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Resumo

GOMES, J.S. Producédo e avaliacdo preliminar de uma proteina recombinante quimérica para
uso no controle de Tristeza parasitaria bovina (TPB). 2015. 47 f. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2015.

A tristeza parasitaria bovina € uma importante doenca causada pela riquétsia Anaplasma
marginale e pelos protozoérios Babesia bovis e Babesia bigemina, responsaveis por
consideraveis perdas econdmicas ao setor agropecudrio. Considerando que a vacina
comercializada contra os agentes da TPB apresentam muitas desvantagens, foi proposto com
este estudo obter uma proteina recombinante quimérica, contendo epitopos com potencial
imunogénico, com a finalidade de testa-la posteriormente como candidata a uma nova vacina.
Esta proteina recombinante quimérica foi obtida a partir de um gene sintético inserido em um
vetor de expressao em organismos procariéticos, contendo porc¢des dos genes VirB9 e VirB10
de A. marginale e PO de Babesia sp. A proteina recombinante, denominada
VIRB9VIRB10PO, foi produzida com alto grau de pureza e confirmada por avaliagdo em SDS
PAGE e Western blotting. Estudos in silico mostraram que essa proteina mantém a
antigenicidade em sua conformacdo recombinante. Soros de 25 bovinos naturalmente
infectados com A. marginale e/ou Babesia sp. foram analisados por ELISA indireto para
resposta humoral do tipo 1gG. Em uma primeira analise, apenas trés dos 25 soros dos animais
foram capazes de reconhecer a proteina recombinante quimérica VIRBOVIRB10PO. E
possivel que isso tenha ocorrido porque as porcdes selecionadas neste estudo foram
sintetizadas de modo a conter principalmente epitopos de ligacdo a MHC classe I, ja que
estudos sugerem que uma resposta imune capaz de proteger bovinos contra TPB é baseada em
uma resposta predominantemente celular. Assim, estudos de resposta imune humoral com
uma amostragem maior e andlise de reposta celular serdo avaliados pela VIRBOVIRB10PO

em imunizacdo de camundongos.

Palavras-chave: Anaplasma sp.; Babesia sp.; vacina; gene virB9; gene virB10; gene PO



Abstract

GOMES, J.S. Production and preliminar evaluation of a recombinant chimeric protein for use
in tick fever control. 2015. 47 f. Dissertagdo (Mestrado)- Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2015.

The tick fever is an important disease caused by the rickettsia Anaplasma marginale and the
protozoa Babesia bovis and Babesia bigemina, causing significant economic losses to the
agricultural sector. Taking into account the several disadvantages of the nowadays
commercialized vaccine against tick fever agents, this study proposes the production of a
recombinant chimeric protein containing potential immunogenic epitopes in order to
subsequently test it as a candidate for a new vaccine. This chimeric recombinant protein was
then obtained from a synthetic gene containing portions of VirB9 and VirB10 genes of A.
marginale and PO Babesia sp, which were inserted in a prokaryotic expression vector. The
recombinant protein, named VIRB9VIRB10PO, was produced at high purity and its identity
was confirmed by SDS-PAGE and Western blotting. In silico studies showed that this
recombinant protein retains its antigenicity. On the other hand, sera from A. marginale and /
or Babesia sp. naturally infected cattle (n=25) were analyzed by ELISA for IgG-type antibody
response. Preliminar analysis revealed that only 3 of the 25 sera were able to recognize
VIRB9VIRB10PO. This may be explained by the fact that our gene was synthesized to be
enriched for MHC class Il binding epitopes. In fact, several studies suggest that tick fever
immune protection is made predominantly by a cellular-type response. Nevertheless, humoral
immune response analysis will be further explored with a higher sampling and cellular

responses shall be evaluated by VIRBOVIRB10PO mice immunization.

Keywords: Anaplasma sp.; Babesia sp.; vaccine; gen virB9; gen virB10; gen PO
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INTRODUCAO

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no ano de
2014, o Brasil obteve aproximadamente quatro milhdes de toneladas de carcaca bovina e, no
mesmo ano, exportou carne in natura para 65 paises, sendo os principais: Ruassia, China,
Venezuela, Egito, Ird, Chile, Argélia, Libia, Itdlia e Libano (IBGE, 2014). Porém, algumas
doencas sdo responsaveis por prejuizos econdmicos na pecuéria, como a tristeza parasitaria
bovina (TPB), responsavel por altos indices de mortalidade e morbidade, reducdo na producédo
de carne e leite, aborto e baixa fertilidade (SACCO, 2001), contribuindo com perdas
significativas na pecuaria, causada pelos efeitos de doencas transmitidas por carrapato que
podem chegar a 3,24 bilhdes de dblares anuais (GRISI et al., 2014).

A TPB ¢é uma doenca infecciosa parasitaria cujos agentes etioldgicos sdo a riquétsia
Anaplasma marginale e os protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina, responsaveis por
afetar bovinos, principalmente, em regides tropicais e subtropicais (MAHONEY & ROSS,
1972). E transmitida biologicamente, no Brasil, pelo carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, exclusivamente quando se trata de Babesia sp. Entretanto, A. marginale também
pode ser transmitida por fomites e vetores mecéanicos (moscas hematdfagas) (KESSLER,
2001).

No Brasil, a maioria das regides é considerada de estabilidade enzoética, com
frequéncia de animais acometidos superior a 75%. Excetuam-se as regides em que os fatores
ecologicos e climaticos ndo favorecem o desenvolvimento dos transmissores dos agentes da
TPB, em que ndo ha transmissdo continua aos animais, e estes entdo ndo desenvolvem
imunidade adequada quando jovens, caracterizando assim uma regido de instabilidade
enzodtica (MAHONEY & ROSS, 1972; SOUZA et al., 2000a).

Os sinais clinicos da TPB surgem ap06s o desenvolvimento e a multiplicacdo do(s)
patdgeno(s) no animal, comumente com apresentacdo de febre alta, anemia, ictericia,
hemoglobindria, anorexia, diminuicdo ou parada da ruminacdo, prostracdo, e em infeccdes por
B. bovis podem ocorrer sinais neuroldgicos (SOUZA et al., 2000a; DREHER et al., 2005).

O diagnostico da TPB pode ser realizado atraves de um exame clinico, porém desta
forma pode ser confundido ou associado a outras doencas (MADRUGA et al., 1986). Assim,
sO é possivel um diagndstico especifico através de exame laboratorial, sendo os mais
utilizados os de identificacdo indireta de anticorpos contra os agentes da TPB, tais como as

técnicas de imunofluorescéncia (IFI) (GUGLIELMONE et al., 1991), conglutinacdo répida



(TCR) e imunoenziméatico (ELISA) (MARANA et al., 2006). Esses testes sdo mais
comumente realizados para levantamentos epidemiolédgicos da propriedade e/ou regido. E 0s
métodos de diagnostico direto podem ser feitos por confeccdo de esfregagos sanguineos
(ALMERIA et al., 2001) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (FIGUEIROA et al., 1992),
auxiliando no correto tratamento dos animais acometidos, principalmente para diferenciacédo
dos casos de anaplasmose e babesiose, ja que o tratamento é especifico para cada enfermidade
(RIET-CORREA et al., 2001).

Em regides onde os surtos da doenca sdo frequentes, é necessario ter o conhecimento
do clima, manejo da propriedade, raca dos animais, intensidade e a frequéncia do vetor, e
principalmente, identificar o0s animais portadores assintomaticos para que Seja,
imediatamente, feito o tratamento correto a fim de evitar e minimizar perdas na propriedade
(SACCO, 2002).

A vacinacdo ¢ o método mais eficiente e econémico de prevencdo da infeccdo.
Atualmente, existe uma Unica vacina disponivel no mercado para TPB com registro e
licenciada pelo Ministério da Agricultura, baseada em microrganismos vivos atenuados
derivados de sangue de bovinos infectados, disponivel desde o ano de 1990 (ARTECHE,
1992). Porém, este tipo de vacina apresenta inUmeras desvantagens, tais como, risco de
reversao da viruléncia dos patdgenos, contaminacdo com outras doencas bovinas e
sensibiliza¢do dos animais contra grupos sanguineos (WRIGHT & RIDDLES, 1989).

