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RESUMO

RIBEIRO, S.M. Vacina de DNA quimérico como estratégia para o controle de
Anaplasma marginale e Babesia spp. em bovinos. 2018. 46 p. Dissertacao -
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2018.

A babesiose e a anaplasmose tem como agentes etiolégicos Anaplasma marginale e
Babesia spp. e causa perdas econdmicas significativas em rebanhos bovinos. A
indisponibilidade atual de um controle preventivo por vacinacdo demonstra a
necessidade de alternativas para o desenvolvimento de novas vacinas. Assim, 0
desenvolvimento de uma vacina recombinante pode ser uma op¢ao para prevengao
da doenca nestes animais. Constru¢des proteicas ricas em epitopos com potencial
imunogénico sao utilizadas atualmente como proposta para a construcdo de
candidatos a vacinas recombinantes. Objetivou-se neste trabalho a avaliagcdo de um
imundégeno obtido pelo uso do DNA recombinante a partir da combinagcdo de
porcdes de genes ricos em epitopos de A. marginale e Babesia spp. Para tanto,
foram utilizados camundongos BALB/c inoculados com: PBS, Montanide™ ISA 70
(Seppic®), pcDNA3.12, pcDNA3.1A/anabab, ANABABr e pcDNA3.1A/anabab com
booster de ANABABr. Os soros obtidos foram testados para presenca de IgG total e
suas subclasses IgG1 e IgG2a. Foi realizado o cultivo de esplendcitos, estimulados
com a proteina recombinante (ANABABT), para deteccdo de Interleucina-10 (IL-10) e
Interferon-gama (IFN-y). Os resultados ndo demostraram diferenga na producgéo de
IFN-y e IL-10 nos diferentes grupos testados. No entanto, foi detectado producédo de
IgG total no grupo que recebeu a proteina recombinante (ANABABr), como também,
no grupo que recebeu o DNA associado ao booster de proteina (pcDNA3.1A/anabab
com booster de ANABABY), indicando inducdo de resposta imune humoral. A
producédo de IgG1 e IgG2a foram avaliadas, nos grupos com resultado positivo para
producdo de IgG total, de modo a determinar o perfil de resposta imune induzida
pela vacina nos camundongos. Essas analises ndo detectaram diferenca significativa
entre as imunoglobulinas testadas.

Palavras chave: Anaplasma marginale, Babesia bovis, Babesia bigemina, vacinas

recombinantes, resposta imune.



35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66

ABSTRACT

RIBEIRO, S.M. Chimeric DNA vaccine as strategy for the control of Anaplasma
marginale and Babesia spp. in cattle. 2018. 46 f. Dissertation - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, MS, 2018.

Babesiosis and anaplasmosis have the etiological agents Anaplasma
marginale and Babesia spp. and causes significant economic losses in cattle herds.
The current unavailability of preventive control by vaccination demonstrates the need
for alternatives for the development of new vaccines. Thus, the development of a
recombinant vaccine may be an option for disease prevention in these animals.
Protein constructs rich in epitopes with immunogenic potential are currently used as a
proposal for the construction of recombinant vaccine candidates. The objective of this
work was to evaluate an immunogen obtained by the use of recombinant DNA from
the combination of portions of genes rich in epitopes of A. marginale and Babesia
spp. BALB / ¢ mice inoculated with: PBS, MontanideTM ISA 70 (Seppic®),
pcDNA3.13, pcDNA3.1A / anabab, ANABABr and pcDNA3.1A / anabab with
ANABABTr booster were used. The sera obtained were tested for the presence of total
IgG and its subclasses IgG1l and IgG2a. Spleen cells were stimulated with the
recombinant protein (ANABABr) for the detection of Interleukin-10 (IL-10) and
Interferon-gamma (IFN-y). The results showed no difference in the production of IFN-
y and IL-10 in the different groups tested. However, total IgG production was
detected in the group that received the recombinant protein (ANABABYr), as well as in
the group that received the DNA associated with the protein booster (pcDNA3.1A /
anabab with ANABABTr booster), indicating induction of response humoral immune.
The production of IgG1 and IgG2a were evaluated in the groups with positive result
for total 1gG production, in order to determine the immune response profile induced
by the vaccine in the mice. These analyzes did not detect a significant difference
between the immunoglobulins tested.

Key words: Anaplasma marginale, Babesia bovis, Babesia bigemina, recombinant

vaccines, immune response.
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1 INTRODUCAO

A associacdo dos patdogenos denominada Tristeza Parasitaria Bovina
(TPB) possui como agentes etiologicos Anaplasma marginale, Babesia bovis e
Babesia bigemina (DE VOS, 1992) os quais sdo responsaveis por grandes
prejuizos econdémicos, sociais e epidemiolégicos nos animais infectados (DE
LA FUENTE; KOCAN; CONTRERAS, 2015; NARI, 1995; SUAREZ; NOH,
2011).

O principal vetor responsavel pela transmissdo dos agentes causadores
da doenca é o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus. As perdas
econdmicas atribuiveis as doencas que acometem o rebanho, em decorréncia
de infec¢Oes por Anaplasma e Babesia, podem chegar a 3.236.35 milhGes de
dolares no Brasil (GRISI et al., 2014) e em varios paises do mundo (BROWN et
al., 1997), entre eles Austrédlia e Estados Unidos (MADRUGA et al., 1987).

As enfermidades decorrentes da infec¢cdo por A. marginale e Babesia
spp. sao responsaveis por altos indices de morbidade e de mortalidade em
rebanhos bovinos susceptiveis. As perdas causadas sdo avaliadas por
parametros como reducao do peso corporal dos animais, queda na producao
de leite, reducdo do ganho de peso corporal, abortos em fémeas e a morte dos
animais acometidos pela infeccdo (GUGLIELMONE; MANGOLD; VINABAL,
1991).

A producdo agropecuaria no Brasil é de grande relevancia para o pais,
levando por favorecer a economia. O IBGE divulgou o numero de 7.369
milhdes de bovinos abatidos sob inspecéo da vigilancia sanitaria, no primeiro
trimestre de 2017. O estado de Mato Grosso do Sul esta classificado em
segundo lugar no ranking nacional com percentual de 11,5% do total. Assim, a
condicao sanitaria dos rebanhos se faz necesséria para manter uma producao
de qualidade, ressaltando que n&o apenas doencas de bovinos controladas
pela vigilancia sanitaria comprometem os rebanhos, mas diversas outras que
também trazem prejuizos aos produtores, como exemplo a anaplasmose e a
babesiose bovina (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA - IBGE, 2017).

Inimeros métodos profilaticos vém sendo utilizados para a reducdo na

populacdo do vetor da doenca, entre eles o uso de acaricidas, o uso de
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quimioterapicos e de vacinas (JABBAR et al.,, 2015). Os sinais clinicos
atribuidos a manifestacdo da doenca incluem reducdo do peso corporal dos
animais, queda na producéo de leite, reducdo do ganho de peso corporal,
abortos em fémeas e a morte dos animais acometidos pela infeccdo
(GONCALVES, 2000).

