio experimental, devido a regulação negativa da expressão do gene da5

proteína de superfície MSP1a pelos organismos gerados neste sistema in vitro (Garcia-6

Garcia et al. 2004; Lasmar et al. 2012). A ausência da proteína MSP1a no A. marginale7

derivado da cultura de células IDE8 impediu que animais vacinados com este antígeno8

fossem eficientemente protegidos da infecção, uma vez que esta proteína está9

relacionada com a capacidade de adesão da riquétsia nos eritrócitos bovinos e na10

indução de uma resposta imune protetora (Garcia-Garcia et al. 2004). Este fato impediu11

a utilização e comercialização desta vacina inativada para o controle da anaplasmose12

bovina. Para tentar solucionar este problema, Munderloh et al. (2004) demonstraram a13

infecção e propagação do A. marginale em linhagem de células endoteliais bovinas.14

Porém, até o presente momento, não existem trabalhos relacionados a composição15

gênica e expressão de proteínas de superfície (MSPs) nos organismos produzidos nesse16

sistema, bem como, a sua utilização em ensaios vacinais.17

Recentemente, abordagens moleculares e proteômicas permitiram um avanço na18

identificação de potenciais alvos vacinais, nos quais podem ser empregados como19

alternativa para induzir uma resposta imune eficiente, capaz de proteger animais20

vacinados da doença clínica (Dark et al. 2011). Estudos realizados nas últimas décadas21

têm contribuído para ampliar o conhecimento da composição antigênica do A.22

marginale, bem como, identificar o papel das proteínas de membrana (MSPs) no23

desenvolvimento da imunidade protetora contra a infecção (Palmer et al.24

1986,1988,1989; Tebele et al. 1991; McGuire et al. 1994; de la Fuente et al. 2003;25

Kocan et al. 2003; Silvestre et al. 2014). De acordo com Brown (2012) o meio mais26

eficiente para induzir a imunidade protetora é a imunização de bovinos com frações da27

membrana externa do A. marginale, na qual pode proteger os animais das manifestações28

clínicas da anaplasmose bovina.29

30

31
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2.6 MSP1a (Major Surface Protein 1 alfa)1

2

A identificação de proteínas de superfície de A. marginale é essencial para criar um3

banco de dados a ser usado para o desenvolvimento de vacinas (Araújo et al. 2008).4

Cinco proteínas de superfície (MSPs) foram identificadas na membrana de A. marginale5

oriundos de eritrócitos de bovinos e em células de carrapatos: MSP1, MSP2, MSP3,6

MSP4 e MSP5 (Palmer & McGuire 1984; Visser et al. 1992). Estas proteínas são7

antigenicamente relacionadas e são responsáveis pela indução da produção da maioria8

dos anticorpos parasito-reativo nos animais que foram naturalmente infectados ou9

vacinados com corpúsculos iniciais de A. marginale (Tebele et al. 1991).10

MSP1 é composta por dois peptídeos independentes covalentemente ligados: MSP1a11

e MSP1b. Ambas as proteínas mostraram estar envolvidas na adesão de A. marginale às12

células hospedeiras (Garcia-Garcia et al. 2004), sendo que a MSP1a, codificada por um13

gene de cópia única msp1a, é uma adesina de eritrócitos e células do carrapato;14

enquanto que a MSP1b, codificada por membros da família multigênica msp1b, é15

apenas uma adesina de eritrócitos bovinos (McGarey & Allred 1994; McGarey et al.16

1994; de la Fuente et al. 2001).17

A proteína MSP1a apresenta uma região variável entre os isolados de A. marginale18

(região N-terminal) e outra conservada (C-terminal). Esta variação, observada na porção19

N-terminal da proteína, ocorre devido à variação no número de repetições de20

aminoácidos (conhecidas como repetições em tandem) presentes nos isolados de A.21

marginale. Cada repetição em tandem apresenta 28-29 aminoácidos e o número de22

repetições determina a massa molecular da MSP1a, que pode variar de 70-100 kDa,23

dependendo do isolado de A. marginale. Estas repetições de peptídeos são expostas na24

superfície de A. marginale, sendo necessárias e suficientes para a adesão de A.25

marginale às células hospedeiras (Palmer et al. 1987; McGarey et al. 1994; McGarey &26

Allred 1994; de la Fuente et al. 2001, 2003).27

As MSP2 e MSP3 são codificadas por uma família multigênica, apresentando28

variações quanto às propriedades antigênicas e estruturais entre os isolados geográficos29

(Alleman & Barbet 1996; Barbet et al. 2001). A composição antigênica da MSP2 varia30

durante o mesmo ciclo de parasitemia em bovinos (French et al. 1999; Dark et al. 2011;31

Brown 2012) e em carrapatos persistentemente infectados (de la Fuente & Kocan 2001).32
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A atividade dessas proteínas está ligada ao mecanismo de evasão da resposta imune e a1

persistência do microrganismo no hospedeiro (French et al. 1998; Palmer et al. 2000;2

Brown 2012). A MSP4 e MSP5 são proteínas codificadas por genes de cópia única.3

Embora estas proteínas sejam altamente conservadas entre os isolados e apresentar parte4

da sua seqüência homóloga com polipeptídeos da MSP2 (Palmer et al. 1994; de la5

Fuente et al. 2003, 2004), informações sobre suas funções não estão bem esclarecidas.6

As MSPs de A. maginale, citadas acima, derivadas de cultura de células de carrapato7

e de eritrócitos bovinos infectados, têm-se mostrado conservadas à nível de expressão8

(Barbet et al. 1999), exceto a MSP1a que se mostrou diferencialmente expressa em9

eritrócitos bovinos e cultura de células de carrapato (Kocan et al. 2001; de la Fuente et10

al. 2002; Garcia-Garcia et al. 2004). Uma resposta diferencial de anticorpos contra a11

MSP1a foi observada em bovinos imunizados com A. marginale derivado de eritrócitos12

bovinos ou cultura de células de carrapato (Kocan et al. 2001; de la Fuente et al. 2002;13

Garcia-Garcia et al. 2004). Essa diferença foi encontrada como resultado da alta14

expressão da MSP1a pelo A. marginale de eritrócitos bovinos e da ausência da15

expressão da MSP1a por organismos derivados de culturas de células de carrapato16

(Garcia-Garcia et al. 2004), não protegendo os animais contra desafios experimentais17

(Lasmar et al. 2012). Como resultado, bovinos imunizados com A. marginale derivado18

de eritrócitos desenvolveram uma resposta preferencial à MSP1a, enquanto que bovinos19

imunizados com A. marginale derivado de cultura de células de carrapato responderam20

preferencialmente contra a MSP1b (Kocan et al. 2001; de la Fuente et al. 2002; Garcia-21

Garcia et al. 2004).22

A ausência da proteína MSP1a nos corpúsculos de A. marginale cultivados em23

células IDE8 tornaram este sistema impróprio para a utilização como vacina inativada.24

O uso da MSP1a em ensaios vacinais vem sendo bastante estudado, devido ao fato desta25

proteína estar associada ao desenvolvimento de uma resposta imune protetora (Palmer26

et al. 1986,1988,1989; McGuire et al. 1994; Brown et al. 1998, 2001, 2002; de la Fuente27

et al. 2003; Kocan et al. 2003; Silvestre et al. 2014) e a capacidade de A. marginale em28

aderir aos eritrócitos bovinos, iniciando a infecção (Garcia-Garcia et al. 2004). Novos29

estudos vêm sendo realizados visando a aumentar a taxa de candidatos vacinais (Junior30

et al. 2010) e uma série de novos genes de proteínas da membrana externa de A.31

marginale foram encontrados (Brayton et al. 2006; Lopez et al. 2005; Sutten et al.32

2010). Estas proteínas localizadas ou associadas com a membrana externa de A.33
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marginale (incluindo a MSP1a) são consideradas imunógenos potenciais, uma vez que1

estimulam mecanismos celulares responsáveis pelo controle e eliminação de A.2

marginale (Lopez et al. 2007).3

4

2.7 Resposta Imune x Anaplasma marginale5

6

Durante a infecção por A. marginale mecanismos imunológicos da resposta celular e7

a produção de anticorpos específicos anti-A. marginale são ativados pelo sistema imune8

do hospedeiro, tais como linfócitos T CD4, células B, secreção de IFN-γ e a produção9

de IgG2. Linfócitos T CD4 são necessários para as células B realizarem a mudança de10

isotipo para IgG de alta afinidade, que promova a opsonização da riquetsia e, por meio11

da secreção de IFN-γ, desempenhar um papel importante na ativação de macrófagos12

para produzir moléculas capazes de eliminar a riquetsia, tais como o óxido nítrico13

(revisado por Kocan et al. 2003). Em bovinos, a secreção de IFN-γ por células T CD414

antígeno-estimuladas fornece condição ideal às células B para a produção de IgG215

(Estes et al. 1994; Brown et al. 1999). Os anticorpos produzidos durante a infecção pelo16

A. marginale agem na neutralização da riquetsia extracelular, no processo de invasão a17

novos eritrócitos, ou por meio da opsonização de A. marginale que, então, são alvos da18

fagocitose por macrófagos (Brown 2012).19

As MSPs de A. marginale são capazes de estimular a resposta imune específica nos20

animais (Tebele et al. 1991). Durante o ciclo de desenvolvimento e multiplicação no21

hospedeiro, A. marginale sofre variações antigênicas nas proteínas de superfície MSP222

e MSP3 (Brayton et al. 2003; Palmer & Brayton 2007) e anticorpos IgG2 específicos a23

cada variação são produzidos (French et al. 1999). Este fato sugere que a resposta de24

IgG2 controla novos surgimentos de variações, porém, não consegue eliminar A.25

marginale devido ao escape contínuo da resposta imune pelas novas variantes (Brown26

2012). Esta incapacidade para proteger bovinos contra a infecção por A. marginale27

sugere que outros mecanismos também contribuam para a proteção ou que os anticorpos28

para o domínio variante da MSP2 não consiguem evitar o surgimento de novas variantes29

antigênicas de A. marginale (Brown 2012), impossibilitando o controle da infecção.30

Abbott et al. (2005) observaram que bezerros desafiados com A. marginale,31

expressando a mesma variante da MSP2 utilizada para imunização dos animais,32
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apresentaram uma rápida regulação negativa de células T CD4 MSP2-específicas antes1

do pico de riquetsemia. Essa imunorregulação foi determinada pela perda da capacidade2

proliferativa e secreção de células que secretam IFN-γ, detectado por testes de3

ELISPOT. Esta resposta antígeno-específica permaneceu indetectável por um ano após4

a infecção. Supõe-se que esta perda da resposta de células T CD4 induzidas após a5

imunização e a falha para o estabelecimento de uma resposta forte de células T CD4 de6

memória são resultados de uma alta carga de antígeno, levando a apoptose de células T7

(Abbott et al. 2005; Han et al. 2008, 2010). No entanto, esta regulação negativa de8

células T CD4+ poderia impedir a inflamação sistêmica prolongada no hospedeiro9

infectado por meio da participação de células T regulatórias (Han et al. 2010).10

Han et al. (2010) realizaram um monitoramento da resposta imune em bovinos11

infectados com A. marginale, revelando uma forte resposta de IgG1 e IgG2 que flutua12

ao longo do curso da infecção aguda e persistente, mantendo títulos de 3.000 a 100.000.13

A resposta foi dirigida contra a proteína imunodominante e antigenicamente variável14

MSP2, embora outras MSPs também foram detectadas em imunoblots (Palmer et al.15

1994; Lopez et al. 2005). Em um estudo in vitro, anticorpos anti-MSP1 opsonizaram16

corpúsculos de A. marginale proporcionando a fagocitose da riquetsia mediada por17

macrófagos ativados (Cantor et al. 1993). A proteína MSP1a foi reconhecida por células18

T CD4+ de memória em bovinos imunizados com o complexo MSP1 de A. marginale19

(Brown et al. 2001), impedindo o desenvolvimento da riquétsemia após desafio20

homólogo e heterólogo (Palmer et al. 1989). Esta proteção indica a conservação de21

epítopos de células T entre os diferentes isolados de A. marginale, capazes de estimular22

a resposta imune protetora dos animais (Brown et al. 2002).23

Pesquisas sobre A. marginale em bovinos imunizados com vacinas protetoras são24

consistentes em identificar células T CD4+, secreção de IFN, ativação de isotipos de25

IgG específicos para a neutralização e opsonização como elementos determinantes da26

imunidade protetora (Brown et al. 1998; Palmer et al. 1999; Dark et al. 2011). O27

controle dessa resposta imune tem sido bastante estudado devido à enorme capacidade28

do patógeno em gerar variantes antigênicos, promovendo assim a evasão da resposta29

imune do hospedeiro.30

Durante o curso da infecção, A. marginale induz uma forte resposta de células T,31

seguido por uma eventual perda de células T CD4 A. marginale-específicas. Essa perda32

da resposta de células T específicas ocorre devido à exaustão/apoptose destas células em33
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função da alta carga de antígeno observada nas infecções aguda e persistente (Brown et1

al. 2002; Han et al. 2008). Essa imunossupressão também é relatada nas infecções por2

A. phagocytophilum. No entanto, A. phagocytophilum induz uma imunossupressão3

generalizada, enquanto que na infecção por A. marginale essa imunossupressão é4

antígeno-específica (Abbott et al. 2005; Han et al. 2008). Os mecanismos que os5

patógenos do gênero Anaplasma apresentam para impedir a ação da resposta imune6

inata e adaptiva incluem a variação antigênica de proteínas de superfície7

imunodominantes para evadir das respostas imunes específicas e a subversão da8

resposta imune adaptativa. Ambos A. marginale e A. phagocytophilum não possuem9

genes que codificam vias biossintéticas para LPS e peptideoglicano, dois importantes10

padrões moleculares de patógenos associados e expressos pela maioria de bactérias11

gram negativas que ativam receptores TLR e NOD (Ulevitch et al. 2004; Sorbara &12

Philpott 2011). Assim, as ausências de LPS e peptideoglicano permitem a A. marginale13

e A. phagocytophilum saírem do radar de sensores importantes da resposta inata.14

Considerando a resposta elucidada durante a infecção por A. marginale, bem como15

os mecanismos utilizados pela riquétsia para evadir do sistema imune do hospedeiro, a16

identificação de antígenos considerados protetores continua sendo a principal limitação17

para o desenvolvimento de vacinas (Ducken et al. 2015). Assim, novas estratégias são18

necessárias para auxiliar tanto na identificação de antígenos potenciais, como também19

na via da apresentação desse antígeno ao sistema imune, visando o estabelecimento de20

uma resposta imune eficiente capaz de reduzir/eliminar a infecção por A. marginale.21

22

2.8 Nanotubos de Carbono no Desenvolvimento de Vacinas23

24

Nos últimos anos a nanobiotecnologia, ciência que estuda as interrelações entre25

nanocompostos e o sistema biológico, vem apresentando um constante crescimento.26

Considerando que o carbono é o elemento base de todas as formas de vida conhecidas27

(Hennrich et al. 2006), os nanotubos de carbono (NTCs) têm se destacado na utilização28

como biosensores, dispositivos eletrônicos, carreador de fármacos, dispositivos de29

diagnóstico, transporte intracelular e intranuclear de drogas e genes, e carreadores de30

proteínas com objetivo vacinal (Sinha & Yeow 2005; Hennrich et al. 2006).31
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Os NTCs são formados por folhas de grafite enroladas, formando pequenos cilindros1

com diâmetro de um a 30 nm. Atualmente, existem dois tipos de NTC: os nanotubos de2

parede simples (SWNT), os quais possuem apenas um único cilindro de carbono, e os3

nanotubos de paredes múltiplas (MWNT) que possuem de dois a 50 cilindros4

concêntricos (Dresselhaus et al. 2004; Sinha & Yeow 2005).5

Estas nanopartículas podem ser produzidas por meio de três técnicas diferentes:6

descarga por arco elétrico (Iijima 1991; Sinha & Yeow 2005; Joselevick et al. 2008),7

ablação a laser ou deposição química de vapor (Joselevich et al. 2008). Em qualquer8

uma das técnicas utilizadas, os NTCs recém-sintetizados possuem impurezas oriundas9

do processo de síntese, como por exemplo, partículas de metais catalíticos, carbono10

amorfo, fuligem e fragmentos de grafite (Helland et al. 2007). Essas impurezas podem11

ocasionar problemas de toxicidade quando NTCs são utilizados in vivo (Smart et al.12

2006). Por isso, diferentes métodos de purificação são conduzidos para se obter NTCs13

com a maior pureza possível.14

Para a eliminação do carbono amorfo utiliza-se a etapa de oxidação com ácido15

nítrico, que também contribui para a solubilização dos NTCs em solução aquosa (Rosca16

et al. 2005). O desenvolvimento de protocolos de oxidação abriu a possibilidade de ligar17

grupos funcionais às paredes laterais dos nanotubos aumentando sua solubilidade em18

solventes orgânicos e soluções aquosas. Esta modificação fornece sítios múltiplos para19

ligação de drogas, ácidos nucléicos, açucares, DNA, oligonucleotídeos, peptídeos,20

proteínas ou enzimas (Pantarotto et al. 2003a; Foldvari & Bagonluri 2008), abrindo a21

possibilidade da utilização dos NTCs como transportadores e biosensores. No entanto,22

várias questões fundamentais ainda continuam em aberto. Uma delas é o mecanismo23

que regula a entrada e a internalização dos NTCs. Kam et al. (2004) propõem que os24

SWNTs atravessam a membrana celular por endocitose, enquanto Pantarotto et al.25

(2004) sugerem um mecanismo não endocítico que envolve a inserção e difusão dos26