Considerando a importancia da TPB na bovinocultura faz-se necessario o estudo de
novas formulacBes vacinais que confiram maior protecdo a bovinos e seja de facil
manipulacdo. Assim, propde-se com este estudo obter uma proteina recombinante quimérica
contendo fragmentos de proteinas com reconhecido potencial imunogénico, sendo elas VIRB9
e VIRB10 de A. marginale e PO de Babesia sp. e determinar se nesta conformacao, anticorpos
sdo capazes de realizar o reconhecimento da proteina quimérica, como forma de avaliacdo

inicial de um candidato a vacina.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico

Em 1888, o pesquisador Victor Babes investigou surtos de uma doenca que causava

hemoglobinudria em bovinos na Roménia, onde descobriu a presenga de um microrganismo no



interior de eritrocitos e, como acreditava tratar-se de uma bactéria, denominou-o de
Haematococcus bovis (BOCK et al., 2004).

Em 1893, Theobold Smith e Fred Kilborne, associaram uma enfermidade ocorrida nos
Estados Unidos, chamada de “Febre do Texas”, a hemoglobiniria em bovinos, classificando o
agente como um protozoario, denominado de Pyrosoma bigemina (BOCK et al., 2004). No
mesmo ano, Starcovici comprovou a similaridade do microrganismo de Babes com o0s
estudados por Smith e Kilborne, propondo a denominagdo Babesia para o género, e que H.
bovis passasse a ser B. bovis e P. bigemina passasse a ser B. bigemina (UILENBERG, 2006).

Sir Arnold Theiler na Africa do Sul, em 1910, reconheceu pontos marginais, em
eritrocitos de bovinos doentes, responsaveis por uma doenca similar a febre do Texas,
denominando o agente como A. marginale. Com esta descoberta, determinou-se que
babesiose e anaplasmose sdo doencas distintas que podem infectar o mesmo animal (KOCAN
etal., 2010).

2.2 Agente etioldgico

A TPB é um complexo de doencas, que no Brasil, 0s principais agentes etioldgicos sdo
Anaplasma marginale, Babesia bovis e Babesia bigemina. Esses agentes sdo organismos
intraeritrocitarios e a enfermidade ocorre devido, principalmente, a uma intensa destruicdo
dos eritrdcitos do hospedeiro.

A babesiose € causada por um protozoario do filo Protozoa, subfilo Apicomplexa, da
classe Sporozoasida, ordem Piroplasmida, género Babesia. Em esfregacos sanguineos sdo
encontrados dentro de eritrocitos isolados ou em pares, em angulo caracteristico e com as
extremidades estreitas opostas. Sao tipicamente piriformes, mas podem se apresentar na forma
redonda, alongada ou em forma de charuto (URQUHART et al., 1996).

A anaplasmose é causada pela rickettsia Anaplasma marginale pertencente ao super-
reino Bactéria, filo Proteobacteria, classe Alphaproteobacteria, ordem Rickettsiales, familia
Anaplasmataceae (DUMLER et al., 2001). Consiste em um organismo intracelular obrigatério
e, em esfregacos sanguineos, apresentam-se como pequenos “corpusculos de inclusdao”
redondos no interior de eritrocitos (URQUHART et al., 1996).



2.3 Transmissao

A transmissdo bioldgica dos agentes da TPB, no Brasil, ocorre exclusivamente pelo
carrapato R. (B.) microplus. Em outros paises foi demonstrada experimentalmente a
transmissao bioldgica de A. marginale por vérias outras espécies de carrapatos (STILLER &
CONAN, 1995). No entanto, a transmissdo da anaplasmose também pode ocorrer por insetos
hematofagos e pela via iatrogénica (KESSLER, 2001), e a transmissdo congénita pode ocorrer
nas duas enfermidades (RIBEIRO et al., 1995; BRACARENSE et al., 2001).

O frequente contato fisico dos bovinos, principalmente quando ha contato entre mée e
filho, ou entdo entre animais em periodo de reproducédo, é um importante fator que auxilia na
transmissdo do vetor infectado (KESSLER, 2001). Em animais que apresentam parasitemia
baixa, poucos vetores sdo necessarios para efetiva transmissdo dos agentes da TPB, pois 0
parasita € capaz de compensar esta baixa parasitemia com replicacdo biologica (ERIKS et al.,
1993).

Apds a ocorréncia de uma infeccdo aguda de TPB, os animais permanecem com nivel
eritrocitario indetectaveis na microscopia durante muitos anos (>0,01% células parasitadas),
permanecendo como reservatorio e fonte de infeccdo dos patdgenos (KIESER et al., 1990),
sendo capazes de manté-los vivos em mudanca de estagio de vida e serem capazes de

transmitir o microrganismo entre geracées (LABRUNA, 2004).

2.4. Ciclo bioldgico

2.4.1 Babesia sp.

O ciclo biologico, nos bovinos, ocorre inicialmente pelo carrapato R. (B.) microplus
durante o repasto sanguineo, onde inocula os esporozoitos de Babesia sp, que através da
saliva do carrapato minimiza as rea¢fes imunoldgicas do hospedeiro contra o patdgeno
inoculado (LABRUNA, 2004). Apds chegar a corrente sanguinea, 0s parasitas atingem as
hemécias e se transformam em trofozoitos, por um processo de merogonia, dividem-se
assexuadamente por fissdo binaria dando origem aos merozoitos, ocasionando no rompimento
da hemacia e invasdo de novos eritrocitos (URQUHART et al., 1996; BOCK et al, 2004;
UILENBERG, 2006).

O carrapato, durante o hematofagismo, ingere o sangue parasitado contendo 0s

gametdcitos, os eritrocitos se rompem no trato gastrointestinal liberando os gametas, onde



ocorrerd a fecundagdo unindo-se aos pares formando os zigotos. Os zigotos migram para a
corrente circulatéria, desenvolvendo-se em oocinetos e atingindo células de varios 6rgaos
(URQUHART et al., 1996; BOCK et al, 2004; UILENBERG, 2006).

Quando infecta o ovario, os parasitas invadem os ovdcitos, que em seguida continuam
a multiplicacdo nos tecidos das larvas eclodidas. A infec¢do, quando chega as glandulas
salivares, na primeira alimentacdo das larvas, esses se transformam em esporonitos que se
rompem liberando os esporozoitos, que irdo infectar um novo hospedeiro (URQUHART et
al., 1996; BOCK et al, 2004; UILENBERG, 2006).
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Figura 1. Ciclo biolégico da Babesia sp. Fonte: Adaptado de

http://pixgood.com/babesia-microti-life-cycle.html.

2.4.2 Anaplasma sp.

Em infeccdo por A. marginale, o patégeno entra no eritrocito, invaginando a
membrana celular de modo a formar um vaclolo conhecido como forma reticulada
(vegetativa), que se divide por fissdo binaria formando um corpusculo de inclusdo contendo
até oito “corpusculos iniciais” mantidos juntos, também conhecidos como forma densa
(URQUHART et al., 1996; KOCAN et al., 2003)



2.5 Patogenia e sinais clinicos

A intensidade e os sinais clinicos de TPB sdo dependentes de alguns fatores, como o
agente etioldgico, quantidade do agente inoculado, e a sensibilidade dos hospedeiros ligados a
raca, idade e outros fatores individuais (RIET-CORREA et al., 2001).

Nos animais que apresentam infeccdo por Babesia sp., a multiplicagdo dos
protozoarios ocasiona um aumento da fragilidade osmdtica, relacionada ao desequilibrio na
producdo de citocinas pro inflamatorias e de oxido nitrico (BROWN & PALMER, 1999).
Consequentemente ocorre a destruicdo das células, o que resulta em hemoglobinemia,
hemoglobindria e febre nos animais acometidos, podendo envolver cerca de 0,2% a 45% dos
eritrocitos (URQUHART et al., 1996).