O diagnostico especifico da TPB é realizado através de exame
laboratorial, sendo os mais utilizados os de identificagéo indireta de anticorpos
contra os agentes envolvidos nesta enfermidade, tais como as técnicas de
imunofluorescéncia indireta (IFI) (MARANA et al., 2006), conglutinacéo rapida
(TCR) e teste de imunoadsor¢do imunoenzimatica - ELISA. Esses testes sdo
mais comumente realizados para levantamentos epidemiolégicos de
propriedades ou regides. Métodos de diagndstico direto podem ser feitos por
confeccdo de esfregacos sanguineos e reacdo em cadeia da polimerase — PCR
(FIGUEROA et al., 1992). Estas ultimas técnicas podem auxiliar na escolha do
tratamento dos animais acometidos pela enfermidade, principalmente para
diferenciacdo dos casos de anaplasmose e babesiose, jA que existem
tratamentos especificos para cada uma delas (ANDREOTTI; KOLLER, 2013).

A dificuldade de se realizar estes diagnosticos a campo, a demanda de
animais a ser analisados para esta enfermidade e o custo onerado com tais
métodos de diagndstico e posteriormente com profilaxia e tratamento
demonstram a necessidade de se estudar uma medida capaz de prevenir a
doenca antes que o0 animal seja exposto e que promova resisténcia frente a um
futuro desafio.

Imunizacdes feitas a partir de vacinas vivas atenuadas provenientes de
sangue de animais infectados eram disponibilizadas comercialmente, no
entanto essas apresentavam desvantagens, por necessitarem de
armazenamento em nitrogénio, o que as torna de dificil manejo a campo. Outro
problema relacionado as vacinas vivas € a transmissdo de outros patdégenos
nocivos aos animais que irdo recebé-la, como também ao veterinario que fara a
manipulagdo da mesma.

A vista desse cenario, diversos grupos de pesquisa estdo a procura de
imunégenos com alto potencial de protecdo e que combinados a diferentes

adjuvantes e a formas de administragdo promovam resposta contra 0sS
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patdgenos em estudo. Para isso, o animal deve receber antigenos com
potencial de estimular uma resposta imunoldgica eficaz, protetora e duradoura.

Em estudos prévios, regides proteicas ricas em epitopos provindos de
genes de proteinas especificas de Anaplasma marginale, Babesia bovis e
Babesia bigemina foram estudadas levando em consideracao conservacéo e a
preservacdo dos isolados entre essas espécies. Em seguida, porcdes
especificas de DNA de cada um desses agentes foram selecionadas e unidas
sinteticamente como uma quimera.

Apresentaremos neste trabalho formulacdes vacinais baseadas no
cultivo em larga escala de DNA quimérico (anabab) e proteina quimérica
(ANABAB), bem como os ensaios de purificacdo, associacdo a adjuvante e
inoculacado destas formulaces em camundongos da linhagem BALB/c. Assim,
serdo apresentados os resultados das analises referentes a producédo de

anticorpos e citocinas nos animais testados com as diferentes formulacoes.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a eficiéncia, da resposta imune humoral e celular, de um
imundgeno obtido pelo uso de DNA e proteina recombinante a partir da
combinacéo de porcdes de genes de Anaplasma marginale (Virb9 e Virb10) e
Babesia bovis, conservada em Babesia bigemina (P0), por meio de inocula¢gdes

in vivo.

2.2 Objetivos especificos

e Produzir em larga escala DNA recombinante para as imunizac¢des in vivo
e para estoque.

e Produzir em larga escala e purificar a proteina recombinante ANABAB
em sistema heterélogo (Escherichia coli) para uso em imunizacao in vivo

e em ensaios de ELISA.
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e Imunizar com a formulagao vacinal camundongos BALB/c.
e Avaliar a resposta imune humoral e celular conferida pela formulacao

vacinal utilizando a técnica de ELISA.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Anaplasmose - Aspectos Gerais

O género Anaplasma foi descrito pela primeira vez por Arnold Theiler
relatando a presenca de pontos marginais em eritrécitos, porém esta era uma
caracteristica similar as babesioses. No entanto, devido a auséncia de
protoplasma, este hemorapasito foi incluido em um novo género denominado
Anaplasma sp., sendo visto parasitando eritrécitos de bovinos simultaneamente
com Babesia e causando uma enfermidade com sinais clinicos similares neste
hospedeiro (THEILER, 1910).

Anaplasma marginale € um patégeno gram-negativo (AUBRY; GEALE,
2011; JIRAPATTHARASATE et al., 2017) intraeritrocitario obrigatério,
pertencente a familia Anaplasmataceae, ordem Rickettsiales (DUMLER et al.,
2001; OCHIRKHUU et al., 2017) presente em paises da Asia, Africa, Austrélia,
Europa e América do Sul (JONGEJAN; UILENBERG, 2005), regides em que ha
predominio de clima tropical e temperado (JABBAR et al., 2015).

Além da transmissdo pelo carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, dipteros hematofagos e fémites, podem ser fonte de infeccdo por
Anaplasma marginale (DREHER et al., 2005). A infeccdo com Anaplasma sp.
ocorre durante o repasto sanguineo, o ciclo é caracterizado pela adesédo de
corpusculos iniciais a superficie de eritrécitos, através de invaginacao da
membrana citoplasméatica, embolsamento do microrganismo e a formacédo de
um vacuolo parasitoforo na membrana celular do hospedeiro (FRANCIS;
KINDEN; BUENING, 1979). Subsequentemente, ocorre a multiplicacdo de
Rickettsia neste vacuolo, por divisdo binaria, formando o corpo elementar. Os
corpusculos de inclusédo resultantes podem infectar outros eritrocitos (KOCAN
et al., 2003; PALMER; BROWN; RURANGIRWA, 2000).

A manifestacdo da doenca pode variar de subclinica a fatal dependendo

da estirpe de Anaplasma, espécie, susceptibilidade do hospedeiro infectado e a
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presenca de outra doenca coexistente. Os sinais clinicos relacionados incluem
pirexia, anemia progressiva, ictericia, anorexia, depressdo, reducdo da
producéo de leite, aborto em fémeas, hemoglobinuria e morte. Animais que se
recuperam da doenca tornam-se portadores assintomaticos (DE LA FUENTE et
al., 2002; EMMANUEL; GERRIT, 2010).

Estudos apontam perdas econOmicas severas em decorréncia da
enfermidade causada pela anaplasmose e estdo ligadas diretamente a
medidas preventivas e terapéuticas de alto custo, indices significantes de
morbidade e mortalidade, perdas no abate, reducdo da producédo de carne e
leite Um estudo recente sobre a soroprevaléncia de anticorpos de bovinos
contra A. marginale no Sul do Egito revelou que essa enfermidade deve ser
considerada como um potencial risco para a industria de alimentos, pois a
pecuaria € uma importante fonte de renda neste pais. Medidas de controle e
prevencdo devem ser consideradas como fortes aliadas na protegcao de
bovinos. Levando em consideracdo a importancia dessa enfermidade é
necessario o desenvolvimento de mais pesquisas promovendo a sanidade do

rebanho e contribuindo para a economia (FEREIG et al., 2017).