NTCs através  da bicamada lipídica da membrana celular.27

Vários esforços têm sido realizados para desenvolver um sistema inovador capaz de28

transportar peptídeos antigênicos utilizando a nanotecnologia (Foldvari & Bagonluri29

2008). Atualmente existem trabalhos que mostram que NTCs ligados a antígenos30

possuem um grande potencial de gerar uma resposta imune protetora por meio da31

produção de anticorpos neutralizantes (Pantarotto et al. 2003b; Bianco et al. 2005;32
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Yandar et al. 2008) e uma resposta celular eficiente (Pantarotto et al. 2003a; Zeinali et1

al. 2009).2

Um importante parâmetro a considerar é a manutenção da conformação do antígeno,3

necessária para indução da resposta humoral com alta afinidade. Pantarotto et al.4

(2003b) demonstraram que a funcionalização de nanotubos de carbono com peptídeos5

antigênicos mantém o epítopo de células B conservado. No entanto, é importante que os6

NTC incorporados não apresentem imunogenicidade intrínseca, e, por conseguinte,7

desencadeie uma reposta imune (Foldvare & Bagonluri 2008). Em um estudo recente8

com a proteína rMSP1a de A. marginale, Silvestre et al. (2014) demonstraram que a9

conformação da rMSP1a foi mantida após funcionalização com MWNT, uma vez que10

anticorpos IgG produzidos por camundongos após a imunização com MWNT11

funcionalizado com rMSP1a foram dirigidos apenas para a proteína rMSP1a e nenhuma12

resposta cruzada contra os nanotubos foi observada.13

Outro fator importante é a solubilidade dos NTCs em sistema biológicos. Várias14

metodologias têm sido aplicadas para aumentar a solubilidade dos NTCs por meio de15

ligações covalentes ou não-covalentes de moléculas na sua superfície. A melhor16

estabilidade foi alcançada por meio de ligações covalentes entre NCTs e proteínas17

(Jiang et al. 2003), utilizando  um agente acoplante intermediário que proporcionou a18

ligação entre NTCs e a proteína alvo. Esse procedimento, denominado funcionalização,19

permite que as moléculas aderidas sirvam como pontos de ancoragem para grupos20

funcionais de interesse (Pompeo & Resasco 2002). Nanotubos de carbono21

funcionalizados a proteínas são hábeis em atravessar a membrana celular, tornando esta22

ferramenta um vetor potencial para o transporte de diversos antígenos (Pantarotto et al.23

2003a, 2004; Kam et al. 2004).24

25

2.9 Toxicidade dos nanotubos de carbono26

27

Apesar de nanotubos de carbono demonstrarem um grande potencial no transporte de28

drogas e antígenos, alguns trabalhos apontam os possíveis efeitos adversos causados29

pelo tamanho dos nanotubos, grau de pureza e concentração (Maynard et al. 2004). No30

entanto, controvérsias envolvem a interpretação atribuída aos dados de toxicidade dos31

NTCs (Foldvare & Bagonluri 2008).32
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Um dos primeiros estudos que investigaram a toxicidade de NTCs foi publicado em1

2003 por Shvedova et al., que investigaram a citotoxicidade de SWNTs brutos (não-2

funcionalizados) em queratinócitos epidérmicos humanos. Seus resultados mostraram3

que a exposição aos SWNTs resultou em stress oxidativo acelerado, indicado pela4

formação de radicais livres e de acúmulo de produtos peroxidativos, esgotamento total5

de reservas de antioxidantes, e uma perda de viabilidade celular. A preparação dos6

NTCs possuía grande proporção de metal catalisador (ferro e níquel), o que contribuiu7

significativamente para o stress oxidativo e diminuição da viabilidade celular.8

Estudos subsequentes utilizando NTCs mais purificados, porém, ainda no estado9

bruto, também indicaram toxicidade celular, resultando em apoptose e necrose das10

células (Ding et al. 2005; Manna et al. 2005). Magrez et al. (2006) e Tian et al. (2006)11

também mostraram que outros materiais baseados em carbono, tais como as12

nanopartículas de carbono, nanofibras de carbono, fuligem e carbono ativo, parecem ser13

mais tóxico para as células do que MWNTs. Entre os tipos de nanotubos de carbono os14

SWNTs parecem ser mais tóxicos do que os MWNTs.15

In vivo, algumas evidências indicam toxicidade relativamente leve dos nanotubos de16

carbono via oral, dérmica e sistêmica (Sato et al. 2005). Trabalhos realizados através da17

administração intravenosa de SWNT demonstraram que estes compostos são18

rapidamente eliminados da corrente sanguínea através de excreção renal, sem apresentar19

efeito patogênico evidente (Singh et al. 2006). A toxicidade pulmonar por inalação é20

uma preocupação, uma vez que partículas nanoméricas são consideradas mais tóxicas21

do que partículas de tamanho maior. Porém, informações atuais sobre a toxicidade dos22

NTCs neste órgão parecem contraditórias (Warheit et al. 2004; Foldvare & Bagonluri23

2008). Todas estas controvérsias podem estar relacionadas as características dos NTCs24

utilizados, técnicas de síntese e nível de purificação no qual NTCs foram submetidos25

antes da exposição aos animais.26

Considerando que os efeitos tóxicos induzidos pelos NTCs em sistemas in vivo27

permanecem desconhecidos, novos estudos devem ser realizados visando a avaliação da28

toxicidade induzida após o uso desta ferramenta como sistema carreador de antígenos29

em ensaios vacinais. Tais estudos in vivo são importantes, uma vez que a utilização de30

NTCs como moléculas carreadora vem apresentando resultados animadores quanto a31

indução de uma resposta imune mais eficiente do que o antígeno livre (Pantarotto et al.32

2003a; Zeinali et al. 2009; Silvestre et al. 2014).33
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2. JUSTIFICATIVA1

2

Vacinas inativadas de A. marginale têm sido desenvolvidas para proteger os animais3

adultos da doença clínica. No entanto, as vacinas inativadas produzidas a partir do4

sangue de animais infectados foram retiradas do mercado devido aos casos de5

isoeritrólise neonatal ocasionada pela contaminação da vacina com o estroma dos6

eritrócitos, além do alto risco de transmissão de outros patógenos (Kocan et al. 2003;7

Garcia-Garcia et al. 2004). Como alternativa, vacinas inativadas provenientes de células8

IDE8 foram utilizadas em ensaios vacinais com bovinos. No entanto, tais vacinas9

fracassaram em proteger da doença clínica animais imunizados com este antígeno10

devido a ausência da expressão da proteína MSP1a, considerada importante para a11

indução de uma resposta imune protetora (Garcia-Garcia et al. 2004; Lasmar et al.12

2012). Apesar de inúmeros esforços, atualmente não há uma vacina inativada,13

comercialmente disponível, capaz de proteger animais adultos das manifestações da14

anaplasmose bovina. Por conseguinte, alternativas são necessárias visando o15

desenvolvimento de uma nova geração de vacinas, capazes de proteger os animais16

adultos da doença clínica.17

Sequenciamento genômico e as ferramentas de bioinformática têm fornecido um18

conjunto abrangente de proteínas de superfície e alvos potenciais para o19

desenvolvimento de vacinas, tais como a MSP1a. Estudos recentes utilizando a MSP1a20

recombinante (rMSP1a) em ensaios vacinais apresentaram resultados promissores na21

indução de resposta humoral e celular em bovinos e animais de laboratório (Santos et al.22

2013; Silvestre et al. 2014; Torina et al. 2014). Entretanto, ensaios de imunização com23

proteínas recombinantes são complexos devido a muitas variáveis que podem24

influenciar o resultado, tais como o adjuvante, o tamanho da partícula do antígeno, uma25

potencial perda da estrutura imunogênica da proteína, a via de imunização e a via/dose26

do desafio (Noh et al. 2013).27

Sabe-se que proteínas exógenas, quando administradas isoladamente no organismo,28

podem ser rapidamente eliminadas ou degradadas, apresentarem baixa biodistribuição e29

solubilidade, além da possibilidade de sofrerem mudanças conformacionais indesejadas30

(Bianco et al. 2005; Klumpp et al. 2006). A utilização de sistemas carreadores, capazes31
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de transportar o peptídeo na concentração e local desejado, seria uma alternativa para1

aumentar a eficiência da distribuição e a apresentação do antígeno ao sistema imune2

(Foldvare & Bagonluri 2008). Recentemente, nanotubos de carbono de paredes3

múltiplas (MWNT) foram utilizados como molécula carreadora da rMSP1a do isolado4

UFMG2 de A. marginale (Silvestre et al. 2014). Nesse trabalho, camundongos Balb/c5

imunizados com rMSP1a funcionalizada covalentemente aos MWNTs6

(MWNT+rMSP1a) produziram resposta celular e humoral significativa se comparado7

com camundongos que receberam apenas a rMSP1a, gerando assim uma nova8

possibilidade para a utilização deste imunógeno como componente da vacina inativada9

para bovinos. Logo, foi proposto no presente trabalho avaliar os parâmetros10

imunológicos, clínicos e a proteção induzida após o desafio experimental de bezerros11

previamente imunizados com MWNT+rMSP1a associado com a vacina inativada de A.12

marginale produzida in vitro.13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24
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3. OBJETIVO GERAL1

2

Avaliar o efeito da imunização de bezerros com a rMSP1a funcionalizada à MWNT,3

associado com a vacina inativada de A. marginale produzida in vitro, na indução da4

resposta imunológica, no controle da riquetsemia e no desenvolvimento da doença5

clínica após desafio experimental com amostra heteróloga A. marginale UFMG1.6

7

8

3.1 Divisão do Trabalho9

10

O presente estudo foi dividido em dois Capítulos (Capítulo I e II), conforme11

demonstrado na Figura 1.12

13
14

Figura 1 - Fluxograma representativo da divisão do trabalho.15
16
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4. CAPÍTULO I - OBJETIVOS1

2

4.1 Objetivo Geral3

4

Avaliar a resposta humoral e celular de bezerros imunizados com a rMSP1a5

funcionalizada à MWNT, associada com a vacina inativada de A. marginale produzida6

in vitro.7

8

4.2 Objetivos Específicos9

10

1) Avaliar o perfil fenotípico dos linfócitos circulantes em bezerros imunizados11

com MWNT+rMSP1a, associado com a vacina inativada de A. marginale12

produzida in vitro, e seus respectivos controles;13

14

2) Avaliar a cinética de produção de anticorpos IgG, IgG1 e IgG2 reativos a15

rMSP1a e ao antígeno bruto de A. marginale, em bovinos imunizados com16

com MWNT+rMSP1a associado com a vacina inativada de A. marginale17

produzida in vitro, e seus respectivos controles;18

19

3) Avaliar os efeitos da vacinação com MWNT sobre a função renal e hepática20

dos animais imunizados.21
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5. MATERIAL E MÉTODOS1

2

5.1 Locais dos experimentos3

4

A fase experimental foi realizada nas instalações da Clínica de Ruminantes do5

Departamento de Clínica e Cirurgia Veterinárias da Escola de Veterinária – UFMG. As6

análises laboratoriais e a produção dos imunógenos foram realizadas no Laboratório de7

Protozoologia Veterinária e no Laboratório de Parasitologia Molecular do8

Departamento de Parasitologia do ICB – UFMG. As análises de marcação ex vivo foram9

realizadas no Laboratório de Biomarcadores de Diagnóstico e Monitoração do Centro10

de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ-Minas.11

12

5.2 Produção da vacina inativada de A. marginale UFMG2 (AmUFMG2)13

14

A produção do antígeno bruto de A. marginale foi realizada por meio do cultivo in15

vitro do isolado UFMG2 de A. marginale em células IDE8, denominado vacina16

AmUFMG2 (Bastos et al. 2009). O isolado UFMG2 de A. marginale induz alta17

morbidade e mortalidade de animais susceptíveis (Bastos et al. 2010), sendo18

considerado de alta virulência.19

Os corpúsculos iniciais de A. marginale produzidos neste sistema in vitro foram20

purificados segundo Lasmar et al. (2012) e, posteriormente, submetidos a cinco ciclos21

de sonicação de 30 segundos cada (Ultrasonic Homogenizer 4710, Cole Parmer®), com22

30% de amplitude, em banho de gelo. Um coquetel inibidor de proteases (P8465,23

Sigma-Aldrich®) foi adicionado aos corpúsculos antes do processo de sonicação, com24

objetivo de inibir a degradação do antígeno. Após a ruptura dos corpúsculos uma25

alíquota do material foi utilizada para quantificação das proteínas, utilizando o método26

de Bradford (1976), e o restante do material armazenado em freezer -20°C até o27

momento da imunização.28

29

30
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5.3 Produção da ferramenta MWNT+rMSP1a1

2

O fragmento recombinante da MSP1a utilizado neste trabalho pertence ao isolado3

UFMG2 de A. marginale (GenBank EU676175.1) e representa a região N-terminal da4

proteína. As etapas de expressão e purificação da rMSP1a foram realizadas segundo5

Silvestre et al. (2014). Para isso, a sequência nucleotídica da rMSP1a (340 pb, 113 aa,6

11.61 MW) foi clonada em vetor de expressão pJexpress414 (DNA2.0® MenloPark,7

USA), expressa em bactérias Escherichia coli BL21 e purificada por meio de8

cromatografia de afinidade ao níquel, utilizando colunas de Níquel Sepharose High9

Performance HisTrap HP® (GE Healthcare, UK).10

Nanotubos de carbono de paredes múltiplas (MWNT) foram sintetizados utilizando a11

técnica de descarga por arco elétrico, no Laboratório de Crescimento de Cristais do12

Departamento de Física, ICEX/UFMG, apresentando 500 nm de comprimento por 4013

nm de diâmetro. Após a solubilização em ácido nítrico (HNO3) (Rosca et al. 2005), os14

MWNTs foram funcionalizados à rMSP1a, na proporção de 1:3 (Silvestre et al. 2014).15

Esta etapa de funcionalização consiste na ligação covalente entre os radicais16

carboxílicos presentes na superfície dos MWNTs e os radicais amínicos da proteína, por17

meio da reação de amidação ativada por diimida (Jiang et al. 2003). A ferramenta18

MWNT+rMSP1a foi produzida no dia anterior a cada imunização e armazenada à 4°C19

até o momento do uso.20

21

5.4 Animais experimentais22

23

Foram utilizados 24 bezerros machos da raça holandesa, com idade entre 120 a 13024

dias, livres da infecção por A. marginale, Babesia bovis e B. bigemina (confirmados por25

meio da nPCR), provenientes de uma fazenda de gado leiteiro localizada no município26

de Inhaúma-MG (19° 29′ 27″ Sul e 44° 23′ 24″ Oeste). Para determinar a ausência de27

infecção por estes hemoparasitos, amostras de sangue total coletadas ao longo das28

imunizações foram utilizadas para extração de DNA (kit Wizard Genomic DNA29

Purification, Promega®) e, posteriormente, submetidas a testes moleculares de nested30

PCR (nPCR), segundo Silveira et al. (2013).31
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Os animais receberam colostro após o nascimento e foram mantidos em sistema de1

confinamento do tipo tie stall, em galpão telado. A fim de mantê-los livres de carrapatos2

e oscas hematófagas os animais foram pulverizados semanalmente com cipermetrina3

(Flytick®, Vallée). Durante o período experimental (dezembro/2014 a julho/2014) os4

animais foram alimentados com leite em pó (Itambé® Food Service, MG, Brasil), ração5

comercial e água ad libitum. Os procedimentos realizados durante o período6

experimental foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais –7

CEUA/UFMG, sob o número de protocolo 351/2013.8

9

5.5 Delineamento experimental10

11

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de seis animais e12

submetidos a três imunizações (volume final de 2 ml), via subcutânea, nos dias 0 (zero),13

21 e 42 do experimento, conforme apresentado na Tabela 1.14

15
Tabela 1 - Protocolo de imunização dos bezerros16

17
GRUPO DOSE

G1
PBS + MWNT não-carboxilados +

Adjuvante Emulsigen® (grupo Controle)

G2
Vacina AmUFMG2 produzida in vitro (400 µg/animal) +

Adjuvante Emulsigen®

G3 MWNT+rMSP1a (200 µg/animal) + Adjuvante Emulsigen®

G4
Vacina AmUFMG2 produzida in vitro (400 µg/animal) +

MWNT+rMSP1a (200 µg/animal) + Adjuvante Emulsigen®

18

19
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As imunizações dos bezerros com as diferentes formulações da vacina foram1

emulsionadas em adjuvante oleoso Emulsigen® (MVP Technologies, EUA). De acordo2

com Hiszczynska-Sawicka et al. (2010), esse adjuvante é capaz de estimular a resposta3

imune de forma mais rápida no início da imunização, quando comparado com4

adjuvantes convencionais.5

6

5.6 Monitoramento dos animais7

8

Durante o período experimental os bezerros foram avaliados e monitorados9

diariamente por um médico veterinário, por meio de exame clínico. Amostras de sangue10

foram coletadas através de punção da veia jugular, em tubos com EDTA e sem11

anticoagulante, nos dias 0 (pré-imunização), 21, 42 e 63. As amostras coletadas foram12

utilizadas para a avaliação da resposta celular e humoral, contagem global de leucócitos13

e para análise bioquímica de toxicidade (Figura 2).14

15
Figura 2 – Fluxograma das coletas de sangue16

17

5.7 Imunofenotipagem de linfócitos periféricos18

19

Alíquotas de 40 µl de sangue total, coletados nos dias 0, 42 e 63, foram20

transferidos para tubos de poliestireno de 5 ml e incubados com anticorpos monoclonais21

anti-CD4 bovino-específicos (clone CC8, FITC, diluição 1:10), anti-CD8 (clone CC63,22