Geralmente B. bigemina parasita hemécias da circulagdo periférica (MASSARD &
FREIRE, 1985), ocasionando uma infecdo leve, com apresentacdo de mucosas palidas,
ictericia, aumento da frequéncia respiratoria e principalmente anemia (BROWN & PALMER,
1999; BOCK, 2004). A infec¢do por B. bovis € menos hemolitica, porém apresenta altas taxas
de mortalidade entre bovinos suscetiveis, pois causa modificacbes na membrana dos
eritrécitos e expressdo de proteinas de superficie que medeiam a adesdo dos eritrocitos nas
células endoteliais dos capilares, seguidos de sequestro de hemacias parasitadas e nao
parasitadas nos capilares de 6rgdos vitais como o cérebro, causando obstrucdo vascular,
anoxia tecidual e lesGes graves como a perda da funcdo dos 6rgaos. A doenca neuroldgica é
de grande importancia, pois caracteriza-se por incoordenacdo motora, ataxia, coma e morte
(BROWN & PALMER, 1999; VILORIA & SALCEDO, 2004).

Em animais infectados por Anaplasma sp., diferentemente do que ocorre na infec¢do
por Babesia sp., a anemia é acarretada por uma resposta autoimune causada pela producéo de
anticorpos contra a membrana eritrocitaria, com destruicdo tanto de hemacias infectadas
quanto ndo infectadas (KUTTLER, 1984). A infeccdo por esta riquétsia tem como principais
sinais clinicos a anemia, febre, mucosas pélidas e ictéricas, perda de peso rapido, letargia,
ocasionalmente sdo observados hemoglobinuria e em casos severos pode ocorrer a morte do
animal (AJAYI et al., 1978; HOFMANN-LEHMANN et al., 2004).

2.6 Epidemiologia



A anélise epidemioldgica da interacdo entre carrapatos, bovinos e hemoparasitas pode
revelar trés situagdes, que sdo: areas livres das doencas transmitidas pelo carrapato e animais
totalmente susceptiveis, caso 0s mesmos sejam expostos ao patdgeno; areas de instabilidade
enzodtica (frequéncia de anticorpos <75%), em que as condi¢Ges climaticas ndo sdo
favoraveis ao desenvolvimento do carrapato, porém ha ocorréncia de infestacfes temporarias,
constituindo o que se costuma chamar de “populacdo de risco”, com elevadas taxas de
mortalidade e morbidade; e area de estabilidade enzoética (frequéncia de anticorpos >75%)
onde as condi¢es climéticas sdo favoraveis ao desenvolvimento do vetor, com a maior parte
dos bovinos resistentes a TPB (MAHONEY & ROSS, 1972; ARTECHE et al., 1992).

Na maioria das regides do Brasil a epidemiologia da tristeza parasitaria bovina € de
estabilidade enzodtica (SANTOS et al., 2001; BERTO et al., 2008; GUEDES JUNIOR et al.,
2008; FOLLY et al., 2009), exceto em regides em que os fatores ecoldgicos e climéaticos ndo
favorecem o desenvolvimento dos transmissores dos agentes da TPB (MAHONEY & ROSS,
1972; SOUZA et al., 2000a). O estado da Paraiba é um exemplo de instabilidade enzodtica,
pois, em um total de 509 bovinos analisado por imunofluorescéncia indireta, foram detectados
anticorpos contra A. marginale e Babesia sp. nos valores médios por fazenda de 15% (0-75%)
para A. marginale, 9,5% (0-40%) para B. bigemina, e 26,9% (0-73,7%) para B. bovis
(COSTA et al., 2011, 2013).

A regido Sul do estado do Paranad possui alta prevaléncia da doenca, porém menor
guando comparado as regides Norte e Noroeste do estado, devido a diferenca de temperatura e
umidade que interferem no desenvolvimento do vetor R. (B.) microplus (MARANA et al.,
2009), caracterizando a area como sendo de instabilidade enzodtica.

Schild e colaboradores em 2008 analisaram uma regido no Rio Grande do Sul
considerada livre de vetor do agente da TPB, devido ao clima frio que prejudica o
desenvolvimento do carrapato. Foi possivel concluir que a introducdo acidental de R. (B.)
microplus de outras regides, quando em periodo de clima favoravel, pode acarretar a
ocorréncia de infestacdo e inoculacdo dos agentes em animais ndo imunes, e ocasionar surtos
de TPB na regido.

Estudos de soroprevaléncia para A. marginale e B. bovis na mesorregido Norte
Fluminense no Rio de Janeiro, caracterizam esta area como uma area de estabilidade
enzootica, ndo havendo diferenca significativa entre faixa etéria, sexo e aptiddes zootécnicas
entre os animais afetados (SOARES et al., 2000; SOUZA et al., 2000a). Porém, quando se
trata de B. bigemina, a soroprevaléncia encontrada caracteriza esta mesorregiao como uma

area de instabilidade enzodtica, devido a baixa/moderada infec¢cdo dos animais por B.



bigemina, 0 que caracteriza &rea como sujeita ao desequilibrio epidemioldgico (SOUZA et al.,
2000b).

2.7 Resposta Imunoldgica

A resposta imunologica capaz de proteger bovinos de forma eficaz contra TPB requer
componentes de resposta humoral e celular, além das caracteristicas inatas de cada animal
que, individualmente, determinam ou ndo resisténcia a infeccdo. Além disso, deve ser
considerado o tipo do agente invasor, pois cada um apresenta suas particularidades
(MADRUGA et al., 2001).

A imunidade especifica pode ser formada por ocorréncia de uma infeccdo ou por
transferéncia passiva de anticorpos. A resposta imune humoral, induzida com a participacdo
de linfocitos T auxiliares, gera anticorpos que irdo neutralizar a infeccdo dos eritrécitos pelo
microrganismo e potencializar a fagocitose (TEIXEIRA et al., 2000). Porém, uma infeccéo
natural, vacinacdo ou premunicdo é necessaria para que o animal desenvolva imunidade
duradoura (HALL, 1963).

Proteinas presentes na membrana externa de corpusculos iniciais de A. marginale
(Major Surface Proteins — MSPSs) sdo responsaveis por induzirem a producdo de anticorpos
responsaveis pelo controle da riquetsemia aguda e anemia (TEBELE et al., 1991). Entretanto,
a resposta imune humoral desencadeada pelos anticorpos, isoladamente, ndo é capaz de
proteger os bovinos contra o patégeno (BROWN et al., 2001). Os mondcitos, macrofagos,
neutrofilos e as células “Natural Killers”, sendo a primeira linha de defesa celular, sdo os
responsaveis por fazer a fagocitose, produzir citocinas e explosdo oxidativa, atuando como
fatores de resisténcia as infeccBes por diversos parasitos (ALLISON & EUQUI, 1983). Essas
celulas de defesa sdo ativadas pelos linfocitos T auxiliares (CD4+), e estimuladas por
interferon-y a produzirem 1gG2, responsavel por auxiliar no processo de neutralizacdo da
infeccdo mediada por anticorpos (ESTES et al., 1994; BROWN et al., 1998; TUO et al.,
2000).

Segundo estudos de Pacheco e colaboradores (2004), em média, os bezerros
apresentam baixa porcentagem de imunoglobulinas séricas ao nascimento, com 45 dias de
vida o0s bezerros sdo negativos quanto a presenca de anticorpos e, a partir dos 60 dias de idade
0s niveis de anticorpos séricos comegam a aumentar novamente, com producdo ativa de

anticorpos especificos.



Animais que ndo sdo previamente afetados pelos agentes da TPB até a idade de 7 a 9
meses ndo desenvolvem imunidade duradoura, com isso, ocorre uma maior taxa de letalidade

em casos de surtos de carrapatos (COSTA et al., 2013).

2.8 Controle e profilaxia

Para elaborar estratégias de controle e profilaxia devem ser levadas em consideracdo
informagdes epidemioldgicas da propriedade, especialmente a forma de transmissdo pelo
carrapato (MORZARIA et al., 1992). Os pecuaristas, com intuito de aumentar a
produtividade, tém adotado praticas de manejo que contribuem para a proliferacdo de
carrapatos, como a utilizacdo de estabulos e aquisicdo de animais provenientes, muitas vezes,
de é&reas endémicas para TPB.