3.2 Babesiose — Aspectos Gerais

Em 1888, na Roménia, Babes descreveu microrganismos no interior de
eritrécitos bovinos e, por acreditar que se tratava de uma bactéria, o
denominou como Haematococcus bovis. Em 1893 Smith e Kilborne associaram
este achado a “Febre do Texas” e classificaram o agente como um protozoario,
transmitido por carrapato, e denominaram como Pyrosoma bigemina. Starcovici
(1893) entendeu como sendo 0 mesmo agente 0 microrganismo descrito por
Babes, Smitth e Kilborne, e homenageando o pesquisador romeno, incluiu-o
em um novo género denominado Babesia (TRINDADE; ALMEIDA; FREITAS,
2011) pertencente a familia Babesiidae, ordem Eucoccidiorida, subordem
Pirolasma, classe Sporozoasida e filo Apicomplexa (ALLSOPP et al., 1994;
NARI, 1995).

A babesiose é causada pelos hemoprotozoarios Babesia bovis e
Babesia bigemina (WESONGA et al., 2017). Estas espécies ocorrem
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frequentemente em bovinos (Chauvin et al., 2009). Em paises como Argentina
(regido nordeste e noroeste), Brasil (regido centro sul) e outras regides de
clima tropical e subtropical, esses patdgenos ocorrem com maior frequéncia
(BOCK et al., 1995; FLORIN-CHRISTENSEN et al., 2014; GIMENEZ et al.,
2016).

Nos animais infectados por Babesia sp. a multiplicacdo dos protozoarios
ocasiona um aumento da fragilidade osmoética nas hemécias parasitadas,
acometendo até 45% dos eritrocitos totais. Este fato esta relacionado ao
desequilibrio na producdo de citocinas proéinflamatorias e de Oxido nitrico
resultando em destruicdo das células (BROWN; PALMER, 1999).

Os sinais clinicos envolvidos no desenvolvimento da doencga incluem:
hemoglobinemia, hemoglobinuria e febre. Nos animais infectados por B. bovis
podem ocorrer sinais neurolégicos (EGBE-NWIYI; SALAKO; OTUKONYONG,
1997).

Estudos relacionados a diferentes espécies de Babesia demonstram
diferenca no ciclo de vida de cada uma, no entanto B. bovis e B. bigemina
seguem o0s mesmos padrbes na infeccdo do carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (BOCK et al., 1995).

As hemécias contendo a forma merozoitos e gametocitos sdo ingeridos
pelos carrapatos durante o repasto na luz da regido intestinal do carrapato,
estas hemacias rompem e liberam as formas gametociticas, que por acdo
bioquimica, se transformam em gametas masculino ou feminino. A fuséo dos
gametas origina o zigoto e deste origina o cineto (forma mével), que penetra no
epitélio intestinal do carrapato e da origem a novos cinetos. Os cinetos sdo
liberados na hemolinfa e invadem varios 6rgaos realizando novas divisdes. No
ovario da teledgena, os ovdOcitos sdo infectados por cinetos, ocorre
multiplicacdo nos ovos, embrides e larvas. Os cinetos penetram nas células
epiteliais das glandulas salivares dos carrapatos, se transformam em
esporontes, que se rompem e liberam 0s esporozoitos, formas infectantes para
os vertebrados (WILLDSEN; JONGEJAN, 1999).

A resposta do sistema imune esta relacionada a citocinas e outros
agentes farmacologicamente ativos contra Babesia, o resultado dessa resposta
estd ligado ao tempo e a quantidade produzida destas células, podendo

contribuir para o processo da doenca causando outros sinais clinicos, entre
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eles pode-se citar. vasodilatacdo, hipotensdo, aumento da permeabilidade
capilar, edema, colapso vascular, distarbios de coagulacao, lesdo endotelial e
estase circulatéria (BOCK et al., 1995).

Em infec¢cdes subagudas o animal pode apresentar também ictericia,
variando conforme a espécie afetada. Babesia bovis tem carater hiperagudo ou
agudo e caracteriza-se por manifestagdes neuroldgicas, causando convulsdes,
paralisia, choque, angustia respiratéria e morte do animal infectado (BROWN,;
PALMER, 1999; SUAREZ; NOH, 2011). Outras alteracbes patoldgicas
caracteristicas de infeccdo por Babesia bovis também relatadas incluem:
modificacbes na membrana dos eritrocitos, expressdo de proteinas de
superficie que fazem adesao dos eritrocitos as células endoteliais dos capilares
e sequestro de hemacias parasitadas nos capilares de 6rgaos vitais (MOLLOY
et al., 2003; O'CONNOR; LONG; ALLRED, 1999). A hemdlise intravascular
causada por essa parasitemia ocasiona, no plasma, uma coloracdo marrom-
acastanhada em decorréncia da hemoglobinemia, sendo este um achado

caracteristico da infeccéo.

3.3 Tristeza Parasitaria Bovina — TPB

A enfermidade denominada Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) é
composto pelos agentes etiolégicos: Babesia bovis, Babesia bigemina e
Anaplasma marginale. Estes organismos em conjunto desencadeiam nos
animais infectados alta morbidade e mortalidade ocorrendo com mais
frequéncia em zonas de instabilidade enzodtica (SOUZA et al., 2000).

A condi¢cdo sanitaria dos rebanhos € necessaria para manter uma
producdo de qualidade, ressaltando que ndo apenas doencas de bovinos
controladas pela vigilancia sanitaria comprometem os rebanhos, mas diversas
outras que também trazem prejuizos aos produtores, citando como exemplo a
anaplasmose e a babesiose bovina.

Os sinais clinicos da TPB surgem apds o desenvolvimento e a
multiplicacdo dos patdgenos no animal e sdo dependentes de fatores como
periodos favoraveis a ocorréncia de seu ciclo biolégico, quando n&o ha

imunidade prévia no animal infectado, baixa quantidade do agente inoculado,
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sensibilidade dos hospedeiros ligados a raca, idade e a outros fatores
individuais (ANDREOTTI; KOLLER, 2013).

Na regido Sul dos Estados Unidos da América (EUA), campanhas de
controle foram criadas para a erradicacdo do vetor Rhipicephalus (boophilus)
microplus com a finalidade de reduzir os prejuizos econémicos ligados a
criacao de bovinos (DE LA FUENTE; KOCAN; CONTRERAS, 2015). No Brasil,
a situagdo epidemioldgica encontra-se diretamente relacionada ao clima e ao
ciclo desse vetor, sendo dividida em:

Areas de estabilidade enzodtica, onde devido as condi¢cdes climaticas o
vetor se desenvolve durante todo o ano, h& equilibrio entre imunidade e
doenca, ou seja, 75% dos animais sdo portadores da infeccdo aos nove meses
de idade apresentando a doenca de forma subclinica quando mais velhos
(KOCAN et al., 2010).