FITC, 1:10), anti-CD21 (clone CC21, FITC, 1:5 - células B, Naessens et al., 1990).23

Também foram utilizados anticorpos anti-CD335 (clone AKS1, PE, 1:10 - células NK,24

Storset  et al., 2004), e anti-CD25 (clone IL-A111, FITC, 1:10 - linfócitos T ativados,25

Maślanka & Jaroszewski 2012), todos adquiridos na AbD Serotec® (Bio-Rad, EUA).26

As células e os anticorpos foram incubados por 30 minutos, à temperatura ambiente e27

protegidos da luz. Após o período de incubação, 2 ml de solução de lise eritrocitária28
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(FACSTM Lysing Solution) foram adicionados e as amostras incubadas por 10 minutos à1

temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 600g, 18°C por2

sete minutos. O sobrenadante foi desprezado, as células foram ressuspendidas em 2 ml3

de PBS 1x e novamente centrifugadas a 600g, 18°C por sete minutos. O sobrenadante4

foi desprezado e as células fixadas com 250 µl de solução fixadora para citometria –5

Max Fax Fix (10g/L de paraformaldeído, 1% de cacodilato de sódio, 6,67g/L de cloreto6

de sódio, pH 7,2). As células foram adquiridas em citômetro de fluxo FACScan (Becton7

Dickinson, EUA), a população de linfócitos foi selecionada e 30.000 eventos foram8

analisados. A análise fenotípica foi realizada utilizando o software FlowJo 7.6.1 (Tree9

Star, EUA).10

Os valores celulares absolutos foram gerados a partir dos percentuais obtidos na11

citometria de fluxo e combinados com os dados de leucograma obtidos de cada animal.12

A contagem global de leucócitos foi realizada em câmara de Neubauer, usando o fluído13

de Thomas como diluente, e expresso em n° de células/µl de sangue (Benesi et al.14

2012).15

16

5.8 Avaliação dos níveis de anticorpos IgG, IgG1 e IgG217

18

A análise de anticorpos específicos IgG, IgG1 e IgG2 anti-rMSP1a e anti-A.19

marginale foi realizada por meio do ensaio imunoenzimático indireto (ELISA), como20

descrito por Silvestre et al. (2014). A proteína rMSP1a e o extrato solúvel de A.21

marginale UFMG2 produzido in vitro (AmUFMG2), utilizados para a imunização dos22

animais, foram empregados como antígenos da reação.23

Placas de microtitulação de 96 poços (Nunc MaxiSorp®) foram sensibilizadas com24

0.1 µg/poço (IgG) ou 0.5 µg/poço (IgG1/IgG2) do antígeno rMSP1a ou AmUFMG2,25

diluído em tampão carbonato (0.05 M NaHCO3, pH 9.6), a 4°C por 18 horas. Após a26

etapa de sensibilização, a placa foi lavada três vezes com PBST (tampão fosfato - PBS27

1x + Tween20 0.05%), e incubada com 100 µl/poço da solução de bloqueio (PBS + 2%28

caseína), por duas horas a 25°C. A placa foi novamente lavada com PBST e, em29

seguida, amostras de plasma de bovinos obtidas nos dias 0, 21, 42 e 63 foram diluídas30

1:2000 (IgG) ou 1:400 (IgG1/IgG2) em PBST 0.25% caseína, e incubadas a 25°C por 131

hora (100 µl/poço). Após nova etapa de lavagem, anticorpo anti-imunoglobulina bovina32
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conjugado com peroxidase foram diluídos 1:40000 (IgG, Sigma®) ou 1:2000 (IgG1,1

BioRad®; IgG2, Sigma®) em PBST 0.25% caseína e incubados por 1 hora à 25°C, ao2

abrigo da luz (100 µl/poço). Em seguida, a placa foi lavada com PBST e incubada com3

100 µl/poço do substrato enzimático TMB (Tetrametilbenzidina, BD OptEIA™) por 154

minutos à 25°C. A reação foi interrompida com a adição de 100 µl/poço de ácido5

sulfúrico 2M (H2SO4). A leitura das amostras foi realizada em leitor de microplacas6

com filtro de 450 nm (Epoch Microplate Spectrophotometer, Biotek®) e os valores de7

absorbância obtidos foram analisados e plotados em gráficos de barras.8

9

5.9 Parâmetros bioquímicos10

11

Alíquotas de plasma e soro, obtidas nos dias 0, 21, 42 e 63 foram utilizadas para a12

avaliação das funções hepática e renal dos animais, com o objetivo de verificar se o uso13

de nanotubos de carbono em ensaios vacinais tem efeitos nocivos à saúde do animal. Os14

testes bioquímicos realizados incluíram glicose, creatinina, albumina, fosfatase alcalina15

(ALP), proteína total, gama glutamiltransferase (GGT), alanina aminotransferase (ALT)16

e aspartato aminotransferase (AST). A dosagem dos parâmetros bioquímicos foi17

realizada em aparelho Cobas Mira Plus (Roche Diagnostic Systems®), pelo método18

colorimétrico enzimático, utilizando reagentes do kit Kovalent (Biosys®, Brazil),19

seguindo as informações do fabricante.20

21

5.10 Análise estatística22

Os dados foram submetidos ao teste de Lilliefors para a determinação da23

normalidade das amostras. A análise estatística foi realizada utilizando o software24

InfoStat (versão 2014). Considerando a natureza não paramétrica dos dados, as análises25

entre os grupos foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis. O teste de Friedman foi26

realizado para avaliar a existência de diferenças entres os pontos de tempo dentro de27

cada grupo (Sampaio 2010). As diferenças obtidas foram consideradas estatisticamente28

significativas para valor de p<0.05. Para a detecção de possíveis outliers, os dados29

foram submetidos ao teste Graphpad QuickCalcs Outlier Calculator30

(http://graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm).31
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5.11 Metodologia de Apresentação1

2

A metodologia utilizada para a apresentação dos Resultados referente ao Capítulo I,3

assim como a Discussão e a Conclusão dos dados obtidos, será apresentada por meio de4

um artigo científico disposto na seção “Resultados”.5

6
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6. RESULTADOS1

2

Status = Artigo submetido à Veterinary Microbiology3

4

5

Multi-walled carbon nanotubes functionalized the rMSP1a of Anaplasma6

marginale induces an increase in the cellular and humoral response in calves7

immunized, without generating hepatic and renal toxicity.8
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ABSTRACT1

2

Vaccination against Anaplasma marginale has been considered an important control3

strategy of bovine anaplasmosis. Inactivated vaccine produced in vitro failed due to4

absence of the MSP1a expression in the cultured rickettsia. Recently, mice immunized5

with rMSP1a, linked to carbon nanotubes (MWNT), showed significant immune6

responses, generating a new possibility for use of inactivated vaccine in cattle. The7

objective of this study was to investigate the cellular and humoral responses in calves8

immunized with MWNT+rMSP1a, associated with inactivated vaccine of A. marginale9

produced in vitro, and evaluate the toxic effects of the vaccinations with MWNT in the10

renal and hepatic function. rMSP1a was covalently linked to MWNT. Inactivated11

vaccine (AmUFMG2) was produced by cultivating A. marginale in IDE8 cells. Twenty12

four holstein calves were divided into four groups and immunized subcutaneously with:13

PBS and non-carboxylated MWNTs (control, G1), AmUFMG2 (G2), MWNT+rMSP1a14

(G3), and AmUFMG2 with MWNT+rMSP1a (G4). Blood samples were collected for15

total leukocyte counts, biochemical profile and evaluation of the humoral and cellular16

response. Immunization of calves with MWNT+rMSP1a induced an increase in the17

total leukocyte, in the number of circulating NK cells and in the lymphocyte18

populations (CD4+, CD8+, B cells and activated T lymphocytes). Calves immunized19

with MWNT+rMSP1a showed higher levels of IgG, IgG1 and IgG2 antibodies20

compared to calves immunized only with AmUFMG2. Furthermore, the immunization21

with MWNT did not induce changes in the biochemical profile of calves immunized.22

These data indicates that immunization with MWNT+rMSP1a was able to induce the23

cellular and humoral responses more efficiently than AmUFMG2, without generate24

toxicity.25

26

Keywords: Anaplasma marginale; MSP1a; inactivated vaccine; carbon nanotubes27

28
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1. Introduction1

2

Anaplasma marginale is an obligate intraerythrocytic rickettsia3

(Rickettsiales:Anaplasmataceae) that affects cattle in the tropical and subtropical4

regions causing severe global economic losses (Kocan et al., 2010). Various strategies5

have been tried in order to develop a vaccine to reduce the impact of bovine6

anaplasmosis (Aubry and Geale, 2011).7

Inoculation of blood containing a live and less virulent strain of A. centrale is the8

vaccine of choice in many parts of the world (Kocan et al., 2003). Disadvantages9

include the restricted use in young animals and the high risk of transmitting other blood-10

borne organisms (Rodrı́guez et al., 2000). Moreover, reported outbreaks indicated that it11

confers only partial protection against virulent strains of A. marginale (Bell-Sakyi et al.,12

2015).13

Inactivated vaccines from A. marginale were developed to protect adult bovine14

against clinical disease. However, they were withdrawn due to the difficulty in15

purifying rickettsia, maintenance of A. marginale-free calves for antigen production, the16

frequent booster applications and the production of isoantibodies in newborn calves of17

vaccinated dams (Kocan et al., 2000; Rodrı́guez et al., 2000). Establishment of A.18

marginale growth in embryonic cells from the Ixodes scapularis tick (IDE8) was19

considered a promising alternative in the production of inactivated vaccine. However,20

this vaccine failed to fully protect adult cattle from clinical disease (Garcia-Garcia et al.,21

2004; Lasmar et al., 2012). One possible reason for the failure could be related to the22

absence of the Major Surface Protein 1a (MSP1a) expression in this system, due to23

down-regulation of the msp1a gene in A. marginale derived from cultured tick cells24

(Garcia-Garcia et al., 2004). Therefore, efforts towards the development of a new25

generation of vaccines are warranted to protect adult animals from the clinical disease.26

Genomic sequencing and bioinformatics tools have provided a comprehensive27

set of surface proteins of A. marginale and therefore potential targets for vaccine28

development. Among them, MSP1a plays an important role in the infection by A.29

marginale, being associated with the adhesion capacity of rickettsia to the bovine30

erythrocytes and tick cells (Garcia-Garcia et al., 2004) and it has been shown to trigger31

protective immune response (Brown et al., 1998, 2001). Recent studies using32
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recombinant MSP1a (rMSP1a) in immunization trials of cattle and laboratory animal1

models demonstrated induction of the humoral and cellular immune responses2

associated with the upregulation of pro-inflammatory cytokines (Santos et al., 2013;3

Silvestre et al., 2014), suggesting the possibility of its usage in immunization protocols.4

Immunization experiments with recombinant proteins are complex due to the5

many variables that may influence the result, such as the particulate size of the antigen,6

a potential lack of immunogenic structure of the protein and the route/dose of challenge7

(Noh et al., 2013). Carrier systems are an alternative way to increase the efficiency of8

distribution and the presentation of the antigen to the immune system; among them,9

carbon nanotubes have been widely used as novel delivery agents for drugs, antigens10

and genes (Foldvari and Bagonluri, 2008; Bianco et al., 2011). Recently, we used multi-11

walled carbon nanotubes (MWNT) as a carrier molecule for the rMSP1a from A.12

marginale strain UFMG2 and found that mice produced a significant humoral and13

cellular response (Silvestre et al., 2014). Thus, the aim of the present study was to14

investigate the cellular and humoral responses elicited in calves immunized with15

rMSP1a, using MWNT as carrier molecule, associated with the inactivated vaccine of16

A. marginale produced in vitro. In addition, were evaluated the toxic effects of the17

vaccinations with MWNT on the renal and hepatic function.18

19

2. Materials and methods20

21

2.1 Production of multi-walled carbon nanotubes functionalized to the rMSP1a22

(MWNT+rMSP1a)23

24

The rMSP1a used in this study comprises the N-terminal repeat of the protein25

and belongs to A. marginale strain UFMG2 (GenBank EU676175.1). Expression and26

purification steps of the rMSP1a were performed as described (Silvestre et al., 2014).27

MWNTs (500nm long and 40nm diameter) were solubilized in nitric acid28

(HNO3) (Rosca et al., 2005) and the rMSP1a immobilization on MWNTs was29

performed at a 1:3 ratio (v/v) (Silvestre et al., 2014). The MWNT+rMSP1a was30

produced one day before immunization and stored at 4°C.31

32
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2.2 Inactivated vaccine of A. marginale produced in vitro1

2

The production of crude antigen was carried out by cultivating A. marginale3

(UFMG2) in IDE8 cells (Bastos et al., 2009). Initial bodies produced in vitro were4

purified (Lasmar et al., 2012), thereafter the sample was sonicated (Ultrasonic5

Homogenizer 4710, Cole Parmer®), an aliquot used for protein quantification (Bradford,6

1976) and the remaining sample stored at -20°C.7

8

2.3 Experimental animals and immunization9

10

Twenty four holstein calves, 120-130 days of age, free of A. marginale, Babesia11

bovis and B. bigemina (confirmed by nPCR), were kept in a tie stall barn and fed with12

powdered13

milk, commercial feed and water ad libitum. Calves were kept free of ticks and biting14

flies by weekly applications of cypermethrin (Flytick®, Vallée).15

Calves were randomly divided into four groups with six animals. Calves from16

the first group (G1 - control group) were immunized with PBS and non-carboxylated17

MWNTs (66 µg/calf); calves from group 2 (G2) were immunized with inactivated18

vaccine of A. marginale produced in vitro (400 µg/calf); animals from the group 3 (G3)19

were immunized with MWNT+rMSP1a (200 µg/calf); and group 4 (G4) were20

immunized with inactivated vaccine produced in vitro (400 µg/calf) and21

MWNT+rMSP1a (200 µg/calf). The inoculations were emulsified in oil adjuvant22

(Emulsigen®, USA) and administered subcutaneously at days 0, 21 and 42.23

Throughout the experimental period, all calves were evaluated and monitored24

daily by clinical examination, including body temperature, heart and respiratory rates25

and possible adverse reactions in the site of the inoculation. Blood samples were26

collected in EDTA tubes on days 0 (pre immunization), 42 and 63 for evaluation of the27

cellular response, and on days 0, 21, 42 e 63 for total leukocyte counts, biochemical28

profile, and humoral response. Absence of infection by A. marginale was confirmed by29

nPCR (Silveira et al., 2013). All experimental procedures were approved by the Ethics30

Committee on Animal Use of the Federal University of Minas Gerais (CEUA/UFMG,31

n° protocol 351/2013).32
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2.4 Immunophenotyping of peripheral lymphocytes1

2

The blood were collected on days 0, 42 and 63 in tube (4 ml, EDTA), and after 23

to 3 hours the Immunophenotyping protocol was performed as follows: aliquots of 40 μl4

of whole blood were incubated with the following monoclonal bovine-specific5

antibodies: anti-CD4 (clone CC8, 1:10 dilution), anti-CD8 (clone CC63, 1:10), anti-6

CD21 (clone CC21, 1:5 - B cells, Naessens et al., 1990) associated with anti-CD3357

(clone AKS1, 1:10 - bovine natural killer cells, Storset et al., 2004), or anti-CD25 (clone8

IL-A111, 1:10 - activated T lymphocytes, Maślanka and Jaroszewski 2012) and isotype9

control (Mouse IgG2a, 1:10 - Negative Control Antibody, MCA929F) conjugated with10

FITC (fluorescein isothiocyanate) or PE (phycoerythrin), purchased from AbD11

Serotec® (Bio-Rad, USA). Phenotypic labeling of leukocytes was performed as12

described (Dorneles et al., 2015). The cells were collected by FACScan flow cytometry13

(Becton Dickinson, USA) with gate selection for the lymphocyte population, and14

acquisition of 30.000 events. Phenotypic analysis was performed using the FlowJo 7.6.115

software (Tree Star, USA). In order to be converted into absolute values, percentage16

data obtained by cytometry were combined with leukogram data from each animal.17

Leukocyte counts were performed in a Neubauer chamber, using Thomas fluid as the18

diluent, and expressed in thousands of cell/μl of blood (Benesi et al., 2012).19

20

2.5 Evaluation of IgG, IgG1 and IgG2 antibodies levels21

22

Evaluation of anti-rMSP1a and anti-A.marginale IgG, IgG1 and IgG2 antibodies23

was performed by ELISA test, as described (Silvestre et al., 2014). The rMSP1a protein24

and the antigen of A. marginale UFMG2 produced in vitro used for immunization of25

calves were also utilized as antigens for the assay (0.1 µg/well - IgG or 0.5 µg/well -26

IgG1/IgG2).27

Plasma samples (100 µl/well) obtained at days 0, 21, 42 and 63 were diluted28

1:2000 (IgG) or 1:400 (IgG1 and IgG2). Horseradish peroxidase-conjugated antibodies29

anti-bovine were diluted 1:40000 (IgG, Sigma®) or 1:2000 (IgG1, BioRad®; IgG2,30

Sigma®). The OD450 was measured in a microplate reader (Epoch Microplate31

Spectrophotometer, Biotek®) and the data obtained were plotted in bar graphs.32
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2.6 Biochemical profile1

2

Plasma and serum samples obtained on days 0 (pre immunization), 21, 42 and 633

were used for evaluate the renal and hepatic function of the calves in order to verify the4

impact of the immunization with carbon nanotubes on animal health. Serological5

biochemical parameters including glucose, creatinine, albumin, alkaline phosphatase6