Para o melhor controle da infeccdo por A. marginale deve manter-se a propriedade
livre de moscas hematofagas, principalmente em épocas chuvosas. Resultados insatisfatérios
podem ser gerados quando os sistemas de criacdo sdo empregados de forma errada na
propriedade, quando o uso de produtos carrapaticidas € feito de forma indiscriminada e a falta
de padronizacdo dos métodos utilizados na premunicdo (GONCALVES, 2000).

A medida mais apropriada de profilaxia dessa hemoparasitose é a imunizacdo dos
animais susceptiveis, principalmente em animais de &reas livres de carrapatos levados para
area com carrapato, areas de instabilidade enzodtica, animais expostos a uma situacdo de
reducdo temporaria da infestacdo por carrapatos ou com superinfestacdo de carrapatos
(GONGCALVES, 2000; SACCO, 2001).

Em busca de desenvolver imunidade e/ou protecdo do rebanho deve ser realizado o
controle de vetores, ja que o carrapato ndo deve ser erradicado da propriedade para que 0s
animais sejam parasitados durante todo o ano, permitindo doses infectantes baixas e
adequadas (GONCALVES, 2000). A quimioprofilaxia, que consiste no tratamento dos
animais com quimicos e subsequente exposicdo a infestacdo de carrapatos (KUTTLER e
JOHNSON, 1986), € um método dispendioso e seu uso constante pode acarretar em selecdo
de cepas resistentes (KOCAN et al., 2003).

Outro método é a premunicdo, que consiste na inoculacdo de sangue de animais
infectados em animais sensiveis, com isto, estes animais induzirdo resposta imune contra a
doenca. Entretanto, este método possui muitas desvantagens, como o risco de inocular outros

agentes infecciosos carreados pelo sangue, induzir auto-imunidade, ou ocasionar uma forte
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reacdo nos animais devido a viruléncia da cepa ou grande quantidade de microrganismo
inoculado (SILVA & LIMA, 1995).

2.9 Diagnostico e tratamento

Para a realizacdo do diagnostico, devem ser levados em consideracdo dados
epidemioldgicos, sinais clinicos apresentados, exames laboratoriais e, em casos de 6bito do
animal, devem ser observadas as lesbes na necropsia.

O diagndstico feito por avaliagdo dos sinais clinicos é relativamente mais simples,
porém em alguns casos mais agudos, 0s sintomas nem sempre sdo identificados. Por causa
disso, o diagndstico mais especifico deve ser realizado, j& que 0os mesmos sintomas podem ser
encontrados em outras enfermidades (MADRUGA et al., 1986).

O diagnostico especifico é feito através de exames laboratoriais, sendo os mais
utilizados os de identificacdo indireta de anticorpos contra os agentes da TPB, como a técnica
de imunofluorescéncia (IFI) (GUGLIELMONE et al., 1991), conglutinacdo rapida (TCR) e
imunoenzimético (ELISA) (MARANA et al., 2006), comumente realizados para
levantamentos epidemioldgicos da propriedade e/ou regido. Os métodos de diagndstico direto
podem séo feitos por confeccdo de esfregacos sanguineos (ALMERIA et al., 2001) e reacdo
em cadeia da polimerase (PCR) (FIGUEIROA et al., 1992), auxiliando na diferenciacdo dos
casos de anaplasmose e babesiose (RIET-CORREA et al., 2001).

E de grande importancia a identificacdo do agente etiolégico da TPB, para se realizar
o tratamento adequado, ja que este € especifico para cada enfermidade. Quando se trata de
babesiose o tratamento constitui-se em derivados de diamina e, para anaplasmose, sdo
empregadas as tetraciclinas. Em casos que nao é possivel o diagndstico preciso, o tratamento
deve ser realizado com dipropionato de imidocarb, pois possui acdo para as duas doencas. Em
casos mais graves da doenca é importante o tratamento suporte que inclui a soroterapia,
protetor hepético e transfusdo de sangue, o que torna o tratamento cada vez mais oneroso
(SACCO, 2001), e aumenta o risco de residuos presentes na carne e no leite para consumo,
trazendo risco a satde humana (MAPA, 1999; FEIJO et al., 2013).
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2.10 Vacinas contra TPB

Uma vacina ideal contra TPB deve ser capaz de induzir imunidade protetora, em nivel
de evitar a infeccdo nos bovinos e impedir a transmissdo do patdgeno pelos carrapatos
(KOCAN et al., 2010). Para isso, 0 animal deve receber antigenos com potencial de estimular
uma resposta imunolégica duradoura (TIZARD, 2009).

Existem, no Brasil, duas vacinas contra TPB, que sdo a Eritrovac e a Embravac.
Entretanto, apenas a primeira € licenciada e comercializada (ARTECHE, 1992). Séo vacinas
do tipo viva atenuada produzida com A. centrale, pois esta possui epitopos reconhecidos por
células T CD4+ conservados, que auxiliam na protecdo cruzada também contra A. marginale
(SHKAP et al., 2002). E usada no Brasil, e em véarios paises, associada com amostras
atenuadas de Babesia (KESSLER et al., 1991). Mesmo sendo uma vacina eficiente, ndo
impede a infecgdo concomitante de A. marginale (DE LA FUENTE et al., 2002), além da
existéncia do risco de reversdo da viruléncia do patdgeno (SHKAP et al., 2008), os animais
podem permanecer persistentemente infectados, tornando-os reservatorios assintomaticos do
patdgeno o que contribui com a propagacéo da doenca (KOCAN et al., 2010).

O uso de vacinas vivas contra anaplasmose teve inicio em 1900 por Sir Arnold
Theiler, realizada com a inoculacdo de eritrécitos infectados ou com o microrganismo
atenuado. Ja as vacinas mortas contra A. marginale foram comercializadas nos EUA na
década de 1960 e retiradas do mercado em 1999. Esse tipo de vacina, mesmo possuindo
algumas vantagens, confere baixa protecdo em relacdo as vacinas vivas (KOCAN et al.,
2010).

Estudos com isolamento e atenuacdo de amostras de campo de B. bigemina e B. bovis
estdo sendo desenvolvidos (KESSLER et al., 1987a, 1987b; KESSLER et al., 1991). Porém,
estas vacinas, sendo elas produzidas por irradiagdo ou por passagem em hospedeiros nédo
usuais, geralmente ndo desenvolvem a protecdo necessaria nos animais vacinados, sendo
pouco confiaveis (CARSON et al., 1977; KUTTLER & ZAUGG, 1988; KOCAN et al.,
2010).

2.11. Proteinas candidatas vacinais contra TPB
A exploragdo de novas tecnologias de DNA recombinante conduziu a um novo

conceito de imunizacdo, em que epitopos isolados capazes de estimular uma resposta imune

especifica sdo selecionados para novas formulagdes vacinais. Dessa forma, vem sendo criadas
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bases de dados a partir de sequenciamentos completos de genoma e analises protedmicas em
busca de epitopos de proteinas que induzam producdo de INF-gama e induzam 1gG2 nos
animais contra os agentes da TPB (BROWN et al., 1998; BRAYTON et al., 2005; LOPEZ et
al., 2005).

Entre elas, as proteinas VIRB9 e VIRB10 de A. marginale, pertencentes ao sistema de
secrecdo do tipo IV (TFSS — type four secretion system), sdo altamente conservadas e
possuem grande capacidade de induzir 1gG e estimular linfocitos T CD4" (LOPEZ et al.,
2007; MORSE et al.,, 2011). Foram identificadas como imunogénicas por reagirem com
anticorpos de bovinos imunizados com membrana externa de A. marginale e 19G2 de bovinos
naturalmente infectados (LOPEZ et al., 2005; ARAUJO et al., 2008). Ademais, VIRB9 e
VIRB10 j& foram utilizadas em sua conformacgdo recombinante para inducdo de resposta
imune com producéo de IFN-gama em camundongos (CASTELAO et al., 2012).