Areas de instabilidade enzoéticas, onde as condi¢bes climaticas s&o
desfavoraveis para o ciclo do vetor e 0 manejo e controle destes séo realizados
de maneira inadequada. A infeccdo ocorre em animais acima de nove meses
acometendo entre 20 e 75% do rebanho, surtos da doenca sdo vistos com
maior frequéncia em animais adultos e nestes apresentam altos indices de
mortalidade (KOCAN et al., 2010; MAHONEY; ROSS, 1972).

Areas livres da doenca incluem os municipios de Santa Vitéria do
Palmar, Jaragudo e Arroio Grande, localizados no Rio Grande do Sul. Nesses
locais 0s animais s@o susceptiveis e a doenca ocorre quando ha entrada
acidental de carrapatos infectados e quando os animais sdo alocados em
zonas endémicas (FARIAS, 1995; SOUZA et al., 2000).

Os estados que apresentam maiores indices de surto de TPB, no Brasil,
sdo Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parana e Séo
Paulo (BARCI et al.,, 1995; MADRUGA C.R.; AYCARDY E.; PUTT N., 1983;
PATARROYO; SANTOS, 1984; SACCO; KESSLER; MADRUGA, 2001).
Estudos sorolégicos, parasitolégicos e moleculares, relatados em S&o Luis no
estado do Maranhdo, verificaram alta prevaléncia de B. bovis e B. bigemina em
bovinos leiteiros infectados naturalmente classificando essa regidao como de
estabilidade enzodtica (COSTA et al., 2015). A ocorréncia de novos surtos

foram relatados recentemente na mesorregidao de Ouricuri, no Sertdo de
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Pernambuco, e na mesorregidao de Petrolina, Sdo Francisco (SANTOS et al.,
2017).

Os fatores que desencadeiam a ocorréncia de surtos sao: a introdugao
de animais de areas livres da doenca em areas enzodticas, introducdo de
animais infectados nas areas ou rebanhos livres da doenca e auséncia da
populacdo de carrapatos devido a medidas profilaticas ou a fatores
relacionados ao clima. De modo a prevenir a ocorréncia dessa enfermidade
nos bovinos é necessaria a realizagcdo da vacinagcdo combatendo, assim, a
ocorréncia desses patdgenos no rebanho e evitando que estes se disseminem

para areas livres da doenca (SANTOS et al., 2017).

3.4 Resposta Imune

A imunidade inata é a primeira linha de defesa, sendo composta por
citocinas e células natural killers (NK). Fatores como a especificidade entre
parasitas e hospedeiros, caracteristicas genéticas, idade dos individuos e a
resposta imune celular dos mesmos, podem influenciar na construcdo da
imunidade inata. No que se refere a resposta imune adaptativa, 0 organismo
deve construir uma protecdo duradoura e eficaz contra os microrganismos
invasores, para isso, linfocitos T e B devem ser disponibilizados (NARI, 1995).

Células T CD4+, também conhecidas como células T auxiliares, sé@o
ativadas ao interagir seu respectivo receptor com antigenos peptidicos exibidos
pelas moléculas MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade) de classe
Il apresentadas na superficie das células apresentadoras de antigeno e, apos
ativagdo, podem se diferenciar em Thl, Th2, Thl7, Th9, TFH e célula T
regulatéria (Treg). Essas células secretam citocinas atuando em diferentes
tipos de resposta imune para eliminar agentes patogénicos (KALKUM; SEMIS,
2017).

Em animais infectados de forma persistente, ou que possuam
parasitemia controlada, ou mesmo animais imunizados com sucesso, as
células T CD4+ especificas de antigenos séo efetivas para a construgdo de
uma resposta imune adaptativa através da producdo de IFNy. Caso ocorra

infeccdo aguda por parasitas virulentos, ha necessidade de uma resposta
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imune inata elevada de modo a ativar macrofagos por IFN-y, contribuindo para
a producdo de IgG2a que em associacdo ao IgG1l pode proteger de maneira
passiva 0s bovinos infectados (BROWN et al., 2006, 2002; MAHONEY, 1986).

Microrganismos intracelulares se internalizam dentro de fagocitos de
células hospedeiras, a defesa contra estes é mediada por células promovendo
a destruicdo e morte das células infectadas eliminando reservatorio da infeccao
(JABBAR et al., 2015). Estudos relacionados ao mecanismo de resposta imune
contra infeccdo por Anaplasma marginale em bovinos demonstram resposta
mediada por linfocitos TCD4+, produtores de IFN-y, que sdo ativadores de
macréfagos e atuam em linfocitos B para producdo de anticorpos 1gG2a
garantindo opsonizacdo e destruicdo do microrganismo. Estes estudos
demonstram também que os anticorpos ndo conseguem por si s6 combater a
parasitemia, sendo necesséaria a acdo em conjunto da resposta humoral e
celular (BROWN et al., 2001).

3.5 Potenciais imunégenos em estudo

Apesar do extenso numero de pesquisas com antigenos para O USO
como vacina contra a TPB, o que se tem em evidéncia no presente momento €
a descoberta de potenciais imundgenos que poderiam ter papel fundamental na
elaboracdo de uma resposta imune frente a um desafio.

A vacinacdo com parasitas atenuados é realizada ainda na Austrdlia,
Argentina, Paquistdo e diversos outros paises. Essas vacinas podem ser
mantidas refrigeradas ou mesmo congeladas e sdo uma das medidas de
controle mais utilizadas atualmente.

As desvantagens dessas vacinas estdo relacionadas aos seus altos
custos de producéo, logistica de distribuicdo e o risco de contamina¢do com
organismos patogénicos durante sua producdo, especialmente quando
bezerros esplenectomizados séo usados. Portanto, ha uma necessidade
urgente de substituir essas vacinas por alternativas novas, mais seguras e
eficazes.

O que se mostra de mais avancado na busca por uma vacina com
potencial de protecdo contra esses agentes sdo as proteinas. Pesquisas em

torno dessas proteinas estdo sendo desenvolvidas de modo a identificar
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promotores de resposta imune para a construcdo de um imundgeno efetivo,
além disso, essas proteinas sdo utilizadas também para identificar estirpes e
sua localizagédo geogréfica de acordo com suas sequéncias de aminodcidos e
peso molecular (BROWN et al., 1997; GOMES, 2015).

3.6 Proteinas recombinantes de Anaplasma como imundgenos

A conducao de estudos na busca por antigenos imunogénicos baseia-se
na intensdo de produzir uma vacina recombinante multi subunidade que seja
atraente do ponto de vista econdmico, que proporcione seguranca, que seja
simples de se produzir em larga escala e que tenha custo reduzido (GIMENEZ
et al., 2016).