(ALP), total protein, gamma-glutamyl transferase (GGT), alanine transaminase (ALT)7

and aspartate transaminase (AST) were evaluated using Cobas Mira Plus (Roche8

Diagnostic Systems®) and diagnostic kits manufactured by Kovalent (Biosys®, Brazil),9

following the manufacturer's information.10

11

2.7 Statistical analysis12

13

Lilliefors test was used to determine the normality of the data. For analyzes among14

groups at each time point we used the Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s test.15

Friedman test was performed to assess the existence of differences between the time16

points in each group (Sampaio, 2010). Statistical analysis was performed using the17

software InfoStat® (version 2008) and median values were considered statistically18

significant at P-value < 0.05. For detection of possible outliers, the data were submitted19

to the Graphpad QuickCalcs Outlier Calculator20

(http://graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm).21

22

3. Results23

24

3.1 Immunization of calves with MWNT+rMSP1a induced an increase of the cellular25

response26

27

Our data showed that calves from the control group (G1) presented no change in28

the total number of circulating leukocytes during the experiment (Fig.1). In contrast, on29

day 42, calves immunized with inactivated vaccine of A. marginale associated with30

MWNT+rMSP1a (G4) showed significantly higher values of leucocytes compared to31

G1, G2 and G3 groups (p<0.05). In the same period (day 42), calves from G2,32
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immunized only with inactivated vaccine of A. marginale, showed significant decrease1

of these cells compared to values obtained on day 21 of the same group. After third2

immunization (day 63), the total leukocyte counts of the G2, G3 and G4 were3

considered statistically higher compared to the control group (G1) (p<0.05). Calves4

from the G2 and G3 were statistically higher when compared to the G4 group at day 635

(p<0.05).6

No significant difference was observed in the number of circulating CD335+7

cells (NK cells – Fig. 2) in the G1 and G4 throughout the experiment (p>0.05). At day8

42, calves from the G2 showed significant decrease of these cells in comparison to9

values observed on day 0 (p<0.05). Animals immunized with MWNT+rMSP1a (G3)10

had a significant increase in the number of circulating CD335+ cells at day 63 in11

comparison to day 0 of the same experimental group and this increase was considered12

significantly higher in comparison to all the other experimental groups (p<0.05) (Fig.13

2).14

The behavior of circulating lymphocyte populations after the different15

immunization protocols is illustrated in Fig. 3. Once again, the number of circulating16

CD4+ T cells in the G1 showed no significant differences among all the evaluated days,17

while animals from the G2 showed a significant reduction after second immunization18

(day 42), followed by a significant increase of these cells at day 63 (p<0.05) (Fig. 3a).19

At day 42, calves from the G3 and G4, which received the MWNT+rMSP1a, showed20

statistically higher numbers of CD4+ T cells when compared to the G2 (p<0.05). After21

third immunization (day 63), only G3 group was considered upper to the control group22

(G1) (p<0.05) (Fig. 3a).23

Regarding the effect of different vaccination protocols on the absolute number of24

circulating CD8+ T lymphocytes, calves from G1, G2 or G3 showed an increase in the25

CD8+ T lymphocytes circulating at day 63 in comparison to day 0 of the same26

experimental group (p<0.05) (Fig. 3b). On the other hand, the absolute number of CD8+27

T cells in the calves  from G4 showed no significant variations along the experiment28

(p>0.05) (Fig. 3b). To determine the existence of significant differences among the29

immunization protocols, the values obtained in each group were compared each other in30

each point time. At day 63, calves from the G3 showed significant increase in the31
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number of CD8+ T lymphocytes circulating in comparison with G1, G2 and G41

(p<0.05).2

No significant difference was observed in the number of circulating B cells3

(CD21+ – Fig. 3c) in calves from the G1 among all time points evaluated, while animals4

from the G2 and G3 showed a significant increase in the absolute number of B cells5

after third immunization (day 63) in comparison to day 0 (p<0.05). In the calves from6

the G4 this increase was observed earlier, starting from second immunization (day 42)7

(Fig. 3c). At day 42, the number of B cells circulating observed in the G4 group was8

superior when compared to calves from the G1 and G2 (p<0.05). On the other hand, at9

day 63, the median values for G3 were considered statistically higher than G2 and G410

groups (p<0.05).11

All the groups showed an increase in the absolute numbers of activated T12

lymphocytes (CD25+) at days 42 and 63 in relation to day 0 (pre-immunization)13

(p<0.05). Interestingly, however, only the animals that received MWNT+rMSP1a (G3)14

showed a significant increase of this marker between the second and the third dose15

(days 42 and 63, respectively) (p<0.05) (Fig. 3d). Furthermore, the increase in the16

number of CD25+ cells observed in the calves from the G3, after third dose (day 63),17

was considered significant when compared to the other groups (p<0.05).18

19

3.2 MWNT+rMSP1a induced high levels of IgG, IgG1 and IgG2 antibodies20

21

To evaluate the effect of different vaccination protocols on the levels of22

antibodies produced, plasma samples were used to detect IgG, IgG1 and IgG2 anti-23

rMSP1a and anti-A. marginale. As observed in Fig. 4, the G1 did not produce24

antibodies against rMSP1a or the crude extract of A. marginale throughout the25

experiment. Moreover, calves that received only the rMSP1a (G3) did not respond to26

the antigen of inactivated vaccine (Fig. 4d-f) and calves that received only inactivated27

vaccine (G2) did not recognize the rMSP1a protein (Fig. 4a-c).28

Fig. 4a shows the median absorbance values of IgG anti-rMSP1a obtained in29

each experimental time for each group. After the second and third immunizations (days30

42 and 63, respectively) both G3 and G4 presented statistically higher levels of this31

antibody compared to the animals from the G1 and G2 (p<0.05). However, at day 63 the32
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levels of IgG anti-rMSP1a found in the G3 were statistically higher than those observed1

in the calves from the G4 (p<0.05). Furthermore, we observed that levels of IgG anti-2

rMSP1a in the calves from G4 showed no increase between second (day 42) and the3

third immunization (day 63) as observed in the G3 (Fig. 4a).4

In the analyses of IgG1 anti-rMSP1a, the absorbance values were statistically5

higher in the G3 in comparison to the control group as early as 21 days after first6

immunization, while that in G4 this increase was observed only after the second7

immunization (day 42) (p<0.05). No statistical differences were detected between the8

G3 and G4 regarding the levels of IgG1 anti-rMSP1a at all time points analysed (Fig.9

4b).10

Regarding IgG2 anti-rMSP1a, calves from the G3 and G4 showed statistically11

higher levels of this antibody from day 21 onwards in comparison to the G1 (p<0.05)12

(Fig. 4c). As expected, levels of IgG2 anti-rMSP1a in the G3 were statistically higher13

than in the G2 from the first immunization (day 21) onwards (p<0.05). In contrast,14

calves from G4 group were considered statistically superior to G2 only on day 42 of the15

experiment (p<0.05). No statistical differences were detected regarding the levels of16

IgG2 anti-rMSP1a between G3 and G4 at all time points.17

The median absorbance values of IgG anti-A. marginale obtained from each18

group are illustrated in Fig. 4d. From day 21, calves from the G4 showed significantly19

higher levels of this antibody than the G1 and G3 (p<0.05). Group G2 showed20

significantly higher levels of IgG anti-A. marginale in comparison to the G3 at day 2121

(p<0.05). At days 42 and 63 this difference was also observed in comparison to the G122

(p<0.05). No statistical differences were detected between G2 and G4 at all time points.23

In the analysis of IgG1 anti-A. marginale we observed a significant increase of24

this antibody from the day 21 in the G4 in comparison to animals from the G1 and G325

(p<0.05) (Fig. 4e). In the G2, this significant increase was observed only from the day26

42 (p<0.05). Figure 4f shows that, from the day 21, the calves from the G2 and G427

presented levels of IgG2 anti-A. marginale significantly higher than G1 and G328

(p<0.05). No statistical differences were detected regarding the levels of IgG1 and IgG229

anti-A. marginale between G2 and G4 at all time points (Fig. 4e-f).30

31

32
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3.3 MWNT did not induce changes in the biochemical profile of calves immunized1

2

Throughout experimental period the calves no showed clinical changes and no3

evidence of reaction was observed at the vaccination sites. In order to evaluate whether4

the immunization of the calves with MWNT induced renal and hepatic disorders,5

plasma and serum samples obtained after the immunizations were used for biochemical6

profile analyses. Comparative analysis among groups demonstrated that calves that7

received MWNT (G1, G3 and G4) did not show significant change in the biochemical8

profile in comparison with animals from the G2 that did not receive MWNT (p>0.05)9

(Table 1).  In comparison to the reference values established for cattle, all groups10

showed at day 63 higher values of albumin, total protein and GGT, including calves11

from the G2 group (MWNT non-immunized) (Table 1).12

13

4. Discussion14

15

Development of vaccines is a powerful alternative to control A. marginale while16

reducing the use of pharmaceuticals and their residues in the human food chain (Kocan17

et al., 2003). Whereas it is already known that antigen carrier systems have the ability to18

deliver small antigenic molecules efficiently (Foldvari and Bagonluri, 2008), here we19

evaluate the cellular and humoral responses elicited in calves immunized with20

MWNT+rMSP1a associated with inactivated vaccine of A. marginale produced in vitro,21

as well as the toxic effects of the MWNT in the renal and hepatic function of the calves22

immunized.23

Immunization of calves with MWNT+rMSP1a induced changes in the cellular24

response parameters analyzed. In the total leukocyte count, calves immunized with25

MWNT+rMSP1a (G3 and G4) showed increase of these cells when compared with26

calves from the control group. This increase was observed, in the G4 group, from the27

second immunization (day 42), and in the G3 after the third dose (day 63).28

As for the number of circulating NK cells, at day 63 calves that received only29

MWNT+rMSP1a (G3) were higher than other experimental groups. Although animals30

from the G4 received the same amount of MWNT+rMSP1a, they also received the31

crude extract of A. marginale produced in vitro, which may have interfered in the32
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production of NK cells as observed in the animals from the G2, through an unknown1

mechanism. NK cells are part of the innate immune system and provide an initial2

defense against intracellular bacteria through IFN-γ production, before the development3

of acquired immunity mediated by T lymphocytes (Boysen and Storset, 2009). IFN-γ4

plays an important role in the control of A. marginale through the activation of5

macrophages that eliminate the rickettsia by phagocytosis and nitric oxide production6

(Brown, 2012). Activation of NK cells is regulated by MHC I molecules and infected7

erythrocytes with A. marginale do not express MHC. However, Chen et al. (2014)8

demonstrated that NK cells play a critical role in controlling of the intraerythrocytic9

parasite Plasmodium falciparum in immune mice. Although the role of NK cells in the10

infection by A. marginale is not known, the results presented here indicate that the11

immunization with MWNT+rMSP1a can elicited an increase of NK cells population.12

Calves immunized with MWNT+rMSP1a (G3 and G4) showed, after second13

immunization (day 42), significantly increased in the CD4+ T lymphocytes population14

in comparison to the animals immunized with inactivated vaccine alone (G2). However,15

only G3 was considered statistically higher when compared with the control group (G1)16

at day 63. Control of infection and induction of a protective response against A.17

marginale have been shown to require an increase in the population of CD4+ T cells.18

These cells secrete IFN-γ that activates macrophages by inducing them to produce19

several antibacterial substances, and stimulates the production of neutralizing antibodies20

by B cells, which are able to opsonize A. marginale and trigger phagocytosis of the21

pathogen by macrophage (Brown, 2012).22

Analysis of CD8+ T lymphocytes did reveal that animals receiving the23

MWNT+rMSP1a alone (G3) showed significantly higher levels of this marker at day 6324

in comparison to the other groups. Although the role of CD8+ T cells in the infection by25

A. marginale is not known (Walker and Dumler, 2015), these cells feature a crucial26

function in the control and in the elimination of infection by other rickettsias (Walker et27

al., 2001).28

Immunization of calves with MWNT+rMSP1a also induced a significant29

increase on the number of B cells. After the second immunization, calves from the G430

showed a number of B cells higher than calves from the control group (G1) and from31

calves that received inactivated vaccine (G2). In the calves that received only32
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MWNT+rMSP1a (G3) this increase was observed after third immunization in relation1

the G2 and G4. Elimination of different pathogens, as such A. marginale, requires the2

participation of several effector mechanisms, including activation of B cells and3

secretion of different isotypes of antibodies. IFN-γ secreted by A. marginale-stimulated4

CD4+ T cells is the main molecular propellant to induce B cells to undergo the heavy5

chain switching process that promotes the production of IgG2 (Estes et al., 1994; Kocan6

et al., 2003). IgG2 produced during infection neutralizes the process of erythrocyte7

invasion or opsonizes rickettsia to be targeted to phagocytosis by macrophages (Brown,8

2012). Sequencing rMSP1a (UFMG2) used in the immunization of calves of the current9

study (G3 and G4) showed three linear B cell epitopes (SSSASGQQQ) (Silvestre et al.,10

2014), suggesting that the MSP1a-UFMG2 may be able to stimulate the activation of11

these cells and the production of IgG2 antibody.12

Expression of CD25+ marker by CD4+ T cells and their consequent activation is13

crucial for infection control by A. marginale (Kocan et al., 2003). Between the second14

and third immunizations, calves that received only MWNT+rMSP1a (G3) showed an15

increase on number of activated T lymphocytes (CD25+). Furthermore, after third16

immunization (day 63), the number of activated T lymphocytes circulating was17

considered significantly higher in the G3 when compared to G1, G2 and G4 groups.18

Recently, we observed that mice immunized with MWNT+rMSP1a showed an efficient19

adaptive immune response, through of the increase in the lymphoproliferative response20

and high percentage of activated T lymphocytes (Silvestre et al., 2014). Taken together,21

these data suggest that rMSP1a functionalized with MWNT was able to efficiently22

stimulate the adaptive immune response in calves immunized with this tool.23

Since it is already known that the protective immunity against the A. marginale24

requires the activation of cell response and the involvement of neutralizing antibodies25

(Brown, 2012), humoral response was assessed in this study. Immunization of calves26

with MWNT+rMSP1a induced a strong antibody response of IgG, IgG1 and IgG2 anti-27

rMSP1a. Although both G3 and G4 have received the same amount of rMSP1a during28

immunizations, calves that received only MWNT+rMSP1a (G3) showed IgG anti-29

rMSP1a response higher compared to animals from the G4. Despite of the G3 showed,30

at day 63, levels of IgG1 and IgG2 anti-rMSP1a high to calves from the G4, no31

significant difference was observed between both. The difference between G3 e G432
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observed in the IgG-rMSP1a antibody occurred, probably, due to maintain of the levels1

of antibodies after second and third doses observed in the calves from the G4 group.2

Similar levels of antibodies IgG, IgG1 and IgG2 anti-A. marginale were observed in3

calves from the G2 and G4, immunized with the inactivated vaccine of A. marginale. In4

cattle, the production of IgG1 is IL-4-dependent, whereas IFN-γ induces production of5

IgG2 (Estes et al., 1994, 1995). Despite the fact that IFN-γ levels have not been6

measured in this study, we observed that calves immunized only with MWNT+rMSP1a7

(G3) showed increase in the IgG2 anti-rMSP1a levels compared with calves that8

received inactivated vaccine.9

The decrease in production of the IgG, IgG1 and IgG2 anti-rMSP1a observed in10

the calves from the G4 may be related to the presence of immunomodulatory antigens in11

the inactivated vaccine produced in vitro. This immunomodulation has been reported in12

previous studies, in which was observed that A. marginale induces the evasion of innate13

and adaptive immune responses due to high loading of antigens and the presence of14

immunomodulatory antigens (Brown, 2012; Turse et al., 2014). These results indicate15

that the immunization of calves only with MWNT+rMSP1a was able to induce a16

humoral response more efficiently than in association with the crude antigen of A.17

marginale.18

Carbon nanotubes are promising nanomaterials with great potential in the field19

of nanomedicine; however the investigation of the toxicity is needed to determine the20

potential danger of exposure to nanoparticles (Bianco et al., 2011). Here we evaluate the21

biochemical profile of calves immunizated with MWNT, in order to verify possible22

renal and hepatic disorders. No significant change in the biochemical profile was23

observed in the calves immunizated with MWNT (G1, G3 and G4) in comparison with24

animals from the G2 group that have not received MWNT, suggesting that the25

concentration of MWNT used in this study did not alter the analyzed parameters.26

Changes observed in the albumin, total protein and GGT levels, observed at day 63,27

may be associated with several factors that may influence in the increase of this28

markers, such as the weaning, the increase of the consumption of concentrate feed,29

dehydration, age and the establishment of an effective ruminal microbiota due to30

adaptation to new metabolic status of the calves (Contreras, 2000; Kurz e Willett,31

1991). Variations in the albumin, total protein and GGT levels were reported in32
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previous studies, in which no hepatic disorders signs were observed. According to1

Bouda et al. (1980), GGT levels for cattle of up to 32,1 U/L are considered within the2

limit of normality, being related to a mature and metabolically active liver; Contreras3

(2000) and Miranda (2013) observed the increase of albumin and total protein levels4

soon after weaning and the consequent increase in the consumption of concentrate feed5

by calves, that led to greater production of albumin hepatic which contributed to the6

higher concentration of total protein. Thus, analysis of the renal and hepatic function is7

one important parameter for the evaluation of the animal health submitted to the8

subsequent vaccinations, being used to evaluate the toxic effects of vaccinations,9

dosages and immunization periods (Kaneko et al., 2000).10

11

5. Conclusions12

13

Results presented here indicate that the immunization of calves with14

MWNT+rMSP1a was able to induce, in general, an increase in the total leukocyte15

counts, in the number of circulating NK cells (CD335+), in the lymphocyte populations16