A proteina PO de B. bovis também foi avaliada quanto a sua conservacdo e
antigenicidade, apresentando alta conservacdo entre os isolados brasileiro, bem como foi
confirmado que anticorpos especificos de isotipo 1gG2 de animais naturalmente infectados
com B. bovis reagem com a proteina recombinante, indicando um direcionamento de resposta
imune do tipo TH1 (RAMOS et al., 2009). Soro de animais experimentalmente infectados
com B. bigemina também foram capazes de reconhecer POr, o que revelou a possibilidade de
uso dessa proteina em vacinagdo tanto para inducdo de resposta imune contra B. bovis como
contra B. bigemina.

Considerando a importancia de controlar a TPB no Brasil, uma vacina formulada com
base em porcdes de proteinas ricas em epitopos para a construgdo de uma quimera proteica,
capaz de promover protecdo contra mais de um microrganismo, € uma ferramenta promissora
para estimular resposta imune duradoura, segura e eficaz (ALMAZAN et al., 2012;
MARCHIORO et al. 2014; ZHAO et al. 2015).
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ABSTRACT. - GOMES, J. S. 2015. [Production and preliminary evaluation of a recombinant chimeric protein for
use in tick fever control] Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Setor Sanidade Animal, Embrapa Gado de

Corte.

The tick fever is an important disease caused by the rickettsia Anaplasma marginale and the protozoa Babesia
bovis and Babesia bigemina, causing significant economic losses to the agricultural sector. Taking into account
the several disadvantages of the nowadays commercialized vaccine against tick fever agents, this study proposes
the production of a recombinant chimeric protein containing potential immunogenic epitopes in order to
subsequently test it as a candidate for a new vaccine. This chimeric recombinant protein was then obtained from
a synthetic gene containing portions of VirB9 and VirB10 genes of A. marginale and PO Babesia sp, which were
inserted in a prokaryotic expression vector. The recombinant protein, named VIRBO9VIRB10PO, was produced at
high purity and its identity was confirmed by SDS-PAGE and Western blotting. In silico studies showed that this
recombinant protein retains its antigenicity. On the other hand, sera from A. marginale and / or Babesia sp.
naturally infected cattle (n=25) were analyzed by ELISA for IgG-type antibody response. Preliminar analysis
revealed that only 3 of the 25 sera were able to recognize VIRBOVIRB10PO. This may be explained by the fact
that our gene was synthesized to be enriched for MHC class II binding epitopes. In fact, several studies suggest
that tick fever immune protection is made predominantly by a cellular-type response. Nevertheless, humoral
immune response analysis will be further explored with a higher sampling and cellular responses shall be

evaluated by VIRBOVIRB10PO mice immunization.
INDEX TERMS: Anaplasma sp.; Babesia sp.; vaccine; gen VirB9; gen VirB10; gen PO.
RESUMO. - [Producdo e avaliagdo preliminar de uma proteina recombinante quimérica para uso no controle de

Tristeza parasitaria bovina (TPB)] A tristeza parasitaria bovina é uma importante doenga causada pela riquétsia

Anaplasma marginale e pelos protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina, responsaveis por consideraveis



22

perdas econdmicas ao setor agropecuario. Considerando que a vacina comercializada contra os agentes da TPB
apresentam muitas desvantagens, foi proposto com este estudo obter uma proteina recombinante quimérica,
contendo epitopos com potencial imunogénico, com a finalidade de testi-la posteriormente como candidata a
uma nova vacina. Esta proteina recombinante quimérica foi obtida a partir de um gene sintético inserido em um
vetor de expressdao em organismos procaridticos, contendo por¢oes dos genes VirB9 e VirB10 de A. marginale e
PO de Babesia sp. A proteina recombinante, denominada VIRBOVIRB10PO, foi produzida com alto grau de pureza
e confirmada por avaliacdo em SDS PAGE e Western blotting. Estudos in silico mostraram que essa proteina
mantém a antigenicidade em sua conformagdo recombinante. Soros de 25 bovinos naturalmente infectados com
A. marginale e/ou Babesia sp. foram analisados por ELISA indireto para resposta humoral do tipo IgG. Em uma
primeira analise, apenas trés dos 25 soros dos animais foram capazes de reconhecer a proteina recombinante
quimérica VIRBOVIRB10PO. E possivel que isso tenha ocorrido porque as porgdes selecionadas neste estudo
foram sintetizadas de modo a conter principalmente epitopos de ligacdo a MHC classe 1], ja que estudos sugerem
que uma resposta imune capaz de proteger bovinos contra TPB é baseada em uma resposta predominantemente
celular. Assim, estudos de resposta imune humoral com uma amostragem maior e andlise de reposta celular

serdo avaliados pela VIRBOVIRB10P0 em imunizag¢do de camundongos.

TERMOS DE INDEXAGAO: Anaplasma sp.; Babesia sp.; vacina; gene VirB9; gene VirB10; gene PO.

INTRODUCAO

A babesiose bovina é causada pelos protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina e a anaplasmose
bovina pela riquétsia Anaplasma marginale, formando o complexo tristeza parasitaria bovina (TPB). Sao
enfermidades transmitidas por artrépodes hematéfagos, cujo principal agente transmissor no Brasil é o
carrapato Riphicephalus (Boophilus) microplus, sendo estes patdgenos responsaveis por afetar bovinos,
principalmente, em regides tropicais e subtropicais (MAHONEY & ROSS 1972).

Os agentes da TPB sdo microrganismos intraeritrocitarios e a enfermidade ocorre devido
principalmente, a uma intensa destrui¢do dos eritrécitos do hospedeiro. E de grande importancia no Brasil, pois
o0 pais exportou carne in natura para 65 paises no ano de 2014 (IBGE 2014). Altos indices de mortalidade e
morbidade, redugdo na produgdo de carne e leite, aborto e baixa fertilidade ocasionados por esta enfermidade
(SACCO 2001) contribuem com perdas significativas na pecuaria que podem chega a 3,24 bilhdes de doélares
anuais, relacionado aos efeitos de doencas transmitidas por carrapato (GRISI et al. 2014).

A anilise epidemiolégica da interagdo entre carrapatos, bovinos e hemoparasitas pode revelar trés
situagdes, que sdo: areas livres das doencas, areas de instabilidade enzodtica e area de estabilidade enzodtica
(MAHONEY & ROSS 1972, ARTECHE et al. 1992). Na maioria das regides do Brasil a epidemiologia da TPB é de
estabilidade enzodtica, exceto em regides em que os fatores ecoldgicos e climaticos nido favorecem o
desenvolvimento dos transmissores dos agentes da TPB, ndo havendo transmissdo continua aos animais, os
quais ndo desenvolvem imunidade adequada quando jovens, caracterizando uma regido de instabilidade
enzoo6tica (SOUZA et al. 2000, MAHONEY & ROSS 1972).

A intensidade e os sinais clinicos da TPB sdo dependentes de alguns fatores, como o agente etiolégico,

N

quantidade do agente inoculado, e a sensibilidade dos hospedeiros ligados a raga, idade e outros fatores
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individuais (RIET-CORREA et al. 2001). Comumente o animal infectado apresenta febre alta, anemia, ictericia
(Anaplasma sp.), hemoglobinuria (Babesia sp.), anorexia, diminui¢do ou parada da ruminagdo, prostracio, e
sinais neurolégicos (Babesia bovis) (DREHER et al. 2005, SOUZA et al. 2000).

O tratamento deve ser realizado de forma rapida e adequada com intuito de minimizar perdas na
propriedade, principalmente em regides onde os surtos sdo frequentes. Entretanto, é de grande importancia a
identificacdo do agente etioldgico da TPB, ja que este é especifico para cada enfermidade (SACCO 2001). Para
isso, devem ser avaliados dados epidemioldgicos, sinais clinicos e lesdes, sendo que um diagnéstico especifico s6
é possivel através de exame laboratorial (RIET-CORREA et al. 2001).