A membrana externa purificada de A. marginale estd sendo utilizada
com frequéncia em imunizacdes por demonstrar resultados favoraveis na
inducao da protecdo contra infeccdo de estirpes homélogas (Brown et al., 1998;
Zhao et al., 2016). Entre as mais estudadas pode se citar as Proteinas
Principais de Superficie (MSP) de A. marginale caracterizadas como: MSP1,
MSP2, MSP3, MSP4 e MSP5 (KAWASAKI et al., 2007; PALMER; MCGUIRE,
1984; TEBELE; MCGUIRE; PALMER, 1991).

Outros antigenos recombinantes MSA, MSA-2b e MSA-2c foram
utilizados para a confeccdo de uma formulacdo vacinal contendo adjuvante
para analise de resposta imune. Os testes foram realizados em camundongos
e mostraram que a formulagdo conferia altos niveis de IgG contra todos os
antigenos avaliados. A resposta imune celular foi avaliada mensurando niveis
de linfécito T CD4+, que sao produtoras de IFN-Y e TNF-a, por meio de
estimulacdo com MAS-2a e MAS-2c. Os resultados mostraram-se
encorajadores para utilizacdo em bovinos com a possibilidade de conferir
resposta imune protetora (BROWN et al., 2006).

Algumas dessas proteinas destacam-se por pertencer ao sistema de
secrecdo do tipo IV (TFSS). Este sistema possui trés fungdes: montagem e
retracdo do pilus durante a conjugagdo propicia que a bactéria importe DNA
exdgeno e incorpore em seu genoma e transferéncia de seu proprio substrato

as células alvo por meio de contato direto (LOPEZ et al., 2007).
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Assim, as proteinas do TFSS mostram-se importantes em eventos
relacionados a manutencgdo da sobrevivéncia e viruléncia bacteriana. O sistema
T4SS possui doze proteinas e esta arranjado com um 6éperon que codifica uma
série de genes, sendo eles: sodB, virb3, virb4 e virb6 e um outro Gperon
contendo os genes virb8, virb9, virb10, virb11 e virD4. As proteinas codificadas
por esses genes estao ligadas ao transporte de fatores de viruléncia, algumas
localizadas na membrana sendo potenciais imundégenos contra os agentes
envolvidos na TPB Mecanismos do sistema imune do hospedeiro reconhecem
essas proteinas (VIRB9, VIRB10 e Proteina de Transferéncia Conjugal)
induzindo a proliferacdo de células CD4+. Estas células atuam respondendo a
trés cepas distintas de A. marginale, isto confirma a atuacdo destas células
contra epitopos da proteina nativa (LOPEZ et al., 2007).

O fator de Elongacdo Termoestavel (EF-tu) de peptideos associado a
membrana de A. marginale em experimentos realizados in vivo induziu
resposta imune humoral, havendo titulos elevados de IgGl e IgG2a. As
proteinas recombinantes VIRB9 e VIRB10 induziram resposta frente a
estimulos in vitro. A EF-tu pode induzir a producdo de anticorpos lgG2a
especificos contra essas proteinas, dessa forma, ela pode estimular o sistema
imune em animais naturalmente infectados ou imunizados com a membrana
externa de A. marginale. A prote¢do conferida pela membrana externa de A
marginale pode estar associada aos macréfagos que ativam IFN-y e mediados
por linfécitos TCD4+ e 1Gg2 agem contra o0s epitopos da membrana
(CASTELAO et al., 2013).

A desvantagem deste método e o alto custo para o método de
purificacdo da membrana inviabilizando a producdo da vacina de forma
econbmica. Assim, a utilizacdo de vacinas construidas a partir de proteinas
recombinantes seria uma forma de reverter esse problema (ZHAO et al., 2016).

Novas proteinas antigénicas de A.marginale estdo sendo estudadas
utilizando técnicas de espectrometria de massa e mapeamento gendmico.
Dentre estas proteinas estdo VIRB-9-1 e VIRB9-2 que pertencem ao sistema
de secrec¢ao do tipo IV e tem demonstrado induzir imunidade humoral e celular
quando utilizadas individualmente, em nano formulagfes ou associadas.

Em se tratando de nano formulagcbes, estas podem estimular alta

proliferacéo de citocinas, neste caso IFN-y mediada por resposta do tipo Thl. A
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associacao das proteinas VIRB9-1, VIRB9-2, VIRB9-10 mostrou forte potencial
imunogénico, sendo responséaveis por proliferacdo significativa dos linfocitos T
CD4+ e IFN-y e producéo de IgG2 em bovinos imunizados com a membrana
externa desses agentes, conferindo assim uma imunidade protetora (ZHAO et
al., 2016).

No entanto estas proteinas recombinantes, quando utilizadas
separadamente ndo demostraram 0 mesmo potencial imunogénico do que
guando associadas e requerem ainda um adjuvante de forma a otimizar sua
acao (ZHAO et al., 2016).

Um estudo recente de uma proteina hibrida, construida com
polipeptideos da proteina MSPla e epitopos comuns de proteinas de
membrana externa de Anaplasma (OMP7, OMP8 e OMP9) foi realizado para
avaliacdo da eficacia da imunizacdo de camundongos BALB/c. Esses animais
foram desafiados, com cepas vivas de Anaplasma UFMG2, apds imunizacdes
com a formulacéo proteica. A vacina foi efetiva contra o patégeno, diminuindo a
rickettsemia e evitando o aparecimento de sinais clinicos (como por exemplo
lesbes hepaticas sendo estas observadas em animais nao imunizados),
encorajando mais estudos com construcdes hibridas para serem utilizadas
como vacinas (CANGUSSU et al. 2018).

3.7 Proteinas recombinantes de Babesia como imundégenos

Estudos com proteinas de Babesia sp. tem demonstrado bons
resultados com resposta imune especifica, resposta imune cruzada a outras
espécies e protecdo especifica esse agente da doenca (AboulLaila et al. 2012).

Antigenos de superficie de membrana de merozoitos (MAS-1) foram
produzidos de forma recombinante para a imunizacdo de bovinos e o0s
resultados obtidos mostraram altas titulagbes de anticorpos IgGl e 1gG2a
reagindo contra a B. bovis. Em analises in vitro ndo houve inducéo de resposta
imune contra este agente, no entanto MAS-1 conseguiu neutralizar a
infecciosidade dos merozoitos (Lopez et al. 2005).

Pesquisas com a proteina MSP-1 de B. bovis obtiveram como resultado
uma forte inducdo de anticorpos neutralizantes e resposta de linfécitos TCD4+

em analises in vitro. Os epitopos presentes nas proteinas BbAMA-1 e BbTRAP
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desempenharam papel importante na elaboracdo de resposta imune frente aos
trés patdgenos envolvidos na TPB, sendo estas proteinas, consideradas fortes
candidatas a vacinas de subunidade (Yokoama et al. 2006).