(CD4+, CD8+, B cells - CD21+, and activated T lymphocytes - CD25+) and induced17

humoral response through expression of high levels of IgG, IgG1 and IgG2 antibodies.18

Furthermore, no significant change in the biochemical profile was observed in calves19

immunized with MWNT, suggesting that the MWNT did not induce toxicity. Therefore,20

further studies should be performed to define the role of these immunological markers,21

stimulated by MWNT+rMSP1a, in the infection control and in the immunopathology of22

bovine anaplasmosis, in order to identify the combination of antigens necessary for23

protect susceptible animals from clinical disease.24

25
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Figure captions:1

2

Figura 3 -3

Fig. 1 Median values of leukocyte counts at days 0 (pre-immunization), 21, 42 and 63.4

(*) Represent statistically significant differences within each group compared to day 05

(p<0.05); (**) Statistically significant difference within group G2 compared to day 21,6

according to the Friedman test (p<0.05). G1 = control group; G2 = calves immunized7

with inactivated vaccine of A. marginale produced in vitro; G3 = calves immunized8

with MWNT+rMSP1a; G4 = calves immunized with inactivated vaccine of A.9

marginale produced in vitro associated with MWNT+rMSP1a (n=6)10

11

12
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Figura 4 -1

2

Fig. 2. (A) Lymphocytes were identified as based on their size and granularity by flow3

cytometry. Analysis of CD335+ (NK cells) was performed within the selected4

lymphocyte region based on the relative fluorescence intensity observed in FL1 versus5

FL2 dot plot distributions (arrow). (B) Absolute number of CD335+ in whole-blood of6

calves at days 0 (pre-immunization), 42 and 63. (*) Represent statistically significant7

differences within each group compared to day 0, according to the Friedman test8

(p<0.05).  Letters represent statistically significant differences among groups according9

to the Kruskal-Wallis test (p<0.05). G1 (a) = control group; G2 (b) = calves immunized10

with inactivated vaccine of A. marginale produced in vitro; G3 (c) = calves immunized11

with MWNT+rMSP1a; G4 (d) = calves immunized with inactivated vaccine of A.12

marginale produced in vitro associated with MWNT+rMSP1a (n=6)13

14

15
16
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Figura 5 -1

2

Fig. 3. Analysis of the lymphocytes in whole-blood of calves at days 0 (pre-3

immunization), 42 and 63. (A) Kinetics of the absolute number of CD4+ T lymphocytes,4

(B) CD8+ T lymphocytes, (C) CD21+ lymphocytes (B cells) and (D) CD25+ T5

lymphocytes (activated T lymphocytes). (*) Represent statistically significant6

differences within each group compared to day 0 (p<0.05); (**) Statistically significant7

difference within group G3 compared to day 42, according to the Friedman test8

(p<0.05). G1 = control group; G2= calves immunized with inactivated vaccine of A.9

marginale produced in vitro; G3 = calves immunized with MWNT+rMSP1a; G4 =10

calves immunized with inactivated vaccine of A. marginale produced in vitro associated11

with MWNT+rMSP1a (n=6)12
13
14

15
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Fig. 3.1

2
3
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Figura 6 -1

2

Fig.4. Induction of the humoral response after immunizations. Measurements of3

antibodies (A) IgG anti-rMSP1a, (B) IgG1 anti-rMSP1a, (C) IgG2 anti-rMSP1a, (D)4

IgG anti-A. marginale, (E) IgG1 anti-A. marginale and (F) IgG2 anti-A. marginale by5

ELISA. Each bar represents the median value of each group (n=6). (*) Represent6

statistically significant differences within each group compared to day 0 (pre-7

immunization), according to the Friedman test (p<0.05). Letters represent statistically8

significant differences among groups according to the Kruskal-Wallis test (p<0.05). G19

(a) = control group; G2 (b) = calves immunized with inactivated vaccine of A.10

marginale produced in vitro; G3 (c) = calves immunized with MWNT+rMSP1a; G4 (d)11

= calves immunized with inactivated vaccine of A. marginale produced in vitro12

associated with MWNT+rMSP1a13
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Fig. 4.
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Table captions1

2

Tabela 2 -3

Table 1. Biochemical profile in the G1 group (non-carboxylated MWNTs / Control4

group), G2 (AmUFMG2), G3 (MWNT+rMSP1a) and G4 (AmUFMG2 associated with5

MWNT+rMSP1a).6

7
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Table 1

GROUP 1
(Control)

GROUP 2
(AmUFMG2)

GROUP 3
(MWNT+rMSP1a)

GROUP 4
(AmUFMG2 and

MWNT+rMSP1a)
PARAMETERS Reference

Values
Bovine*

Day
0

Day
21

Day
42

Day
63

Day
0

Day
21

Day
42

Day
63

Day
0

Day
21

Day
42

Day
63

Day
0

Day
21

Day
42

Day
63

Glucose
mg/dL

40 - 100 57,14 65,98 82,34 103,30 61,23 56,61 83,79 98,96 55,29 64,13 84,72 95,39 49,09 60,04 77,46 102,82

Creatinine
mg/dL

0,5 - 2,2 1,06 1,42 1,32 1,72 0,96 1,44 1,22 1,74 1,06 1,37 1,18 1,49 1,29 1,49 1,23 1,62

Albumin
g/dL

2,5 - 3,8 2,74 2,78 2,48 4,09 2,57 2,56 2,41 4,05 2,61 2,66 2,47 3,84 2,64 2,66 2,42 3,96

ALP
U/L

0 - 488 164,80 177,33 157,87 278,45 240,67 253,97 186,74 311,67 170,15 158,44 142,78 189,68 175,76 180,12 178,24 289,33

Total Protein
g/dL

6,7 - 7,5 7,46 7,31 6,83 9,22 7,40 7,30 6,86 9,04 7,64 7,79 7,12 9,46 7,23 7,39 6,86 9,44

GGT
U/L

6 - 17,4 16,25 24,24 18,43 26,52 12,04 18,92 10,37 23,94 13,04 20,25 12,42 23,11 14,40 16,28 16,37 21,60

ALT
U/L

11 - 40 18,62 19,74 24,80 32,56 23,20 20,86 25,30 40,20 22,03 19,74 26,71 35,48 20,06 22,27 27,65 40,50

AST
U/L

60 - 125 57,71 48,67 77,33 82,51 68,60 52,34 68,52 95,33 62,86 52,06 73,88 92,58 63,60 57,51 68,89 94,71

Values represent the median of each group.
Statistical analysis among groups did not show significant change between calves immunized with MWNT (G1, G3 and G4) and calves
from G2 group (MWNT non-immunized) (Kruskal-Wallis test, p>0.05).
*Reference values bovine according to Kaneko et al. (2000).
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7. CAPÍTULO II - OBJETIVOS1

2

7.1 Objetivo Geral:3

4

Avaliar os parâmetros clínicos, imunológicos e a proteção induzida em bezerros5

imunizados com MWNT+rMSP1a, associado com a vacina inativada de A. marginale6

produzida in vitro, após o desafio experimental com a amostra heteróloga A. marginale7

UFMG1.8

9

7.2 Objetivos Específicos:10

11

1) Avaliar os parâmetros clínicos de bezerros previamente imunizados com12

MWNT+rMSP1a, associado com a vacina inativada de A. marginale13

produzida in vitro, após desafio com 4x107 eritrócitos infectados com14

isolado UFMG1 de A. marginale;15

16

2) Avaliar os parâmetros da resposta celular de bezerros previamente17

imunizados com MWNT+rMSP1a, associado com a vacina inativada de A.18

marginale produzida in vitro, após desafio com 4x107 eritrócitos infectados19

com isolado UFMG1 de A. marginale;20

21

3) Avaliar a cinética de produção de anticorpos IgG, IgG1 e IgG2 reativos a22

rMSP1a e ao antígeno bruto de A. marginale, em bovinos imunizados com23

MWNT+rMSP1a associado com a vacina inativada de A. marginale24

produzida in vitro, após desafio com 4x107 eritrócitos infectados com25

isolado UFMG1 de A. marginale.26
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8. MATERIAL E MÉTODOS1

2

8.1 Locais dos experimentos3

4

A fase experimental foi realizada nas instalações da Clínica de Ruminantes do5

Departamento de Clínica e Cirurgia Veterinárias da Escola de Veterinária – UFMG. As6

análises laboratoriais e a produção dos imunógenos foram realizadas no Laboratório de7

Protozoologia Veterinária e no Laboratório de Parasitologia Molecular do8

Departamento de Parasitologia do ICB – UFMG. As análises de marcação ex vivo foram9

realizadas no Laboratório de Biomarcadores de Diagnóstico e Monitoração do Centro10

de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ-Minas.11

12

8.2 Delineamento experimental13

14

A partir dos dados e conclusões obtidas no Capítulo I deste trabalho, 15 bezerros15

machos da raça holandesa, livres da infecção por A. marginale, B. bovis e B. bigemina16

(confirmados por meio da nPCR), foram divididos em três grupos de cinco animais17

cada. Os bezerros foram mantidos nas mesmas condições citadas no item 5.4 deste18

trabalho, durante o período de julho/2015 a maio/2016.19

O grupo G1 (controle) foi imunizado com PBS e MWNT não-carboxilados, o grupo20

G2 imunizado com MWNT+rMSP1a (200 µg/animal) e animais do G3 foram21

imunizados com Vacina AmUFMG2 produzida in vitro (400 µg/animal) e22

MWNT+rMSP1a (200 µg/animal). Conforme descrito no Capítulo I, todos os inóculos23

foram emulsionados em adjuvante oleoso Emulsigen® (MVP Technologies, EUA). Os24

animais receberam três imunizações, via subcutânea, nos dias 0, 21 e 42 do25

experimento.26

27

28
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8.3 Desafio com amostra UFMG1 de A. marginale e avaliação dos parâmetros1

clínicos2

3

No dia 63 do experimento (21 dias após a terceira imunização), os animais foram4

submetidos ao desafio com 4x107 eritrócitos infectados com isolado UFMG1 de A.5

marginale, via endovenosa. O inóculo de A. marginale UFMG1 foi anteriormente6

submetido a duas passagens em bezerros esplenectomizados livres de outros7

hemoparasitos. Esta estratégia tinha como objetivo garantir a viabilidade e infectividade8

do inóculo.9

Durante todo o experimento os animais foram avaliados clinicamente por um médico10

veterinário. Amostras de sangue foram coletadas através de punção da veia jugular, em11

tubos com EDTA e utilizadas para a avalição da resposta celular e humoral. A avaliação12

dos parâmetros clínicos foi realizada por meio da temperatura retal, volume globular13

(VG) e avaliação da riquetsemia. A determinação do VG foi realizada por meio da14

técnica de microhematócrito (Schalm et al. 1975); a temperatura retal foi mensurada15

utilizando um termômetro digital e temperaturas ≥ 39.5°C foram classificadas como16

hipertermia (Campos 1985). A riquetsemia foi realizada por meio da análise de 4017

campos microscópicos de esfregaço sanguíneo corado com Giemsa (IICA 1987).18

Apó o desafio, a temperatura retal, o VG e o esfregaço sanguíneo foram realizados19

inicialmente a cada 48hs até a detecção da riquetsemia. Posteriormente, tais20

parâmentros foram realizados diariamente até o final do experimento, quando os valores21

de VG atingiram a 24%, considerado como limite inferior de normalidade (Radostits et22

al. 2007). Animais que apresentaram alterações clínicas da anaplasmose bovina23

(mucosas anêmicas, anorexia, riquetsemia patente e hematócrito ≤ 14%) foram tratados24

com enrofloxacina na dose de 7,5 mg kg-1 de peso corporal, via intramuscular, dose25

única (Facury Filho et al. 2012).26

27

8.4 Análise da evolução clínica após desafio com isolado UFMG1 de A. marginale28

29

Para determinar a evolução da doença nos animais desafiados, foram avaliados o30

período de incubação - PI (definido como o intervalo de tempo entre a inoculação de A.31

marginale UFMG1 e o início da riquetsemia), o período de patência - PP (período entre32
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a detecção da riquetsemia e o dia de menor VG) e o período de convalescência - PC1

(intervalo entre o dia de menor VG e a recuperação, ou seja, VG 24%). Além disso, foi2

criado um escore numérico para facilitar a interpretação e análise dos parâmetros3

analisados (temperatura retal, VG e riquetsemia) (Tabela 3). Os valores obtidos para4

cada parâmetro clínico foram somados, criando um escore único para cada animal. A5

interpretação da pontuação obtida foi realizada a partir do valor médio de cada grupo, e6

este valor foi utilizado para determinar o grau de evolução da doença clínica, conforme7

a classificação apresentado na Tabela 4.8

9
Tabela 3 - Classificação do escore clínico adotado para cada parâmetro10

11
PARÂMETROS CLASSIFICAÇÃO

Temperatura Retal
0 = ≤ 39.4°C
1 = 39.5°C
2 = 39.6°C a 40.0°C
3 = ≥ 40.1°C

VG

0 = ≥ 25%
1 = 24%
2 = 23 a 20%
3 = 19 a 14%
4 = 13 - 10%
5 = ≤ 9%

Riquetsemia

0 = 0%
1 = 0.01% a 0.05%
2 = 0.06 a 1%
3 = 1.01 a 2%
4 = 2.01 a 3%
5 = 3.01 a 4%
6 = 4.01 a 5%
7 = ≥ 5.01%

Recuperação
(VG ≥ 24%)

0 = sem tratamento
1 = após tratamento
3 = não recuperou (óbito)

12

13
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Tabela 4 - Interpretação do grau de evolução da anaplasmose bovina, conforme o escore clínico.1
2

Grau de

Evolução
Min - Máx Normal Discreto Moderado Intenso

Escore clínico 0 – 18 0 – 1 2 - 5 6 - 11 12 - 18

3

4

8.5 Avaliação dos parâmetros celulares induzidos após desafio5

6

Alíquotas de sangue total (40 µl), coletados nos dias 0, 63, 88 e 108 foram7

transferidos para tubos de poliestireno de 5 ml e incubados com anticorpos monoclonais8

bovino-específicos para anti-CD4 (clone CC8, FITC, diluição 1:10) associado com anti-9

CD25 (clone IL-A111, PE, 1:5 - linfócitos T ativados, Maślanka & Jaroszewski 2012) e10

anti-FoxP3 (clone 7627, A647, 1:10 - células T regulatórias, Maślanka et al. 2012), anti-11

CD8 (clone CC63, FITC, 1:10) associado com anti-CD25, anti-CD21 (clone CC21,12

FITC, 1:5 - células B, Naessens et al. 1990) e anti-CD335 (clone AKS1, FITC, 1:10 -13

células natural killer, Storset  et al. 2004), adquiridos pela AbD Serotec® (Bio-Rad,14

EUA). A marcação fenotípica dos linfócitos, a aquisição e a análise das amostras foram15

realizadas conforme descrito no item 5.7 do Capítulo I.16

Para a obtenção de valores celulares absolutos, os percentuais obtidos na citometria17

de fluxo foram combinados com os dados de leucograma obtidos de cada animal. A18

contagem global de leucócitos foi realizada com amostras de sangue coletados nos dias19

0, 21, 42, 63, 77, 88, 96 e 108, utilizando câmara de Neubauer e o fluído de Thomas20

como diluente. Os valores obtidos foram expressos em n° de células/µl de sangue21

(Benesi et al. 2012).22

23

8.6 Avaliação dos níveis de anticorpos IgG, IgG1 e IgG2 induzidos após o desafio24

25

Amostras de plasma obtidas nos dias 0, 21, 42, 63, 77, 84, 88, 96 e 108 foram26

utilizadas para a avaliação dos anticorpos IgG, IgG1 e IgG2 anti-rMSP1a/anti-27

AmUFMG2, por meio do teste de ELISA. As concentrações de antígeno, plasma e28

conjugado, bem como a execução de todos os passos da técnica, foram utilizadas29

conforme descrito no item 5.8 do Capítulo I.30
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8.7 Análise estatística1

2

A análise estatística foi realizada utilizando o software InfoStat (versão 2014). Os3

dados foram submetidos ao teste de Lilliefors para a determinação da normalidade das4

amostras. O teste de Kruskal-Wallis foi realizado para verificar a existência de5

diferenças estatísticas entre os grupos. Para avaliar a existência de diferenças entres os6

pontos de tempo, dentro de cada grupo, foi utilizado o teste de Friedman (Sampaio7

2010). Para verificar a existência de diferenças estatísticas entre os grupos em relação8

ao escore clínico, os valores médios obtidos de cada grupo foram submetidos ao teste de9

análise de variância (ANOVA). As diferenças obtidas foram consideradas10

estatisticamente significativas quando o valor de P foi menor do que 0.05. Para a11

detecção de possíveis outliers, os dados foram submetidos ao teste Graphpad12

QuickCalcs Outlier Calculator (http://graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm)13

.14
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9. RESULTADOS1

9.1 Temperatura retal, VG, Riquetsemia e Escore clínico2

3

Após o desafio experimental com 4x107 eritrócitos infectados com isolado UFMG14

de A. marginale, os animais foram avaliados quanto à temperatura retal, variação do VG5

e detecção da riquetsemia. Os bezerros foram monitorados por um período total de 456

dias após o desafio (dia 108 do experimento), período no qual todos os animais7

retornaram aos valores de normalidade de VG (≥ 24%). Durante este período, todos os8

15 bezerros apresentaram sinais clínicos da anaplasmose bovina, como hipertermia, VG9