A vacinagdo é o método mais eficiente e econémico de prevencdo da infec¢do. Atualmente, existe uma
Unica vacina disponivel no mercado para TPB com registro e licenciada pelo Ministério da Agricultura, baseada
em microrganismos vivos atenuados (ARTECHE 1992). Porém, as vacinas até hoje produzidas para TPB
protegem os animais da doenga clinica, mas ndo de se tornarem persistentemente infectados, contribuindo com a
propagacdo da doencga, pois tornam-se reservatorios assintomaticos do patégeno (KOCAN et al. 2010). Outras
desvantagens podem ser destacadas quanto a vacina disponivel tais como, risco de reversio da viruléncia dos
patdégenos, contaminagdo com outras doengas bovinas e sensibilizagdo dos animais contra grupos sanguineos
(WRIGHT & RIDDLES, 1989).

Considerando a importancia da TPB na bovinocultura faz-se necessario o estudo de novas formulagdes
vacinais que confiram maior protecdo a bovinos e seja de facil manipulacdo. Assim, propde-se com este estudo
obter uma proteina recombinante quimérica contendo fragmentos de proteinas com reconhecido potencial
imunogénicos, sendo elas VIRB9 e VIRB10 de A. marginale e PO de Babesia sp. e determinar se, nessa
conformacdo, anticorpos sdo capazes de realizar o reconhecimento da proteina quimérica, como forma de

avaliacdo inicial de um candidato a vacina.

MATERIAL E METODOS

Obtenciao do gene quimérico

Trés proteinas foram selecionadas para este estudo, sendo elas VIRB9 e VIRB10 de A. marginale e PO de
Babesia sp. Essas proteinas foram previamente analisadas em relacio a imunogenicidade e/ou conservagio
entre os isolados (ARAU]O et al. 2008, JUNIOR et al. 2010, RAMOS et al. 2009, CASTELAO et al. 2012). No entanto,
para confec¢do do gene quimérico, apenas porgdes ricas em epitopos (regides de ligacdo a MHC classe II) foram
selecionadas ap6s andlise de predi¢do usando um servidor on line de livre acesso denominado Propred (SINGH &
RAGHAVA, 2001; http://www.imtech.res.in/raghava/propred/) e também pela andlise no software Protean -
DNAStar. A sequéncia do DNA quimérico desenhado para conter 1287 pares de bases, capaz de codificar uma
proteina quimérica com dominios hidrofilicos e antigénicos como mencionado acima, foi sinteticamente
confeccionada pela empresa de biotecnologia Genone Biotechnologies. Esta sequencia foi inserida no plasmideo
pET28a (Promega). O plasmideo recombinante contendo a sequencia quimérica (pET28a/VIRB9VIRB10PO0) foi
utilizado para transformar Escherichia coli da linhagem TOP10 (quimicamente competente) para obtengdo de
estoque e para cultivo e purificacdo de plasmideo por mini preparagdo usando o kit de purificagdo Pure Link

conforme recomendagdes do fabricante (Promega).
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Expressao do gene quimérico em E. coli e producio da proteina

0 plasmideo recombinante pET28a/VIRBOVIRB10PO foi utilizado para transformac¢ido de E. coli da
linhagem Rosetta (quimicamente competente), apropriada para expressao e producio de proteina recombinante
pelo uso deste plasmideo. Resumidamente, uma aliquota da bactéria, previamente preparada para a
transformacdo quimica, foi removida do armazenamento a -80 °C e colocada imediatamente no gelo. Apés o
descongelamento da bactéria competente, um volume de 2 pL do plasmideo pET28a/VIRBOVIRB10PO
(proveniente de uma mini preparacdo) foi adicionado ao tubo o qual foi incubado no gelo durante 30 minutos.
Em seguida, realizou-se um choque térmico pela incubagao a 42°C durante 45 segundos, sem agitacdo dos tubos.
Posteriormente, o tubo da reacdo de transformacao foi mantido no gelo durante 2 minutos seguido da adigao de
1 mL de meio de cultura Luria Bertani (LB). Este material foi entdo incubado por 1 hora em estufa a 37 °C, sob
agitacao constante de 250 RPM. Ao final, a reacdo de transformacao foi utilizada para o plaqueamento em meio
de cultura LB agar contendo os antibidticos cloranfenicol (15 pg/mL) e canamicina (34 pg/mL). As placas foram
incubadas por aproximadamente 16 a 18 horas a 37°C para o crescimento das colénias.

Para expressdo do gene quimérico foi realizado cultivo em meio liquido LB com os antibioticos
cloranfenicol e canamicina, iniciado pela incubacdo de um pré-inoculo contendo colonias de E. coli Rosetta
transformadas durante aproximadamente 18 horas, a 37 °C, sob agitacdo constante. Posteriormente, a cultura foi
reiniciada pelo uso do pré-inéculo (diluido a densidade 6tica (D.0.) 0,1. Foi utilizado Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranosideo (IPTG, Invitrogen) para indugdo da expressao quando a cultura atingiu uma leitura de
densidade dtica (D.0.) proximo a 0,6. A indugdo foi feita com 1mM de IPTG. Para analise da inducdo foi feita
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de amostras de cultura no momento da inducdo (Oh) e 3 horas
apos indugdo (3h). Essas amostras foram centrifugadas a 1200 RPM para obten¢do do sedimento bacteriano. O
sedimento bacteriano foi entdo tratado com tampdo da amostra para aplicacdo em gel de poliacrilamida.

Para obten¢do da producdo da proteina em larga escala foram cultivados cerca de 1,5 litros de cultura de
E. coli da linhagem Rosetta transformada. O sedimento assim obtido foi tratado com tampdes contendo agentes

denaturantes (uréia 8M e/ou guanidina 6M) e utilizado para purificacio.

Purificacdo por cromatografia de afinidade

A purificacdo da proteina quimérica recombinante foi realizada por cromatografia de afinidade ao
niquel. Essa purificacdo foi realizada modificando o método de centrifugacio para gravitacional (Probond Resin
- Invitrogen), seguindo e adaptando as instru¢des do fabricante.

Para a criagdo de uma coluna, foi utilizada uma seringa de 5 mL e um pedaco de 13 de algodado de vidro
comprimido dentro desta, a resina foi transferida para a coluna montada e a passagem dos reagentes foi
realizada pela acdo da gravidade.

As elui¢cdes foram realizadas com solu¢do tampao contendo alta concentracao de Imidazol (480 mM).

Todo material eluido apds a cromatografia de afinidade foi dialisado contra tampao PBS 1X, para
remocado dos agentes denaturantes. A didlise foi realizada a 4 °C, durante 24 horas, com trés trocas de tampao a

cada 6 horas, em béquer de 2 litros sob agitacao constante.
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Analise da producao e purificacao da proteina quimérica

Todas as analises referentes a producdo e purificagdo da proteina recombinante quimérica foram
realizadas em gel de poliacrilamida (12%) corado com Comassie Blue. A confirmac¢do da expressdo do gene e,
consequentemente, a producdo da proteina, foi realizada por Western Blotting. Um gel de poliacrilamida
contendo a proteina quimérica recombinante foi utilizado para realizacio de transferéncia para uma membrana
de nitrocelulose durante cerca de 2 horas a 100 volts. Anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase
(diluigdo 1:3000) foi utilizado para identificacdo da ligagdo dos anticorpos especificos a proteina quimérica por
conter residuos de histidina em sua por¢do N-terminal. Entre cada uma das etapas utilizou-se lavagens com PBS
1X/Tween20, como procedimento padrdo em Western blotting. Para a revelacdo foi utilizado 1mg/mL de
diaminobenzidina (DAB) dissolvido em agua destilada mais 1 pL/mL de peréxido de hidrogénio na hora de
aplicar na membrana.

A quantificagdo do material purificado foi realizada pelo método de Lowry (Lowry, 1950). Para esta
quantificacdo a quantidade de material obtida foi determinada com base em uma curva padrdo de BSA

utilizando-se o programa Prisma (GraphPad).