Outras pesquisas, dessa vez, utilizando virus com capacidade de
expressar antigenos construidos a partir de epitopos, de proteinas antigénicas
(MAS-2c, RAP-1 e HSP20), conservados em B. bovis foram utilizados na forma
recombinante para imunizar camundongos BALB/c com protocolo primer-
booster. As formulagdes vacinais conseguiram demonstrar resultados positivos
relacionados a resposta imune humoral e celular (ORTIZ et al. 2014)

A utilizacao de estirpes atenuadas de B. bovis, B. bigemina e A. centrale,
tendo como objetivo o isolamento e atenuacdo desses organismos para testes
como contra B. bigemina demonstraram diminuigdo da infectividade deste
patdbgeno, no entanto, a vacina teve pouco potencial imunogénico (SACCO;
KESSLER; MADRUGA, 2001). Testes realizados com bovinos imunizados
com membrana externa destes mesmos patdgenos mostraram indices
significantes de protecdo contra desafios homdlogos e heterélogos
(KAWASAKI et al., 2007; TEBELE; MCGUIRE; PALMER, 1991).

Proteinas da familia profilin (PROF) de B. bigemina, B. bovis e B. microti
foram caracterizadas e utilizadas para imunizar camundongos. A resposta
imune foi avaliada e constatou-se protecdo somente contra infeccdo por B.
microti baseada em altos niveis de citocinas e imunoglobulinas (IgG)
(MUNKHJARGAL et al., 2016).

Sistemas heterdlogos estdo sendo muito utilizados nas pesquisas com
proteinas, devido a alta capacidade regulatéria de expressdo, secrecao, e
ainda, auxiliando na purificacdo. Uma nova formulacdo vacinal utilizando
fragmentos de MAS-2al, MAS-2b, MAS-2c e a forma recombinante deste
antigenos, foram produzidos em Pichia Pastoris e testada em camundongos
C57BL. Neste estudo, foi avaliada a imunidade humoral e celular conferida por
essa vacina, bem como a capacidade de inibir a invasao dos eritrocitos por
merozoitos. Os camundongos imunizados com as formas recombinantes
tiveram altos titulos de anticorpos em relagdo aos vacinados somente com um
antigeno. Todas as formulagdes inibiram a invasdo de merozoitos, no entanto
as formulagbes recombinantes tiveram melhores resultados (GIMENEZ et al
2016)
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ABSTRACT.- Ribeiro S M., Santos L R,, Rosinha G M S., Araujo F R,, Gaspar E B., Soares C O. [Chimeric
DNA vaccine as a strategy for the control of Anaplasma marginale and Babesia sp. in cattle] Vacina
de DNA quimérico como estratégia para o controle de Anaplasma marginale e Babesia spp. em
bovinos. Pesquisa Veterindria Brasileira. Embrapa Gado de Corte, Laboratério de Engenharia
Genética, Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, Brasil. E-mail:
lenita.santos@embrapa.br

Anaplasma marginale, Babesia bovis and Babesia bigemina are intra-erythrocyte parasites that
together constitute the complex called Parasitic Bovine Tristeza, affecting the herd of tropical and
subtropical zones. Because it is difficult to diagnose, costly treatment and cause considerable
damage to cattle breeders, it is necessary to seek prevention methods that are easy to apply in the
field, provide safety to the animal and the veterinarian, which has low economic cost and
guarantees effective immunity and lasting to the bovine. The objective of this study was to evaluate
the immune response conferred by a chimeric protein and DNA formulation injected into BALB/c
mice. The assays were performed ELISA with blood serum and splenocyte culture supernatant for
the detection of total IgG and its subunits IgG1l and IgG2a, IFN-y and IL-10. Previous results
indicated induction of humoral immune response in mice that received protein associated with an
adjuvant as well as in those receiving DNA with primer/booster injection. In animals that received
naked DNA there was no detection of immune response. In conclusion, the desired immune
response of this vaccine formulation is of the TH1 type, producing cytokines and activating
macrophages to destroy intracellular pathogens efficiently. MHC class II molecules activate B cells
to produce predominantly IgG opsonizing antibodies and their IgG2a subclass. However, the results
obtained in this work suggest a Th2 type response that has no action on intracellular

microorganisms because they do not activate macrophages and still produce IL-10

INDEX TERMS: Anaplasma marginale, Babesia bovis, Babesia bigemina, humoral immune response

and cellular immune response.
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RESUMO.- Anaplasma marginale, Babesia bovis e Babesia bigemina sdo parasitas intraeritrocitarios
que em conjunto constituem a enfermidade denominada Tristeza Parasitaria Bovina, acometendo o
rebanho de zonas tropicais e subtropicais. Por ser de dificil diagnéstico, tratamento oneroso e gerar
prejuizos consideraveis aos criadores de bovinos, ha a necessidade de buscar métodos de
prevencdo que sejam de facil aplicagdo a campo, confira seguranca ao animal e ao médico
veterinario, que tenha baixo custo econdmico e garanta imunidade eficaz e duradoura ao bovino.
Objetivou-se nesse estudo avaliar a resposta imune conferida por formulacio quimérica de
proteina e DNA injetada em camundongos BALB/c. As andlises foram realizadas pela técnica de
ELISA com soro sanguineo, para detec¢do de IgG total e suas subunidades IgGl e IgG2a, e
sobrenadante do cultivo de esplenécitos para deteccdo de IFN-y e IL-10. Os resultados obtidos
indicam indugdo de resposta imune humoral nos camundongos que receberam proteina ANABABr
associada ao adjuvante Montanide ISA 70 (Seppic®) como também naqueles que receberam DNA
com injecdo tipo primer/booster. Nos animais que receberam DNA naked ndo houve detecgao de
resposta imune. Em conclusio, a resposta imune que se deseja obter dessa formulagdo vacinal é do
tipo TH1, produzindo citocinas e ativando macréfagos para destruir patégenos intracelulares de
forma eficiente. As moléculas do MHC de classe II ativam as células B a produzirem anticorpos de
acdo opsonizante predominantemente IgG e sua subclasse IgG2a. No entanto, os resultados obtidos
nesse trabalho sugerem uma resposta do tipo Th2 que ndo tem acdo sobre microrganismos

intracelularespois ndo ativam macroéfagos e ainda produzem IL-10.

TERMOS DE INDEXAGAOQ: Anaplasma marginale, Babesia bovis, Babesia Bigemina, resposta imune

humoral e resposta imune celular.
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INTRODUGAO

A Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) é uma enfermidade que tem como principal vetor o carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, o qual transmite os agentes Anaplasma marginale, Babesia
bovis e B. bigemina que infectam os animais e causam a doeng¢a (De Vos 1992). A babesiose bovina
foi relatada pela primeira vez no Brasil em 1901, em bovinos importados, em fase de aclimatacio,
no estado do Rio de Janeiro (Fonseca & Braga 1923; Souza et al. 2000). Em relagdo a anaplasmose, é
uma enfermidade presente em paises de clima tropical e subtropical de todo o mundo (Riding et al.
2003) e, da mesma forma que Babesia spp, pode ser transmitida por carrapatos ixodideos (Kocan et
al. 2003; Rikihisa et al. 2003), através de dipteros hematéfagos (Foil 1989), fomites (Kocan et al.
2003) e via transplacentaria (De Vos 1992).