≤ 14%, riquetsemia patente, letargia, redução do apetite e icterícia, sendo necessária a10

utilização de tratamento com enrofloxacina (7,5 mg kg-1).11

12

9.1.1 Temperatura retal13

14

A figura 7 apresenta os valores medianos de temperatura retal obtidos de cada grupo15

experimental ao longo do experimento. A partir do dia 85, animais do grupo controle16

(G1- não imunizado e desafiados com Anaplasma) apresentaram uma elevação da17

temperatura, atingindo a máxima de 40.1°C no dia 88 (25 dias após o desafio). Estes18

animais apresentaram hipertermia durante cindo dias (Figura 7A). No grupo G219

(imunizados com MWNT+rMSP1a e desafiados) o aumento da temperatura retal foi20

observado a partir do dia 87 (39.6°C), com máxima de 40.1°C no dia 88. O período de21

hipertemia observado nesse grupo foi de quatro dias (Figura 7B). Animais do grupo G322

(imunizados com AmUFMG2 e MWNT+rMSP1a e desafiados) apresentaram23

hipertermia somente no dia 87 do experimento (39.8°C), sendo este o valor mediano24

máximo encontrado neste grupo (Figura 7C).25

Para determinar a frequência relativa de hipertermia em cada grupo, cada registro de26

febre observado foi dividido pelo número de animais do grupo (n=5) e os valores27

obtidos foram transformados em porcentagem. Apesar do grupo G3 apresentar28

temperaturas ≥ 39.5°C nos dias analisados, os animais deste grupo apresentaram a29

menor frequência relativa de hipertermia em comparação com os animais dos grupos G130

e G2 (G1 = 52.9%, G2 = 47.5% e G3 = 37.5%).31

32
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1
Figura 7 - Dinâmica da temperatura retal ao longo do experimento. A seta indica o desafio com o isolado2
A. marginale UFMG1 no dia 63. (A) Valores medianos obtidos no grupo controle - G1. (B) Grupo G2 -3
MWNT+rMSP1a. (C) Grupo G3 - AmUFMG2 e MWNT+rMSP1a. (D) Grupos G1, G2 e G3. (*)4
Representa diferenças estatisticamente significativas em relação ao dia 0 de cada grupo, segundo o teste5
de Friedman (p<0.05). (...) Representa o valor considerado como hipertemia em bezerros (Campos,6
1985).7
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9.1.2. Volume globular (VG)1

2

A figura 8 apresenta a cinética do VG observado em cada grupo ao longo do período3

experimental. Animais do grupo não imunizado e desafiado (G1) apresentaram valores4

medianos de hematócrito (VG = 23%) abaixo do limite inferior de normalidade, a partir5

do dia 86, ou seja 23 dias pós desafio (dpd) com o isolado A. marginale UFMG16

(Figura 8A). No dia 89 (26 dpd), estes bezerros apresentaram o menor valor de VG7

registrado no grupo (VG = 10%), o que corresponde a uma taxa de redução de 68.75%8

do hematócrito em comparação com o valor observado no pré-desafio (dia 63) (Tabela9

5). Após tratamento com enrofloxacina, um bezerro do grupo G1 (1/5) apresentou10

condições clínicas desfavoráveis a recuperação, necessitando de transfusão sanguínea11

(dia 89, 26 dpd) e o outro animal veio a óbito no dia 90 (27 dpd) (1/5). Os outros três12

animais do grupo controle (3/5) apresentaram melhora clínica, com elevação gradual do13

VG, atingindo a normalidade no dia 108 do experimento (VG = 24%). O período de14

convalescência (PC) do grupo G1 foi de 19 dias (Tabela 5). A análise estatística dos15

dados revelou que, a partir do dia 86, animais do G1 apresentaram uma redução16

significativa dos valores medianos de VG em comparação com o dia 63, pré-desafio17

(p<0.05) (Figura 8A).18

Bezerros imunizados apenas com MWNT+rMSP1a (G2) apresentaram, a partir do19

dia 86 (23 dpd), valores de VG inferiores ao limite de normalidade (VG = 22%),20

atingindo no dia 89 (26 dpd) o menor valor de VG do grupo (VG = 12%) (Figura 8B).21

Esse valor corresponde a uma taxa de redução de 60.00% do hematócrito em22

comparação com os dados observados no dia 63 do mesmo grupo (Tabela 5). Após23

tratamento com enrofloxacina, todos os animais do grupo G2 (5/5) apresentaram24

melhora clínica, com elevação gradual do VG, atingindo a normalidade no dia 100 do25

experimento (VG 25%). O PC observado no grupo G2 foi de 11 dias (Tabela 5). A26

análise estatística dos dados revelou que entre os dias 86 e 99, bezerros do G227

apresentaram uma redução significativa dos valores medianos de VG em comparação28

com o dia 63, pré-desafio (p<0.05) (Figura 8B).29

30
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1
Figura 8 - Dinâmica do VG ao longo do experimento. A seta indica o desafio com A. marginale UFMG12
no dia 63. (A) Valores medianos obtidos no grupo controle - G1. (B) Grupo G2 - MWNT+rMSP1a. (C)3
Grupo G3 - AmUFMG2 e MWNT+rMSP1a. (D) Grupos G1, G2 e G3. (*) Representa diferenças4
estatisticamente significativas em relação ao dia 0 de cada grupo, segundo o teste de Friedman (p<0.05).5
(...) Representa o limite inferior de normalidade (Radostits et al. 2007). (--) Representa o ponto limite de6
redução de VG para início do tratamento dos animais.7

8
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Tabela 5 - Evolução clínica dos bezerros imunizados após o desafio experimental com 4x107 eritrócitos1
infectados com A. marginale UFMG1.2

3
G1

(Controle)
G2

(MWNT+rMSP1a)
G3

(AmUFMG2 e
MWNT+rMSP1a)

Detecção riquetsemia Dia 79
(16 dpd)

Dia 80
(17 dpd)

Dia 80
(17 dpd)

Riquetsemia máxima
(mediana) 5.92%

(Dia 87 - 24 dpd)
5.70%

(Dia 88 - 25 dpd)
2.72%

(Dia 87 - 24 dpd)

VG
Pré-desafio (Dia 63) 32% 30% 29%

Menor valor de VG
(mediana) 10%

(Dia 89 - 26 dpd)
12%

(Dia 89 - 26 dpd)
11%

(Dia 89 - 26 dpd)

Tx Redução do VG
(mediana) 68.75%

(53.85 - 69.70%)
60.00%

(50.00 - 65.38%)
62.07%

(38.46 - 65.52%)

Escore clínico Intenso Intenso Moderado

Temperatura Retal
Máxima

(mediana)
40.1°C

(Dia 88 - 25 dpd)
40.1°C

(Dia 88 - 25 dpd)
39.8°C

(Dia 87 - 24 dpd)

PI 16 dias 17 dias 17 dias

PP 10 dias 9 dias 9 dias

PC 19 dias 11 dias 9 dias

Tratamento

(VG 14% →
Enrofloxacina 7.5 mg

kg-1)

Dia 87 = 1
Dia 88 = 1
Dia 89 = 2
Dia 92 = 1
(Total = 5)

100% Tratado

Dia 87 = 1
Dia 89 = 2
Dia 90 = 2

(Total = 5)

100% Tratado

Dia 87 = 1
Dia 88 = 1
Dia 89 = 1
Dia 90 = 2
(Total = 5)

100% Tratado

Transfusão sanguínea 1 animal
(Dia 89 - 26 dpd) *** ***

Óbito 1 animal
(Dia 90 - 27 dpd) *** ***

dpd = Dias pós desafio com o isolado A. marginale UFMG14
PI = Período de Incubação (intervalo de tempo entre o desafio e o início da riquetsemia)5
PP = Período de Patência (período entre a detecção da riquetsemia e o dia de menor VG)6
PC = Período de Convalescência (intervalo entre o dia de menor VG e a recuperação - VG 24%)7

8
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Animais do grupo G3, que receberam AmUFMG2 e MWNT+rMSP1a durante as1

imunizações, apresentaram a partir do dia 85 (22 dpd) valores medianos de VG abaixo2

do limite de normalidade (VG = 22%), sendo que no dia 89 (26 dpd) o grupo apresentou3

o menor valor de hematócrito (11%). Esses dados correspondem a uma taxa de redução4

de 62.07% do VG em comparação com os valores apresentados pelo grupo no pré-5

desafio (dia 63) (Tabela 5). Após tratamento com enrofloxacina, todos os animais do G36

(5/5) apresentaram melhora clínica, com elevação gradual do VG, atingindo a7

normalidade no dia 99 do experimento (VG = 24%). O PC dos bezerros do grupo G3 foi8

de nove dias (Tabela 5). A análise estatística dos dados revelou que entre os dias 85 e9

100 bezerros do G3 apresentaram uma redução significativa dos valores medianos de10

VG em comparação com o dia 63, pré-desafio (p<0.05) (Figura 8C). Apesar do G3 ter11

apresentado a redução do hematócrito um dia antes dos demais grupos, o período de12

recuperação foi menor (nove dias) e a taxa de redução do hematócrito foi inferior ao13

observado no grupo controle (62.07% e 68.75%, respectivamente). Entretanto,14

diferenças estatísticas não foram observadas entre os animais do G3 e G1 (controle)15

(p>0.05).16

17

9.1.3 Riquetsemia18

19

A análise dos dados de riquetsemia revelou pontos importantes sobre a dinâmica da20

infecção nos grupos vacinados e o não vacinado. Apesar de todos os animais terem21

apresentado riquetsemia patente, níveis mais baixos de corpúsculos de A. marginale22

foram visualizados em esfregaços sanguíneos do grupo G3, imunizados com23

AmUFMG2 e MWNT+rMSP1a: grupo G1 (controle) apresentou riquetsemia máxima24

de 5.92%, seguido pelo grupo G2 com 5.70%; no G3 o valor mediano máximo25

observado foi de 2.72% (Figura 9). Entre os dias 84 e 90 (21 e 27 dpd, respectivamente)26

as taxas de riquetsemia detectadas nos animais do grupo G3 foram estatisticamente27

inferiores ao observado no G1 (p<0.05).28

29
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1
Figura 9 - Níveis de riquetsemia detectados em esfregaços sanguíneos de cada grupo experimental ao2
longo do experimento. Os valores apresentados representam a mediana de cada grupo. As letras3
representam diferenças estatisticamente significativas entre os grupos, segundo o teste de Kruskal-Wallis4
(p<0.05).5

6

7

A fim de avaliar períodos pontuais da riquetsemia, bem como sua dinâmica em8

relação à variação do hematócrito, os valores medianos de riquetsemia e VG foram9

analisados simultaneamente dentro de cada grupo (Figura 10). No grupo G1 as10

primeiras hemácias infectadas foram observadas no dia 79, o que corresponde a um PI11

de apenas 16 dias. O pico máximo de riquetsemia observado foi de 5.92% no dia 87 do12

experimento (24 dpd), seguido por uma queda acentuada de riquetsemia observada no13

dia 91 (1.4%) (Figura 10A). Após este período, a riquetsemia dos bezerros somente14

desafiado se manteve baixa, sendo que no dia 108 a riquetsemia mediana no grupo15

controle foi de 0.04%. Essa redução está relacionada com o início do tratamento dos16

animais que apresentaram mucosas anêmicas, anorexia, letargia e hematócrito ≤ 14%. O17

menor valor de VG observado no grupo controle (dia 89, 10%) foi sucedido ao pico de18

riquetsemia observado no dia 87 (Figura 10A). Após o tratamento e o controle da19

riquetsemia, os níveis de VG foram restabelecidos a normalidade (VG = 24% no dia20

108). O período entre a detecção da riquetsemia e o dia de menor VG (PP) foi de 1021

dias no grupo controle (Tabela 5).22

23

24
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1
Figura 10 - Dinâmica entre riquetsemia e VG ao longo do experimento. (A) Valores medianos obtidos no2
grupo controle - G1. (B) Grupo G2 - MWNT+rMSP1a. (C) Grupo G3 - AmUFMG2 e MWNT+rMSP1a.3
(---) Representa o limite inferior de normalidade do VG (Radostits et al. 2007).4

5
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Nos bezerros imunizados com MWNT+rMSP1a (G2) os primeiros corpúsculos de A.1

marginale foram observados no dia 80 do experimento, o que corresponde a um PI de2

17 dias. No dia 85 um pico inicial de 2.05% foi observado, atingindo posteriormente um3

pico máximo de 5.70% no dia 88 (25 dpd) (Figura 10B). Essa ascensão da riquetsemia4

foi seguida por uma redução acentuada no dia 92, onde os níveis de eritrócitos5

infectados alcançaram 0.49%. A partir daí, níveis basais de riquetsemia foram6

observados. No dia 108 a riquetsemia mediana no grupo G2 foi de 0.08%, reflexo do7

tratamento com enrofloxacina. O menor valor de VG observado no grupo G2 (dia 89,8

12%) ocorreu logo em seguida ao aumento da riquetsemia observado entre os dias 84 e9

88 (Figura 10B). Após o tratamento e o controle da riquetsemia, os níveis de VG foram10

restabelecidos aos padrões normais (VG = 26% no dia 108). Conforme os dados11

apresentados na Tabela 5, o grupo G2 apresentou um PP de nove dias.12

A riquetsemia nos animais do grupo G3 (AmUFMG2 e MWNT+rMSP1a) foi13

primeiramente detectada no dia 80 do experimento, o que corresponde a um PI de 1714

dias. O pico máximo de riquetsemia observado neste grupo foi de 2.72% no dia 87 (2415

dpd). Estes valores foram mantidos até o dia 90, onde a mediana de eritrócitos16

infectados foi de 2.01% (Figura 10C). Após o tratamento com enrofloxacina foi17

observado uma redução acentuada da riquetsemia (0.32%). A partir daí, níveis basais de18

corpúsculos de A. marginale foram observados. No dia 108 a riquetsemia mediana no19

grupo G3 foi de 0.03%. O menor valor de VG observado nos animais do G3 (dia 89,20

11%) ocorreu dois dias após o pico de 2.72% de riquetsemia (Figura 10C). Após o21

tratamento e o controle da infecção, os níveis de VG foram restabelecidos a22

normalidade (VG = 28% no dia 108). Semelhante ao grupo G2, o PP do G3 foi de nove23

dias (Tabela 5).24

25

9.1.4 Escore clínico26

27

A figura 11 apresenta os valores médios de escores clínicos obtidos em cada grupo28

experimental no dia de riquetsemia máxima (dia 87 = G1 e G3; dia 88 = G2) e no dia de29

menor valor de VG (dia 89). Em ambos os dias analisados, o escore clínico apresentado30

pelo G3 foi estatisticamente inferior ao observado nos animais do grupo somente31

desafiado - G1 (p<0.05). De acordo com o critério de classificação da doença utilizado32
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neste trabalho os grupos G1 e G2 apresentaram escore clínico considerado como de1

grau intenso, enquanto que no grupo G3 o escore foi moderado (G1 = 13.6 e 14; G2 =2

11.6 e 12.4; G3 = 10 e 10.2).3

Após a análise conjunta dos dados clínicos foi possível observar que o grupo G14

apresentou sinais clínicos mais intensos em relação aos grupos G2 e G3. Entretanto,5

bezerros imunizados com AmUFMG2 e MWNT+rMSP1a (G3) apresentaram quadro6

clínico menos grave, com menor frequência relativa de hipertermia, maior capacidade7

de recuperação do VG (período de convalescência menor do que os demais grupos),8

níveis de riquetsemia estatisticamente inferiores e um escore clínico moderado.9

10

11
Figura 11 - Média de escore clínico obtida em cada grupo experimental no dia 87 (riquetsemia máxima)12
e no dia 89 (menor valor de VG). No grupo G2, o escore clínico foi realizado no dia 88 ao invés do dia13
87. As letras representam diferenças estatisticamente significativas entre os grupos (p<0.05).14

15
16

9.2 Perfil imunofenotípico de linfócitos circulantes de bezerros imunizados após o17

desafio com A. marginale UFMG118

19

Amostras de sangue coletadas ao longo do experimento foram utilizadas para a20

contagem global de leucócitos e para a avaliação de células NK (CD335+), linfócitos T21

CD4+ ativados (CD4+CD25+), células T CD4+ regulatórias (CD4+CD25+FoxP3+),22

linfócitos T CD8+ ativadas (CD8+CD25+) e células B (CD21+).23

Ao final das imunizações (dia 63), a contagem de leucócitos nos animais do grupo24

G2 apresentou valores medianos superiores estatisticamente ao grupo controle (G1) e ao25

G3 (p<0.05). Entretanto, após o desafio com amostra A. marginale UFMG1 foi26
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observada uma redução de leucócitos totais, principalmente entre os dias 63 e 88,1

coincidindo com o período de aumento da riquetsemia (Figura 12). Esta redução2

leucocitária também foi observada nos animais do G1 e G3. Após o dia 96, todos os3

grupos apresentaram um aumento discreto na contagem de leucócitos, sendo que neste4

período níveis basais de riquetsemia também foram observados em decorrência do5

tratamento com enrofloxacina.6

7
Figura 12 - Número absoluto leucócitos presente em cada microlitro de sangue total. Dia 0 (pré-8
imunização), dia 63 (pré-desafio), dia 88 (25 dias pós desafio - dpd) e dia 108 (45 dpd). As letras9
representam diferenças estatisticamente significativas entre os grupos, segundo o teste de Kruskal-Wallis10
(p<0.05). (*) Representa diferenças estatisticamente significativas em relação ao dia 0 de cada grupo,11
segundo o teste de Friedman (p<0.05).12