Avaliacdo da resposta imunolégica humoral de bovinos com a proteina recombinante quimérica

A resposta imunolégica humoral foi avaliada pela analise da presenca de IgG bovino por meio de ELISA
indireto. Foi realizada uma padronizagdo do teste especifico para a proteina recombinante no qual as
concentragdes Gtimas de antigenos e diluicdes de soro foram determinadas. Para tanto, foi utilizada a proteina
quimérica previamente solubilizada em SDS 2% (LECHTZIER et al. 2002). Para a realizacdo do teste, a
preparacao proteica foi necessariamente diluida 1:100 para o inicio da sensibiliza¢do. Assim, placas de 96 pogos
(Costar 3590) foram adsorvidas com a proteina diluida em tampé&o carbonato-bicarbonato, pH 9,6 (100 pL/poco)
e incubadas overnight, em camara umida a 4°C. Apos este periodo, os pogos foram bloqueados com PBS com
0,05% de tween 20 (PBST) com 10% de leite desnatado (Molico), por 1 hora a 37 °C. Um pool de todas as
amostras de soro de 25 animais positivos e soro de 25 animais negativos para os agentes da TPB foram
analisadas em dilui¢des seriadas e incubadas por 1 hora a 37°C. Essas amostras foram previamente analisadas
em ELISA indireto especifico para cada agente. Para avaliacdo da interagdo Ag/Ac, o anticorpo anti-IgG de bovino
conjugado a peroxidase (Sigma) foi usado diluido a 1:10.000 em PBST com 1% de leite desnatado e incubadas
por 1 hora a 37°C. As rea¢des enzimaticas foram reveladas com 95 pL /poc¢o de OPD (Sigma-fast OPD) no escuro
durante 15 minutos e interrompidas com 50 pL /pog¢o de H,SO4 3M. As densidades épticas foram determinadas
por espectrometria em leitor de ELISA com filtro de 492 nm.

A realizacdo do ensaio de ELISA individual dos 21 soros de animais positivos e 21 negativos foi
desenvolvida como descrito anteriormente. A proteina recombinante quimérica foi adsorvida (1,56 pg/mL) em
uma placa e diluida em tampao carbonato-bicarbonato e o soro analisado foi diluido a 1:100em PBST com 1% de

leite desnatado. A determinacdo do cut-off foi baseada em Frey et al, 1998, pelo uso da seguinte férmula: X + SD.f,

no qual f corresponde a um valor pré-determinado estatisticamente para o nimero de amostras utilizadas (f =

1,772).
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Analise Estatistica
Foi realizada andlise estatistica para comparacdo das médias dos valores de densidade éptica para o
ELISA indireto pelo uso de teste t ndo pareado, com o auxilio do programa GraphPad Prism®, sendo considerado

como estatisticamente significativos valores de P<0,05.

RESULTADOS

Construcio quimérica de VIRB9/VIRB10 e PO

A sequéncia génica quimérica criada para representar porg¢des ricas em epitopos (Figura 1) foi
desenhada para conter 321 pares de bases codificadoras de VIRB9, 231 pares de bases codificadoras de VIRB10
e 735 pares de bases codificadoras de P0. Dessa forma, a proteina quimérica foi produzida de modo a conter 429
residuos de aminoacidos (codificados de 1287 pares de bases). Como demonstrado (figura 2), o gene sintético
inserido no plasmideo de escolha (para expressdo em organismos procariéticos) apresenta-se “funcional”, tendo
sido corretamente confeccionado, uma vez que a proteina produzida foi confirmada como sendo a proteina
desejada. A massa molecular (aproximadamente 47kDa) da proteina produzida a partir deste gene esta
compativel ao tamanho previsto por andlise in silico, mostrando que a proteina produzida corresponde a

proteina quimérica.

Inducido da expressao do gene em E. coli
A expressao do gene quimérico pelo uso de IPTG em bactérias E. coli da linhagen Rosetta, transformadas
com pET28a/VIRBIOVIRB10PO, foi confirmada pela producio de uma proteina com cerca de 47 kDa. Essa

proteina é visualizada na amostra obtida ap6s 3 horas de inducdo da expressdo com IPTG (Figura 02).

Purificacdo da proteina quimérica recombinante

A proteina quimérica recombinante foi purificada por cromatografia de afinidade ao niquel por conter
residuos de histidina em sua por¢do N-terminal (posteriormente confirmado por Western Blotting - Figura 03). A
recuperacao da proteina purificada foi elevada e o material obtido apresentou elevado grau de pureza (Figura
04). O total de proteina obtida foi de aproximadamente 5,6 mg. O volume de proteina purificada foi de 9,6 mL e a
concentragdo obtida nesta preparacido foi de 0,6 mg/mL. Como a proteina recombinante manteve-se insoldvel
apds a remocgao dos agentes denaturantes durante a dialise, a quantificacdo foi realizada apenas apds tratamento

com NaOH, o qual permitiu sua quantificacao sem interferéncia no teste utilizado (Lowry, 1950).

Anadlise da antigenicidade da proteina quimérica VIRB9VIRB10P0

Foi realizada a comparacao entre as médias dos valores de densidade éptica do ELISA indireto com a
proteina recombinante quimérica obtidos para cada um dos soros analisados, no qual foram incluidas amostras
negativas e positivas para os agentes da TPB (4. marginale, B. bovis e B. bigemina). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos de amostras negativas e positivas (p>0,05) (Figura 5). No entanto,
a resposta para esse antigeno foi positiva para 3 amostras, como determinado pelo cut-off (0,274).

Para confirmar a baixa reatividade do teste ELISA foi realizado um ensaio de Western blotting utilizando-
se as mesmas amostras (pool de amostras). Tampouco, houve reconhecimento da proteina quimérica pelo soro

de animais naturalmente infectados (dados ndo mostrados).
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DISCUSSAO

0 método de controle atual mais eficiente e econdmico contra TPB é a vacinagio, porém a Unica vacina
disponivel no mercado é baseada em microrganismos vivos atenuados, sendo capazes de proteger os animais da
doenga clinica, mas ndo de se tornarem persistentemente infectados. Esse tipo de vacina apresenta algumas
desvantagens, dessa forma, uma vacina formulada com base em uma proteina recombinante quimérica é uma
ferramenta promissora para estimulacdo de resposta imune duradoura e segura, fornecendo também uma
alternativa para o desenvolvimento de vacinas capazes de promover protecdo contra mais de um microrganismo
(ZHAO et al. 2015), como pode ocorrer na TPB. Neste trabalho, uma proteina quimérica formada por porg¢ées
ricas em epitopos de proteinas de Anaplasma e Babesia foi produzida a partir de um gene sintético.

A obtencdo de genes sintéticos por vias comerciais é uma alternativa a obtencao do gene pelo método
tradicional de clonagem, embora seja uma alternativa ainda considerada de alto custo. De qualquer forma, por se
tratar de um gene quimérico, a realizacdo de clonagem pelos métodos tradicionais seria altamente laboriosa, o
que acaba compensando o investimento na aquisi¢do deste produto sintético.

A exploragdo de novas tecnologias de DNA recombinante conduziu a um novo conceito de imunizacdo,
em que epitopos isolados capazes de estimular uma resposta imune especifica sdo selecionados para novas
formulagdes vacinais. Com isso proteinas quiméricas codificadas por genes inteiros ou mesmo por porg¢des de
genes tem sido alvo de estudos para vacinas contra diversos microrganismos, tanto para uso em animais como
em humanos (PRICE & HOLMES 2014). Suinos imunizados com esse tipo de proteina, codificada por trés genes
inteiros de Mycoplasma hyopneumoniae, desenvolveram resposta imune contra todos os antigenos (MARCHIORO
et al. 2014). Outro tipo de construcdo encontrada pode ser formada por proteinas de diferentes microrganismos
com objetivos diversos, como por exemplo a combinacdo de MSP-1a de Anaplasma marginale e BM-95 de
carrapato R. (B.) microplus, na qual MSP-1a é usada para o ancoramento da BM-95 na superficie de E. coli
(CANALES et al, 2008). A antigenicidade e os epitopos foram mantidos mesmo na proteina fusionada. Neste
mesmo contexto, estudos subsequentes mostraram que o uso desta e de outras construcdes de proteinas
recombinantes quiméricas, contra infestacdo do carrapato R. (B.) microplus, é uma ferramenta promissora, pois
obtiveram efic4cia acima de 60% (ALMAZAN et al., 2012).