O diagnostico especifico da TPB é realizado através de exame laboratorial, sendo que os mais
utilizados sdo os de identificacdo indireta de anticorpos contra os agentes da TPB, com a técnica de
imunofluorescéncia - IFI e o ensaio de Imunoabsor¢io enzimatica - ELISA (Marana et al. 2006).
Métodos de diagnostico direto podem ser feitos por confecgio de esfregacos sanguineos (Figueroa
et al. 1992) e reacdo em cadeia da polimerase - PCR. Estas técnicas podem auxiliar na escolha do
tratamento dos animais acometidos, principalmente para diferenciagcdo dos casos de anaplasmose e
babesiose, ji4 que existem tratamentos especificos para cada enfermidade (Andreotti & Koller
2013), a fim de reduzir o efeito da doenga nos animais infectados e gerar um sistema econdmico e
eficiente para o controle destas doengas no rebanho (Madruga et al. 1986). No caso da infestagdo
por carrapato, esta pode ser controlada por meio de a¢des estratégicas, como o uso de acaricidas
(Kocan et al. 2010). Outros métodos profilaticos incluem a quimioprofilaxia com Dipropionato de
Imidocarb, antibiético-terapia com Aceturato de Diminazene (Silva et al. 2017) e utilizacdo de
vacinas (Kocan et al. 2003; Kocan et al. 2010).

Em se tratando de vacina, um modelo ideal contra TPB deve ser capaz de induzir imunidade
protetora, evitar a infeccdo nos bovinos e impedir a transmissao destes patégenos pelos carrapatos.
Para tanto, o animal deve receber proteinas com potencial de estimular uma resposta imunolégica
eficaz e duradoura, assim diversos grupos de pesquisa estdo a procura destes imundgenos para sua
utilizacdo em formulacdes de forma individual ou recombinante em associacdo a outros
imunégenos e que possibilitem alto potencial de protecdo. A combinac¢do destas formulagdes com
diferentes adjuvantes ou formas de administragio ja estdo em estudo (Gimenez et al. 2016).

Na Argentina, pesquisas demontram resultados positivos com a vacinac¢do utilizando parasitas
vivos atenuados de Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma centrale, induzindo, também, uma
imunidade parcial contra A. marginale (Gongalves 2000). Este é o método mais utilizado atualmente
em diversos paises, essas vacinas podem ser mantidas refrigeradas ou mesmo congeladas e sio
uma das medidas de controle da infec¢do por TPB. No entanto, as desvantagens estdo relacionadas
aos altos custos de produgao, logistica de distribuicdo e o risco de contaminacdo com organismos
patogénicos durante sua producdo, especialmente quando os bezerros esplenectomizados sao

usados (Gimenez et al. 2016; Ortiz et al. 2016).
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Em paises como Australia, Argentina, México, Colombia, Israel e Sul da Africa (Gimenez et al.
2016), a forma de induzir a producdo de anticorpos contra A. marginale, B. bovis e B. bigemina é
realizada por meio de imuniza¢do com uma vacina viva atenuada produzida a partir do sangue de
animais infectados com esses agentes. Essa vacina ndo esta disponivel comercialmente no Brasil,
além disso, apresenta alguns inconvenientes, como ser de dificil no manejo a campo, por ser
armazenada em nitrogénio ( Kessler et al. 2002; Kocan et al. 2010).

Nesse contexto, a indisponibilidade atual de um controle profilatico reforca a necessidade de
alternativas para o desenvolvimento de novas estratégias de prevencdo. Assim, o desenvolvimento
de uma vacina recombinante pode ser uma opg¢ao. Estudos estdo sendo desenvolvidos a procura de
imunégenos com alto potencial de protecdo contra os agentes da TPB, sendo capazes de induzir
imunidade protetora, evitar a infeccio e impedir a transmissado do agente causador da doenca.

Construgdes protéicas ricas em epitopos e o uso de genes recombinantes para a ativacdo de
anticorpos especificos contra os patdgenos envolvidos na TPB sdo utilizados atualmente como
proposta para a construcdo de fortes candidatos a imunégenos (Ortiz et al. 2016).

Neste estudo, objetivou-se a avaliacdo da resposta imune humoral e celular conferida por uma
formulagdo vacinal contruida a partir de uma quimera sinteticamente confeccionada. Esta quimera
foi elaborada partir de estudos prévios de porcoes ricas em epitopos que demonstram ter potencial
imunogénico e ser conservadas nos agentes envolvidos na TPB: Babesia bovis, Babesia bigemina e
Anaplasma marginale. A construcdo de DNA quimérico foi inserida em vetor para expressio em
organismo procarioto, de forma a induzir a producio da proteina quimérica recombinante, e a qual
pode ser preparada em associacdo a adjuvante e encapsulados a nanoparticulas de quitosana para
inoculacdo em camundongos BALB/c. A insercdo do plasmideo recombinante quimérico em células

eucariototicas, garante a produgio da proteina recombinante diretamente in vivo.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo do gene quimérico. A construcdo da quimera foi determinada a partir de estudo de
porgdes ricas em epitopos provindos de proteinas presentes nos isolados das espécies em estudo.
Em Babesia bovis e Babesia bigemina a por¢ao génica selecionada na proteina PO se mantém nas
duas espécies. J& em Anaplasma marginale as porg¢des génicas foram selecionadas a partir das
proteinas VIRB9 e VIRB10. Estas porc¢des génicas foram selecionadas de acordo com a conservagao
e potencial imunogénico (Araujo et al. 2008; SG Junior et al. 2010; Castelao et al. 2013) por meio do
servidor on line PROPRED seguido de andlise pelo software Protean (DNA Star).

A quimera confeccionada sinteticamente pela empresa Genone Biotechnologies foi inserida em
vetor de expressdo eucarioto, pcDNA3.1A, para a obten¢do de DNA quimérico. Para a produgao da
proteina quimérica, a sequéncia foi inserida em vetor pET28A, que tem potencial de expressdo em
células procariotas.

Cultivo de Escherichia coli para amplificacio do DNA recombinante. Foi realizada
transformacdo quimica utilizando E. coli da linhagem TOP10, quimicamente competente, com um
volume de plasmideo pcDNA3.1Aanabab. As células foram semeadas em placa de petri contendo

meio Luria Bertani, com antibi6ticos de selecdo. Uma colonia isolada foi inoculada em meio Luria
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Bertani, com antibidticos e utilizada para gerar um grande volume de inéculo, ficando sob
incubacdo a 37°C em agitador orbital. O indculo de grande volume foi incubado a 37°C em agitador
orbital. Todo volume de cultura foi centrifugado. (Green et al. 2012).