13
14

A figura 13 apresenta o número absoluto de células NK (CD335+) presente em cada15

microlitro de sangue analisado nos dias 0 (pré-imunização), 63 (pré-desafio), 88 (2516

dpd) e 108 (45 dpd). Ao longo das imunizações, o grupo G2 apresentou aumento de17

células NK (p<0.05), sendo que no dia 63 (pré-desafio) o número absoluto deste18

marcador foi superior estatisticamente aos valores apresentados pelos animais dos19

grupos controle (G1) e G3 (p<0.05). Após o desafio com o isolado A. marginale20

UFMG1, todos os grupos (G1, G2 e G3) apresentaram valores absolutos similares entre21

si e estatisticamente inferiores ao observado no dia 0 (p<0.05), indicando uma redução22

desse marcador após a infecção e multiplicação de A. marginale. Um pequeno aumento23

de CD335+ foi observado entre os dias 88 e 108 em todos os grupos (Figura 13),24

coincidindo com o período no qual níveis basais de riquetsemia foram observados25

devido ao tratamento com enrofloxacina.26

27
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1
Figura 13 - Número absoluto de células NK (CD335+) presente em cada microlitro de sangue total. Dia 02
(pré-imunização), dia 63 (pré-desafio), dia 88 (25 dias pós desafio - dpd) e dia 108 (45 dpd). As letras3
representam diferenças estatisticamente significativas entre os grupos, segundo o teste de Kruskal-Wallis4
(p<0.05). (*) Representa diferenças estatisticamente significativas em relação ao dia 0 de cada grupo,5
segundo o teste de Friedman (p<0.05).6

7
8

A análise da população de linfócitos T CD4+ ativados (CD4+CD25+) demonstrou que9

bezerros que receberam MWNT+rMSP1a (G2) apresentaram aumento significativo10

deste marcador ao longo das imunizações (p<0.05) (Figura 14). No dia 63 (pré-desafio)11

o número absoluto de CD4+CD25+ no grupo G2 foi superior estatisticamente ao12

observado nos animais do grupo controle (G1) e G3 (p<0.05). Após o desafio (entre os13

dias 63 e 88), uma redução acentuada deste marcador foi observada nos grupos G2 e G314

(redução de 47.3% e 50.7%, respectivamente). Esta redução ocorreu no mesmo período15

em que os animais destes grupos apresentaram um aumento substancial dos níveis de16

riquetsemia (Figura 10B-C). No dia 88, o valor mediano de CD4+CD25+ obtido no17

grupo G3 foi o menor valor do grupo observado ao longo do experimento (54218

células/µl sangue). Após o tratamento e controle da riquetsemia (entre os dias 88 e 108),19

um pequeno aumento de linfócitos T CD4+ ativados foi novamente observado nos20

grupos G2 e G3. Animais do grupo G1 não apresentaram alterações significativas após21

o desafio (Figura 14).22

23
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1
Figura 14 - Número absoluto de linfócitos T CD4+ ativados (CD4+CD25+) presente em cada microlitro2
de sangue total. Dia 0 (pré-imunização), dia 63 (pré-desafio), dia 88 (25 dias pós desafio - dpd) e dia 1083
(45 dpd). As letras representam diferenças estatisticamente significativas entre os grupos, segundo o teste4
de Kruskal-Wallis (p<0.05). (*) Representa diferenças estatisticamente significativas em relação ao dia 05
de cada grupo, segundo o teste de Friedman (p<0.05).6

7
8

A figura 15 apresenta os valores medianos de células T CD4+ regulatórias9

(CD4+CD25+Fox+) avaliadas durante o experimento. No dia 63 (pré-desafio), o número10

absoluto deste marcador no grupo controle (G1) foi considerado superior11

estatisticamente aos valores obtidos nos grupos G2 e G3 (p<0.05). Após o desafio (entre12

os dias 63 e 88), apenas o grupo G2 apresentou aumento desse marcador (aumento de13

26.6%), porém, não foi estatisticamente significativo (p>0.05). Ambos os grupos G1 e14

G3 apresentaram uma redução no número absoluto destas células, sendo que no grupo15

G1 o valor mediano observado no dia 88 foi inferior estatisticamente ao dia 0 (p<0.05).16

No dia 108, todos os grupos apresentaram valores similares de CD4+CD25+Fox+ em17

relação à coleta anterior (p>0.05).18

Ao longo das imunizações foi possível observar um aumento crescente de linfócitos19

T CD8+ ativados (CD8+CD25+) em todos os grupos analisados (p<0.05) (Figura 16).20

Entretanto, no dia 63 (pré-desafio) o valor absoluto deste marcador no grupo G2 foi21

superior estatisticamente aos valores encontrados nos grupos controle (G1) e G322

(p<0.05). Após o desafio (entre os dias 63 e 88), todos os grupos apresentaram uma23

redução nos níveis de CD8+CD25+, sendo que esta redução ocorreu no mesmo período24

em que níveis elevados de riquetsemia foram detectados. Após o tratamento e controle25

da riquetsemia (entre os dias 88 e 108), um pequeno aumento de linfócitos T CD8+26

ativados foi novamente observado (Figura 16).27
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1
Figura 15 - Número absoluto de células T CD4+ regulatórias (CD4+CD25+Fox+) presente em cada2
microlitro de sangue total. Dia 0 (pré-imunização), dia 63 (pré-desafio), dia 88 (25 dias pós desafio - dpd)3
e dia 108 (45 dpd). As letras representam diferenças estatisticamente significativas entre os grupos,4
segundo o teste de Kruskal-Wallis (p<0.05). (*) Representa diferenças estatisticamente significativas em5
relação ao dia 0 de cada grupo, segundo o teste de Friedman (p<0.05).6

7

8

9
Figura 16 - Número absoluto de linfócitos T CD8+ ativados (CD8+CD25+) presente em cada microlitro10
de sangue total. Dia 0 (pré-imunização), dia 63 (pré-desafio), dia 88 (25 dias pós desafio - dpd) e dia 10811
(45 dpd). As letras representam diferenças estatisticamente significativas entre os grupos, segundo o teste12
de Kruskal-Wallis (p<0.05). (*) Representa diferenças estatisticamente significativas em relação ao dia 013
de cada grupo, segundo o teste de Friedman (p<0.05).14

15
16

A figura 17 apresenta o efeito das imunizações e do desafio com A. marginale17

UFMG1 sobre a população de células B. Animais imunizados com AmUFMG2 e18

MWNT+rMSP1a (G3) não apresentaram alterações significativas ao longo dos dias19

analisados. No dia 63 (pré-desafio), animais dos grupos G1 e G2 apresentaram um20

aumento significativo no número de células B circulantes em comparação com o dia 021

(p<0.05). No entanto, esse aumento foi seguido por uma redução acentuada, observada22

principalmente nos animais do grupo G2 (dia 88) (Figura 17). Nenhuma alteração23
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significativa foi observada entre os dias 88 e 108 em todos os grupos analisados1

(p>0.05).2

3

4
Figura 17 - Número absoluto de células B (CD21+) presente em cada microlitro de sangue total. Dia 05
(pré-imunização), dia 63 (pré-desafio), dia 88 (25 dias pós desafio - dpd) e dia 108 (45 dpd). As letras6
representam diferenças estatisticamente significativas entre os grupos, segundo o teste de Kruskal-Wallis7
(p<0.05). (*) Representa diferenças estatisticamente significativas em relação ao dia 0 de cada grupo,8
segundo o teste de Friedman (p<0.05).9

10

11

Os dados obtidos durante a análise dos marcadores celulares revelaram que após o12

desafio com a amostra A. marginale UFMG1 foram observados redução acentuada de13

células NK, linfócitos T CD4+ e CD8+ ativados em todos os grupos, principalmente no14

dia 88 do experimento. Essa redução significativa ocorreu de forma simultânea ao15

aumento da riquetsemia. Durante o período de redução desses marcadores (entre os dias16

63 e 88), não foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os17

animais do G2 e G3, e o grupo controle (G1). Entretanto, animais do grupo G2,18

imunizados apenas com MWNT+rMSP1a, apresentaram uma redução substancial dos19

marcadores analisados em comparação aos demais grupos (Figuras 12-14, 16 e17).20

21

22

23

24

25

26

27

28
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9.3 Resposta humoral induzida após o desafio com o isolado A. marginale UFMG11

9.3.1 IgG, IgG1 e IgG2 anti-rMSP1a2

3

A figura 18A apresenta a cinética de anticorpos IgG anti-rMSP1a induzidos após as4

imunizações e o desafio com isolado A. marginale UFMG1. Animais imunizados com5

MWNT+rMSP1a (G2 e G3) apresentaram aumento constante de IgG anti-rMSP1a ao6

longo das imunizações (p<0.05). Após a primeira dose (dia 21), níveis superiores deste7

anticorpo foram observados em relação ao grupo controle - G1 (p<0.05). Não foram8

observadas alterações significativas entre os animais dos grupos G2 e G3. Entretanto,9

no dia 108 apenas o G2 foi superior estatisticamente ao grupo controle (p<0.05) (Figura10

18A).11

Análise dos anticorpos IgG1 anti-rMSP1a induzidos ao longo do experimento está12

representado na Figura 18B. A partir do dia 21, níveis superiores deste anticorpo foram13

observados nos grupos G2 e G3 em relação ao grupo G1 (p<0.05). No dia 84 (21 dpd),14

animais do G2 e G3 apresentaram queda significativa dos níveis de IgG1 anti-rMSP1a15

em relação aos níveis observados no pré-desafio (dia 63) (p<0.05). Nos animais do16

grupo G3 esta redução se manteve ao longo dos pontos analisados. No grupo G2, um17

aumento de IgG1 anti-rMSP1a foi observado no dia 88 (25 dpd), seguido de nova queda18

nos pontos seguintes analisados (p<0.05). No dia 108, apenas o grupo G2 apresentou19

níveis superior estatisticamente em relação ao grupo controle - G1 (p<0.05). O grupo20

G1 não apresentou alterações significativas ao longo de todos os pontos analisados21

(p>0.05). (Figura 18B).22

A análise do anticorpo IgG2 anti-rMSP1a revelou o mesmo padrão observado nas23

análises anteriores: grupos G2 e G3 apresentando aumento constante deste anticorpo ao24

longo das imunizações, sendo que a partir do dia 21 (primeira imunização) os níveis25

observados foram superiores estatisticamente ao grupo controle (p<0.05) (Figura 18C).26

Após o desafio com isolado A. marginale UFMG1, animais do grupo G3 apresentaram27

redução significativa de IgG2 anti-rMSP1a em relação aos níveis detectados no pré-28

desafio (dia 63). Essa redução foi observada entre os dias 77, 84 e 88 do experimento29

(14, 21 e 25 dpd, respectivamente). A partir do dia 96, um leve aumento de IgG2 anti-30

rMSP1a foi observado no G3, sendo que no dia 108 os níveis deste anticorpo foram31

superiores ao pré-desafio (dia 63) (p<0.05). No grupo G2, essa redução nos níveis de32
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IgG2 anti-rMSP1a foi observada a partir de 21 dpd (dia 84) (p<0.05), mantendo-se1

constante até o dia 96 (33 dpd). No dia 108, foi observado um leve aumento deste2

anticorpo. Ao final do experimento (dia 108) bezerros do grupo G3 apresentaram níveis3

superiores de IgG2 anti-rMSP1a em relação ao grupo G2, porém, essa diferença não foi4

considerada significativa (p>0.05) (Figura 18C). Em relação ao grupo controle (G1),5

níveis significativos de IgG2 anti-rMSP1a foram observados a partir do dia 88 em6

relação aos dias 0 e 63 do mesmo grupo (p<0.05).7

8
Figura 18 - Cinética de anticorpos IgG (A), IgG1 (B) e IgG2 (C) anti-rMSP1a induzidos em cada grupo9
após as imunizações e o desafio com isolado A. marginale UFMG1. (*) Representa diferença10
estatisticamente significativa em relação ao dia 0 do mesmo grupo e (**) diferença estatisticamente11
significativa em relação ao dia 63 do mesmo grupo, segundo o teste de Friedman (p<0.05).12
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Conforme observado no Capítulo I deste trabalho, ao longo das imunizações os1

animais que receberam AmUFMG2 e MWNT+rMSP1a (G3) apresentaram níveis2

inferiores de anticorpos anti-rMSP1a em comparação com bezerros imunizados apenas3

com MWNT+rMSP1a (G2). Após o desafio, uma redução acentuada de anticorpos,4

principalmente IgG1 e IgG2 anti-rMSP1a, foi observada em ambos os grupos G2 e G35

(Figura 18B-C). Entretanto, apesar dessa redução os níveis de anticorpos no G2 e G36

foram superiores ao observado no grupo controle - G1 (p<0.05).7

8

9.3.2 IgG, IgG1 e IgG2 anti-AmUFMG29

10

A análise dos anticorpos IgG anti-AmUFMG2 está representada na figura 19A. A11

partir da segunda imunização (dia 42), animais do grupo G3 apresentaram níveis12

superiores estatisticamente de anticorpos IgG anti-AmUFMG2 em comparação com os13

grupos G1 e G2 (p<0.05). Os títulos deste anticorpo se mantiveram elevados durante14

todos os pontos analisados. Entretanto, no dia 108 (45 dpd) o grupo G3 foi considerado15

superior estatisticamente apenas em relação ao grupo G2 (p<0.05). Ambos os grupos16

G1 e G2 apresentaram nos dias 96 e 108 aumento significativo nos níveis de IgG anti-17

AmUFMG2 em relação aos dias 0 (pré-imunização) e 63 (pré-desafio) do mesmo grupo18

(p<0.05) (Figura 19A).19

A figura 19B apresenta a cinética de produção de anticorpos IgG1 anti-AmUFMG220

entre os grupos ao longo do experimento. Uma acentuada redução de anticorpos IgG121

foi observada no grupo G3, logo após o desafio com o isolado A. marginale UFMG122

(dia 77) (p<0.05). A taxa de redução deste anticorpo, entre os dias 63 e 77, foi de23

71.6%. Durante os pontos seguintes (dia 84 a 108), os níveis de IgG1 anti-AmUFMG224

mantiveram-se baixos em relação ao pré-desafio (dia 63) (p<0.05). Essa queda25

observada no grupo G3 contribuiu para que, a partir do dia 96 (33 dpd), os níveis de26

IgG1 anti-AmUFMG2 do grupo controle (G1) fossem considerados superiores27

estatisticamente ao G3 (p<0.05) (Figura 19B). No dia 96, o grupo G2 também28

apresentou níveis superiores estatisticamente deste anticorpo em relação aos animais do29

G3 (p<0.05). No entanto, no dia 108 ambos G2 e G3 apresentaram níveis semelhantes30

deste anticorpo (p>0.05).31
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Após a análise do anticorpo IgG2 anti-AmUFMG2 foi possível observar que animais1

do grupo G3 apresentaram níveis elevados deste marcador (Figura 19C). Entretanto, a2

partir do dia 88 (25 dpd) os títulos de IgG2 anti-AmUFMG2 foram considerados3

estatisticamente inferiores em comparação com os dados obtidos no dia 63 (pré-4

desafio) (p<0.05). No dia 96, o grupo controle (G1) apresentou níveis superiores deste5

anticorpo em comparação com os grupos G2 e G3, porém, esta diferença foi6

considerada significativa apenas em relação ao grupo G2 (p<0.05). (Figura 19C).7

A análise da resposta humoral demonstrou redução dos títulos de anticorpos anti-8

rMSP1a e anti-AmUFMG2, observada nos grupos G2 e G3. Esta redução foi observada9

logo após o desafio dos animais, no mesmo período onde um aumento da riquetsemia10

foi registrado. No grupo G3, esta redução foi observada principalmente em relação aos11

níveis de IgG1 anti-AmUFMG2.12
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1
Figura 19 - Cinética de anticorpos IgG (A), IgG1 (B) e IgG2 (C) anti-AmUFMG2 induzidos em cada2
grupo após as imunizações e o desafio com isolado A. marginale UFMG1. (*) Representa diferença3
estatisticamente significativa em relação ao dia 0 do mesmo grupo e (**) diferença estatisticamente4
significativa em relação ao dia 63 do mesmo grupo, segundo o teste de Friedman (p<0.05).5

6
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10. DISCUSSÃO1

2

Anaplasmose bovina causada pelo A. marginale é considerada, em nível mundial, a3

doença riquetsial mais importante que acomete os bovinos (Jongejan & Uilenberg 2004,4

Ducken et al. 2015). Apesar da riqueza de informações moleculares observadas5

atualmente e o impacto global negativo na saúde do rebanho e na pecuária de diversos6

países, o desenvolvimento de vacinas que possam induzir a proteção clínica dos animais7

ainda permanece pendente (Quiroz-Castañeda et al. 2016).8

Diversos esforços e tentativas vêm sendo realizados na busca de uma vacina eficaz.9

Entretanto, a principal limitação para o desenvolvimento de imunógenos contra A.10

marginale está relacionado com a identificação de antígenos protetores (Ducken et al.11

2015). Os protocolos vacinais mais bem sucedidos utilizaram antígenos presentes na12

membrana externa de A. marginale, os quais são considerados importantes para a13

penetração da riquetsia nas células do hospedeiro (Tebele et al. 1991; Brown et al. 1998;14

Noh et al. 2010).15

Devido ao fato da MSP1a ser considerada importante durante a adesão de A.16

marginale nos eritrócitos bovinos e ser uma  proteína conservada durante a fase aguda e17

persistente da infecção (Kocan et al. 2003; de la Fuente et al. 2007), sua utilização como18

antígeno vacinal atraiu a atenção de diversos pesquisadores (Palmer et al. 1986, 1988,19