Diversos estudos mostram que as proteinas VIRB9, VIRB10 e PO mantém sua antigenicidade em sua
conformacgdo recombinante. No entanto, no presente estudo, quando testada a proteina recombinante quimérica,
houve pouco reconhecimento desta por anticorpos de bovinos naturalmente infectados com A. marginale, B.
bovis e/ou B. bigemina. As porgdes selecionadas para compor esta proteina quimérica foram sintetizadas de
modo a conter principalmente epitopos de ligacdo a MHC classe II. Dessa forma, o reconhecimento por
anticorpos é menos provavel de ocorrer, comprovando a possibilidade de escolha correta das por¢des de cada
uma das proteinas. A andlise da sequéncia proteica resultante do gene quimérico, no software Protean - DNAStar,
mostra que a proteina quimérica tem em sua estrutura determinantes antigénicos em potencial, caracteristica
esta determinada pela andlise de diferentes parametros, a citar: hidrofilicidade, probabilidade de superficie e
flexibilidade (JAMESON & WOLFF, 1988). O grafico analisado por esta ferramenta apresenta multiplos picos ao
longo da sequéncia quimérica, cada um dos quais pode representar um determinante antigénico. Assim, é
possivel que uma avaliacdo da resposta imune celular de animais naturalmente infectados revele com maior

clareza o potencial antigénico/imunogénico desta quimera.
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E preciso considerar que a resposta imune especifica induzida nos animais cujas amostras foram
utilizadas neste estudo pode conter uma representatividade muito pequena em relacdo aos anticorpos
especificos capazes de reconhecer estruturas lineares ou conformacionais apresentadas na proteina quimérica,
que contem apenas fragmentos de cada uma das proteinas mencionadas. De fato de todas as amostras
analisadas, os 3 animais que mantiveram o reconhecimento da proteina quimérica sdo animais que
apresentaram uma resposta forte contra cada um dos patégenos em questdo em andlises anteriores (dados ndo
mostrados).

As proteinas escolhidas para compor a quimera aqui apresentada correspondem a proteinas
previamente avaliadas e com potencial para uso em vacinagio. As proteinas VIRB9 e VIRB10 de A. marginale sao
pertencentes ao sistema de secrecdo do tipo IV (TFSS - type four scretion system), altamente conservadas e
possuem grande capacidade de induzir IgG e estimular linf6citos T CD4+ (LOPEZ et al., 2007; MORSE et al,, 2011).
Foram identificadas como imunogénicas por reagirem com anticorpos de bovinos imunizados com membrana
externa de A. marginale e 1gG2 de bovinos naturalmente infectados (LOPEZ et al., 2005; ARAUJO et al., 2008).
Ademais, VIRB9 e VIRB10 ja foram utilizadas em sua conformacdo recombinante para inducdo de resposta
imune com producio de IFN-gama em camundongos (CASTELAO et al., 2012). As porcdes de VIRB9 e VIRB10
que compodem a quimera estudada neste trabalho apresentam epitopos previamente avaliados pela capacidade
de ligacdo a moléculas de classe Il de bovinos (MORSE et al., 2012). Alguns destes, inclusive, foram identificados
como capazes de estimular resposta linfoproliferativa. Assim, estes dados reforcam a possibilidade de que na
quimera VIRB9VIRB10PO, epitopos de VIRB9 e VIRB10 sejam apresentados por MHC de classe II bovino
favorecendo a inducdo de uma resposta celular.

A proteina PO de B. bovis foi avaliada previamente quanto a sua conservacdo e antigenicidade,
apresentando alta conservacdo entre as espécies de Babesia, bem como foi confirmado que anticorpos
especificos de isotipo IgG2 de animais naturalmente infectados com B. bovis reagem com a proteina
recombinante, indicando um direcionamento de resposta imune do tipo TH1 (RAMOS et al,, 2009; TERKAWI et
a.,, 2007). Soro de animais experimentalmente infectados com B. bigemina também foram capazes de reconhecer
POr, o que revelou a possibilidade de uso desta proteina em vacinagio tanto para inducdo de resposta imune
contra B. bovis como contra B. bigemina. Ndo ha dados na literatura que apresentem peptideos/epitopos para a
proteina PO de Babesia sp. Dessa forma, ndo é possivel avaliar ou comparar se a porg¢ao de PO selecionada para
este estudo de fato apresenta potencial de ligagio a MHC de classe II, como indicado pelas andlises aqui
realizadas.

Estudos sugerem que uma resposta crucial capaz de proteger os animais desses patdgenos é mediada
por macro6fagos e células NK, através de producdo primaria de IL-12 e INF-gama. A resposta imune esperada
como efetiva no controle da TPB é baseada em uma resposta predominantemente celular do tipo TH1 (BROWN
2012; AGUILAR-DELFIN et al.,, 2003). Assim, a proteina quimérica VIRBOVIRB10PO deve ser analisada neste
contexto. Estudos de resposta celular e imunizacdo de camundongos estdo sendo delineados para responder esta
questdo. Além disso, esta mesma proteina também sera utilizada para estudo apoés producdo in vivo mediante

injecdo de DNA, o que pode favorecer a indugao do tipo de resposta esperada como protetora.
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Figura 1. Modelo esquematico da elaboracdo do gene quimérico. A sequencia completa de DNA de cada um dos genes

escolhidos (virb9, virb10 e p0) foi analisada. Uma pequena regido de cada um dos genes foi selecionada para confeccéo
do gene quimérico, o qual foi inserido em vetor de expressdo em célula procariodtica (pET28a - Promega).
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Figura 02. Analise da produgdo da proteina recombinante quimérica em E. coli pela inducdo da expressdo do gene
inserido em plasmideo pET28a/VIRBOVIRB10PO. Gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie Blue. Raia 1 —
marcador de peso molecular; Raia 2 — lisado total de E. coli transformada com pET28a/VIRBI9VIRB10PO coletado

exatamente no momento da inducdo; Raia 3 — lisado total de E. coli transformada com pET28a/VIRBOVIRB10PO 3
horas apo6s a indugédo.
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Figura 3 — Western Blotting da proteina recombinante com anticorpo anti-histidina. Raia 1-Marcador de peso molecular;
Raia 2- lisado total de E. coli transformada com pET28a/VIRB9-VIRB10-P0 coletado exatamente no momento da
inducéo; Raia 3 — lisado total de E. coli transformada com pET28a/VIRB9-VIRB10-P0 3 horas ap6s a indugdo.
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Figura 4 — Purificacdo da proteina recombinante pelo método de cromatografia de afinidade ao niquel. Raia 1 —
marcador de peso molecular (Promega); Raia 2 — lisado total obtido 3 horas ap6s a inducdo com IPTG (amostra
utilizada para purificagdo); Raia 3- efluente; Raia 4- 1 ° lavagem da coluna com 60 mM de imidazol , Raia 5- 2 °
lavagem da coluna com 60 mM de imidazol, Raia 6 — 1° eluicdo com tamp&o contendo 480mM de Imidazol; Raia 7 —
2° eluicdo com tampéo contendo 480mM de Imidazol; Raia 8 — 3° eluicdo com tampéo contendo 480mM de Imidazol;
Raia 9 — 4° elui¢do com tamp&o contendo 480mM de Imidazol; Raia 10 — 5° eluigdo com tampé&o contendo 480mM de

Imidazol.
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Figura 5 — Avaliacdo do reconhecimento da proteina recombinante quimérica por anticorpos de animais naturalmente
infectados com os agente da TPB com a proteina recombinante quimérica VIRB9VIRB10P0. Soros de 21 bovinos
naturalmente infectados e 21 bovinos ndo infectados foram selecionados e avaliados, em duplicata, em placas de 96
pocos pré-sensibilizados com 100 pL da proteina recombinante quimérica (1,56 pg/mL) e as densidades Opticas foram

determinadas por espectrometria em leitor de ELISA com filtro de 492 nm.