1989; McGuire et al. 1994a, 1994b; Brown et al. 2002; de la Fuente et al. 2003; Kocan20

et al. 2003; Torina et al. 2014; Santos et al. 2013; Silvestre et al. 2014). Dados recentes21

do nosso grupo de pesquisa monstraram que a imunização de camundongos e bezerros22

com a proteína rMSP1a, utilizando MWNT como molécula carreadora, foi capaz de23

induzir resposta celular e humoral significativa, abrindo novas perspectivas com relação24

a utilização da vacina produzida in vitro para o controle da doença clínica em bovinos25

adultos (Silvestre et al. 2014; dados Capítulo I). Logo, o presente trabalho teve como26

objetivo avaliar o efeito da imunização de bezerros com MWNT+rMSP1a, associado27

com a vacina inativada de A. marginale produzida in vitro, na indução da resposta28

imunológica, no controle da riquetsemia e no desenvolvimento da doença clínica após29

desafio experimental com amostra heteróloga A. marginale UFMG1.30

Após as imunizações com os diferentes protocolos, os animais foram desafiados com31

4x107 eritrócitos infectados com o isolado A. marginale UFMG1. Com o objetivo de32
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garantir a viabilidade da amostra, o inóculo utilizado para o desafio dos animais foi1

submetido a duas passagens sucessivas em bezerros esplenectomizados, uma vez que a2

amostra estava armazenada em botijão de nitrogênio líquido. Em geral, este método de3

criopreservação é um método muito vantajoso para preservar a integridade celular4

durante períodos de tempo indefinido (Bastos et al. 2006), entretanto, a infectividade do5

inóculo pode apresentar-se reduzida logo após a sua reativação.6

Durante o período seguinte ao desafio, parâmetros clínicos como a temperatura retal,7

VG e riquetsemia foram avaliados. Todos os bezerros desafiados apresentaram sinais8

clínicos da anaplasmose bovina, tais como o aumento da temperatura, redução de9

hematócrito, letargia, redução do apetite, icterícia e riquetsemia patente, sendo10

necessária a utilização do protocolo de tratamento em todos os grupos. O período de11

incubação foi de 16 dias para o grupo somente desafiado (G1) e 17 dias para os animais12

dos grupos G2 (imunizados com MWNT+rMSP1a) e G3 (AmUFMG2 e13

MWNT+rMSP1a).14

Segundo Kocan et al. (2010), o período de incubação de A. marginale é variável e15

depende da dose infectante/via de administração utilizada, apresentando um período16

variável entre sete a 60 dias (média de 28). Em trabalhos anteriores, o isolado UFMG1,17

após duas passagens sucessivas em bezerros esplenectomizados e em condições18

experimentais controladas, apresentou período de incubação de 24 dias quando utilizado19

na dose de 2x107 eritrócitos infectados, via intravenosa (Bastos et al. 2010). No trabalho20

de Mendonça (2015), realizado em condições naturais a campo, a inoculação de21

bezerros com 2x106 eritrócitos infectados com isolado UFMG1 criopreservado, via22

subcutânea, apresentou um período de incubação médio de 48 dias. No presente23

trabalho, o período de incubação de A. marginale foi menor em comparação com24

trabalhos anteriores que utilizaram o isolado UFMG1. Este fato pode ser justificado pela25

dose utilizada (4x107), a via de administração (via intravenosa) e as duas passagens26

sucessivas em bezerros esplenectomizados. Tais fatores podem ter contribuído para o27

aumento da infectividade do inóculo, possibilitando a redução do período de incubação28

e o aumento da intensidade dos sintomas clínicos observados em todos os grupos.29

Apesar de todos os animais terem apresentado os sintomas clínicos da anaplasmose e30

necessitarem de tratamento, algumas particularidades foram observadas entre os grupos31

experimentais em relação aos parâmetros clínicos analisados. Animais somente32

desafiados (G1) apresentaram uma maior intensidade dos sinais clínicos, sendo33
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observada uma maior taxa de redução de VG e um período de recuperação (PC)1

superior ao grupo G3. Outro fato importante que deve ser destacado é que dois bezerros2

do grupo G1 (2/5) apresentaram condições clínicas desfavoráveis à recuperação, mesmo3

após o tratamento com enrofloxacina (um óbito e uma transfusão sanguínea). Tanto os4

grupos G1 e G2 apresentaram valores de escore clínico considerado de grau intenso. Em5

contrapartida, bezerros imunizados com AmUFMG2 e MWNT+rMSP1a (G3)6

apresentaram uma melhor capacidade de recuperação do VG (PC menor) e redução7

significativa nos níveis de riquetsemia em comparação aos grupos G1 e G2: redução de8

54.05% em relação ao G1 e 52.28% em relação ao G2. Além disso, a doença nestes9

animais foi considerada de grau moderado, uma vez que os mesmos apresentaram uma10

redução significativa nos valores de escore clínico em comparação com o grupo11

controle (G1).12

A análise conjunta destes dados indica que a associação entre MWNT+rMSP1a com13

antígenos presentes na vacina inativada foi capaz de induzir a redução da carga14

parasitária, bem como proporcionar a melhora do quadro clínico, tal como observado15

nos animais do grupo G3. Segundo Ducken et al. (2015), a combinação de várias das16

proteínas de superfície de A. marginale são responsáveis pela indução de uma resposta17

imune eficiente no hospedeiro e o uso de apenas uma (rMSP1a) pode não ter sido18

suficiente para gerar uma resposta protetora.19

Outro fator que pode ter contribuído para a baixa proteção clinica dos animais20

imunizados foi a alta dose do desafio utilizada. Segundo Pacheco et al. (2004), o desafio21

com uma dose única, com alta carga parasitária, não mimetiza as infecções naturais22

onde os animais são continuamente expostos a baixas concentrações de A. marginale23

durante longos períodos de tempo. Logo, a utilização de uma subdose durante o desafio24

poderia ter contribuído para a uma melhora considerável das condições clínicas dos25

animais imunizados com MWNT+rMSP1a, e os parâmetros observados poderiam ter26

sido melhores ao que foi observado neste trabalho.27

Apesar do grupo G3 ter apresentado melhor quadro clínico e redução de mais de28

50% da riquetsemia, a queda no VG foi intensa tanto quanto ao observado nos grupos29

G1 e G2. Este resultado sugere que a doença clínica, caracterizada principalmente pela30

anemia progressiva, não depende da carga parasitária e que a imunopatologia da31

anaplasmose pode estar relacionada com fatores imunológicos induzidos pela riquetsia32

durante a fase aguda da doença.33
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A relação entre processos autoimunes e a patogênese da anemia na anaplasmose1

bovina tem sido descrita em trabalhos anteriores. Kreier et al. (1964) demonstraram que2

a eritrofagocitose, iniciada pelo dano provocado pela infecção na membrana dos3

eritrócitos, foi vista primeiramente na medula óssea sete dias antes do pico da infecção,4

permanecendo até cinco dias após o pico máximo, sugerindo a presença de5

autoanticorpos anti-eritrocíticos como a provável causa da anemia. Schroeder et al.6

(1965) demonstraram a presença de autoanticorpos livres no soro de animais durante a7

fase aguda da anaplasmose, capazes de reconhecerem antígenos presentes na membrana8

de eritrócitos normais (não infectados) e eritrócitos tratados com tripsina, sugerindo a9

possibilidade de que estes componentes possam atuar como autoantígenos. De acordo10

com os autores, esse complexo antigênico poderia desencadear a produção de11

autoanticorpos, que, uma vez estimulados, seriam capazes de reagir com componentes12

de eritrócitos normais na ausência de Anaplasma. Giardina et al. (1993) descreveram o13

encontro de proteínas da riquetsia na superfície dos eritrócitos bovinos; e De et al.14

(2012) acreditam que os metabólitos gerados por A. marginale induzem danos na15

membrana da célula hospedeira.16

Considerando os dados apresentados neste trabalho, é possível que a anemia17

observada nos animais do grupo G3 seja reflexo da formação de anticorpos reativos a18

componentes da membrana de eritrócitos que atuariam na lise e/ou remoção de células19

não infectadas, agravando o quadro anêmico dos animais, independentemente da20

quantidade de hemácias infectadas. Essa remoção pode ocorrer por meio da21

identificação de antígenos de Anaplasma depositados na membrana de células22

infectadas ou não infectadas, por meio do reconhecimento de antígenos próprios da23

membrana destes eritrócitos e/ou por efeito do sistema complemento. Assim, novos24

estudos devem ser realizados visando identificar o papel dos anticorpos e do sistema25

complemento na remoção eritrocitária durante a infecção por A. marginale.26

Devido ao fato de A. marginale não se desenvolver dentro de células que expressam27

moléculas de MHC, acredita-se que a imunidade protetora requer a ativação de células28

T CD4+ e a participação de anticorpos neutralizantes (Brown 2012). Para avaliar a29

dinâmica desses marcadores, a análise de diferentes populações celulares foi realizada30

durante o experimento. Ao longo das imunizações foi observado um padrão de resposta31

celular que reproduz os dados observados no Capítulo I deste trabalho, onde bezerros32

imunizados apenas com MWNT+rMSP1a (G2) apresentaram um aumento substancial33
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no número absoluto de células NK circulantes (CD335+), linfócitos T CD4+ e T CD8+1

ativados (CD4+CD25+ e CD8+CD25+, respectivamente), e células B (CD21+).2

Entretanto, após o desafio foi observada redução acentuada de linfócitos T,3

principalmente no grupo G2. Essa redução ocorreu em período simultâneo ao aumento4

da riquetsemia, sugerindo que durante a multiplicação A. marginale induz mecanismos5

imunossupressores capazes de reduzir a população de linfócitos T nos animais6

infectados.7

Estudos anteriores relataram que Anaplasma induz mecanismos capazes de suprimir8

a ação da resposta imune inata e adaptativa. Estes mecanismos incluem a variação9

antigênica de proteínas de superfície imunodominantes (MSP2 e MSP3) para evadir das10

respostas imunes específicas, e a subversão da resposta imune adaptativa (Brown 2012).11

Abbott et al. (2005) demonstraram que bovinos imunizados com a proteína MSP212

nativa e desafiados com isolado de A. marginale no qual expressa a mesma variante da13

MSP2 utilizada nas imunizações, apresentaram perda significativa na resposta de14

células T CD4+ MSP2-específicas. Essa redução também ocorreu imediatamente após o15

início da riquetsemia, sendo determinada pela perda da capacidade proliferativa e pela16

redução de células que secretam IFN-γ. Segundo os autores, estes dados sugerem uma17

mudança de células secretoras de IL2+IFN+ para células IL2-IFN+, que interrompem a18

proliferação e são direcionadas para a apoptose. Esta perda da resposta de células T19

CD4+ antígeno-específicas, induzidas pela imunização, também foi relatada em ensaios20

vacinais utilizando a proteína MSP1a (Han et al. 2008) e a membrana externa de A.21

marginale purificada (Han et al. 2010). Nestes trabalhos, uma rápida deleção de células22

T CD4+ A. marginale-específicas foi observada logo após o desafio, indicando falha no23

estabelecimento de uma forte resposta de células T de memória.24

No presente estudo, após o tratamento dos animais foi possível observar aumento dos25

marcadores celulares analisados, indicando que a supressão da resposta de células T foi26

dependente da presença da riquetsia. Tais resultados corroboram com os achados de27

Reinbold et al. (2010) e Turse et al. (2014), nos quais observaram que a eliminação da28

infecção com antibióticos foi capaz de restaurar a resposta de células T contra A.29

marginale. Estes resultados sugerem que o poder imunossupressor de A. marginale foi30

maior do que a resposta celular induzida durante as imunizações dos animais,31

permitindo assim sua multiplicação e, consequentemente, o aumento da riquetsemia.32



CAPÍTULO II
Discussão

112

Para avaliar o efeito imunomodulatório induzido por A. marginale, a análise da1

população de células T CD4+ regulatórias (CD4+CD25+Fox+) também foi realizada.2

Animais dos grupos controle (G1) e G2 (MWNT+rMSP1a) apresentaram valores3

superiores deste marcador em comparação com o grupo G3 (AmUFMG2 e4

MWNT+rMSP1a). Este resultado suporta os dados de riquetsemia, nos quais níveis5

superiores de corpúsculos de A. marginale foram observados nos animais do G1 e G2.6

Apesar da análise da produção de IL-10 não ter sido realizada neste trabalho, estes7

dados indicam que a redução da carga parasitária observada nos animais do grupo G38

pode estar relacionada com os baixos valores de CD4+CD25+Fox+ encontrados e a9

indução de uma resposta pró-inflamatória capaz de controlar a infecção.10

Para investigar o papel da resposta humoral no controle da infecção, a análise de11

anticorpos IgG, IgG1 e IgG2 anti-rMSP1a e anti-AmUFMG2 foi realizada. Acredita-se12

que os anticorpos agem na neutralização da riquetsia extracelular, durante o processo de13

invasão de novos eritrócitos, ou por meio da opsonização de A. marginale que, então,14

são alvos da fagocitose por macrófagos (Brown 2012). Apesar dos títulos mais elevados15

de anticorpos anti-rMSP1a, animais do grupo G2 desenvolveram riquetsemia mais16

elevada do que o grupo G3. Este resultado reforça a hipóstese de que a imunização com17

um único antígeno (rMSP1a) não foi suficiente para induzir uma resposta protetora nas18

condições utilizadas neste trabalho. As análises de anticorpos IgG1 anti-AmUFMG219

revelaram uma redução acentuada deste anticorpo nos animais do grupo G3, logo após o20

desafio dos animais. No mesmo período, níveis elevados de IgG2 anti-AmUFMG221

foram observados. Em bovinos, a expressão de IL-4 induz a produção de IgG1,22

enquanto que IFN-γ produzido induz a produção de IgG2 (Estes et al. 1994, 1995).23

Apesar de ambas as citocinas não terem sido avaliadas, os resultados apresentados24

indicam a estimulação predominantemente do tipo-1 nos animais do grupo G3,25

justificando a redução da riquetsemia.26

De maneira geral, a redução dos títulos de anticorpos anti-rMSP1a e anti-27

AmUFMG2 observada nos grupos G2 e G3, logo após o desafio, pode estar associada à28

disfunção de células T CD4+ observada neste estudo, uma vez que estas células são29

importantes para a ativação de células B e, consequentemente, a produção de30

imunoglobulinas (Brown et a. 1999). Han et al. (2010) também demonstraram uma forte31

resposta de IgG1 e IgG2 que flutuou ao longo do curso da infecção aguda e persistente.32
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Juntos, estes resultados suportam a supressão da resposta imune adaptativa durante a1

infecção e multiplicação de A. marginale, observada principalmente no grupo2

imunizado apenas com um antígeno (MWNT+rMSP1a - G2). Entretanto, animais3

imunizados com os antígenos de A. marginale produzidos in vitro (AmUFMG2)4

associado com MWNT+rMSP1a (G3) apresentaram uma redução significativa dos5

níveis de riquetsemia, quadro clínico moderado, melhor capacidade de recuperação do6

VG e forte resposta de IgG2. Estes resultados sugerem que a combinação de antígenos7

presentes no imunógeno recebido pelos animais do grupo G3 foi capaz de proteger os8

animais da doença grave, permitindo que novas abordagens sejam realizadas utilizando9

a vacina inativada produzida in vitro associada com rMSP1a.10

O desenvolvimento de vacinas contra A. marginale apresenta como obstáculo a11

capacidade da riquetsia em modular a resposta do hospedeiro, por meio da deleção e/ou12

anergia de uma resposta previamente elucidada de células T MSP-específica para A.13

marginale, levando a uma resposta de memória fraca apesar dos altos títulos de14

anticorpos A. marginale-específicos, que não conseguem eliminar a infecção (Brown15

2012). Estudos que permitam a melhor compreensão dos mecanismos de regulação16

imunológica são essenciais para a identificação de antígenos imunossupressores e,17

consequentemente, o desenvolvimento de vacinas capazes de induzir uma resposta18

imune duradoura.19

20

21
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11. CONCLUSÕES1

2

- A imunização de bezerros com MWNT+rMSP1a induz aumento da resposta celular e3

humoral, mas insuficiente para proteger os animais do desafio experimental com isolado4

heterólogo de A. marginale UFMG1.5

6

- A infecção experimental por A. marginale UFMG1 (4x107) induz rápida perda de7

resposta de células T de forma simultânea ao pico de riquetsemia.8

9

- Animais imunizados com a associação de antígenos AmUFMG2 e MWNT+rMSP1a10

apresentam menor riquetsemia, maior capacidade de recuperação do VG e doença11

clínica moderada ao serem desafiados com amostra UFMG1.12

13

- A imunização com AmUFMG2 e MWNT+rMSP1a induz altos níveis de anticorpos14

IgG2.15

16

- Bezerros imunizados com AmUFMG2 e MWNT+rMSP1a apresentam, após desafio17

experimental com amostra UFMG1, queda de VG similar ao observado no grupo18

controle.19

20

- MWNTs não induzem alterações no perfil bioquímico da função renal e hepática dos21

animais após as imunizações com esta nanopartícula.22

23
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12. PERSPECTIVAS1

2

Os resultados obtidos no presente estudo abrem novas possibilidades para utilização3

da vacina inativada de A. marginale. Novos estudos deverão ser realizados visando:4

5

 Identificação de novos alvos vacinais e sua utilização de forma associada à6

rMSP1a, visando a indução de uma resposta imune protetora;7

8

 Identificação de antígenos de A. marginale imunossupressores, capazes de9

modular a resposta de células T após a infecção;10

11

 Avaliação de auto-anticorpos presentes no soro dos animais imunizados com12

AmUFMG2.13

14

15
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