O material resultante da centrifugacdo foi purificado utilizando o kit Pure Yield™ Plasmid
System - Promega®, seguindo as recomendagdes do fabricante. Para a confirmacdo da presenga do
DNA quimérico como produto da purificacdo foi realizada digestdo enzimdtica. A quantificacao
obtida pela purificacdo foi mensurada com auxilio de espectofotometro NanoDrop® como
recomendado pelo fabricante.

Cultivo de Escherichia coli para produciao da proteina recombinante. Foi realizada
transformacdo quimica de E. coli da linhagem Rosetta com o plasmideo quimérico pET28a/anabab.
A transformacio foi semeada em placa contendo meio Luria Bertani, com antibidticos seletivos e
incubados a 37°C. Para a producdo do pré-indculo, uma coldnia isolada foi inoculada em meio Luria-
Bertani com antibidtico seletivo, e levado ao agitador orbital a 37°C. Foi utilizado isopropil 3-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) a 1mM para inducdo e a coleta realizada ap6s 3 horas (Sambrook,
2012).

Andlise da producao e purificacdo da proteina recombinante. Analises da expressio foram
realizadas por eletroforese com SDS-PAGE 12% para confirmagdo da producdo da proteina
quimérica. O sedimento obtido do indculo foi tratado com substincias denaturantes, de modo a
solubilizar a proteina, conforme recomendag¢des do fabricante da coluna de cromatografia por
afinidade ao niquel - ProBond®/Invitrogen. Nessa etapa foi utilizada lisozima (10 mg/mL) e tampao
de ligagdo (8 M de ureia, 10 mM de imidazol e pH 8) filtrado em membrana antes do uso. Esta
preparacdo foi homogeneizada em vortex, incubada em gelo, levadas ao banho-maria e sonicadas. O
sedimento foi ressuspendido em tampao de ligacdo uréia 8 M e imidazol 10 mM (Atzingen et al.,
2014). A amostra foi descongelada em gelo, homogeneizada em vortex e centrifugada novamente.
As amostras tratadas foram purificadas utilizando cromatografia de afinidade em coluna de niquel
ProBond®/Invitrogen (Atzingen et al, 2014). O material da purificagdo passou por processo de
didlise em membrana de nitrocelulose para retirada dos agentes denaturantes. Para andlise do
material dialisado, foi realizado western-blot (Atzingen et al., 2014), com anticorpo anti-His e
anticorpo anti-IgG de camundongo (Sigma-Aldrich), utilizados na diluicio recomendada pelo
fabricante. A quantificacdo deste material foi realizada utilizando método de Lowry (Lowry et al.
1951).

Animais e grupos experimentais. Camundongos da linhagem BALB/c, fémeas, com 5
semanas de idade, foram adquiridos do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). Os animais foram acondicionados em caixas com sistema de ventilacdo, 4gua e racao
comercial estéreis, ad libitum e maravalha estéril. Os grupos foram preparados da seguinte forma:
PBS (5 animais); Montanide™ ISA 70 - Seppic® (5 animais); pcDNA3.1A (5 animais);
pcDNA3.1A/anabab (5 animais); pcDNA3.1A/anabab + booster de ANABABr + Montanide™ ISA 70 -
Seppic® (5 animais); ANABABr + Montanide™ ISA 70 - Seppic® (10 animais).

Aspectos Eticos. Este experimento tem a aprovagio da CEUA (Comissdo de ética no uso de

animais) da Embrapa Gado de Corte, protocolo 009/2013 e da CIBio/CTNBio (Comissao Interna de
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Biosseguranca/Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga) da Embrapa Gado de Corte, Processo
n2:01200.006374/2001-34

Protocolo de imunizac¢do. A imunogenicidade da formulacgio foi avaliada usando protocolos
de injecdo com pcDNA3.1A/anabab, proteina ANABAB emulsionada em adjuvante e
pcDNA3.1A/anabab seguido de proteina ANABAB na dltima dose (primer-booster). As imunizagdes
de pcDNA3.1A/anabab e pcDNA3.1A foram realizadas via intramuscular (regido do quadriceps).
Cada animal foi injetado com 100pg de plasmideo em um volume de 100pl distribuidos em dois
sitios. A proteina foi emulsionada com adjuvante Montanide™ ISA 70 - Seppic® usando proporg¢des
de 30% de proteina e 70% de adjuvante. Os animais que receberam ANABABT foram injetados por
via subcutanea (na regido dorsal) com cerca 35ug de proteina em volume de 200pL cada um. Cada
grupo de animais recebeu trés inje¢cdes realizadas com quatorze dias de intervalo. Antes do inicio
do protocolo, e de 10 a 14 dias apds cada imunizacdo, foi coletado sangue via plexo orbital (pré-
imune e pés-imune respectivamente) para obtencao de soro.

Avaliacdo da resposta imune humoral. A resposta imune humoral foi avaliada por ELISA
pela detecgdo de IgG total e subclasses IgG1l e IgG2a a partir dos soros sanguineos. A proteina
recombinante foi preparada na concentracdo de 1.600 pg/mL para tratamento com SDS (dodecil
sulfato de s6dio) e utilizagdo como antigeno. Foi realizada padronizacdo para determinacdo da
concentragdo de uso do antigeno, diluicdo de teste dos soros e diluicdo do conjugado. Entdo, as
placas foram sensibilizadas com 100 pL da proteina diluida 1:1.000 em tampio
carbonato/bicarbonato 0,05M pH 9,6 e incubada a 4°C. Todas as etapas de lavagem foram
realizadas com PBS1X Tween 20%. (Sigma-Aldrich). Para o bloqueio de sitios inespecificos, foram
aplicados 200 pL por pogo de PBS1X com Teween 20% (Sigma-Aldrich) e leite desnatado Molico™
(Nestlé) a 5%. O pool de soros negativo e positivo e os soros para o teste foram diluidos a 1:100 e
preparados em duplicata para plaqueamento em 100 pL conforme o desenho da placa e incubados
por 1 hora a 37°C. Foram entdo aplicados 100 pL do conjugado anti-mouse peroxidase na
proporc¢ao de 1:10.000. As placas foram incubadas a 372C por 1 hora. Para a etapa de revelacdo foi
utilizado OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride) diluido em 20 mL de dgua destilada e 95 pL
foram aplicados em cada poco ficando sob incuba¢do em temperatura ambiente no escuro. A reagio
foi parada ap6s 20 minutos utilizando 50 pL de acido sulfurico (H2S04) a 3 N. A leitura foi realizada
a 490 nm (Crowther, 2002).

A anadlise para deteccdo das subclasses IgG1l e IgG2a foi realizada tendo como base o protocolo
descrito anteriormente para IgG total. Exceto que, os anticorpos biotinilados anti-IgG1 e anti-IgG2a
de camundongos foram utilizados a 1:500, o bloqueio foi feito com 10% de Soro Fetal Bovino e o
conjugado Avidina-Peroxidase foi diluido na propor¢ao 1:2.000 sendo aplicado 100 pL por poco.
Avaliacao da resposta imune celular. Para analise da detec¢io de citocinas os animais foram
eutanasiados para retirada do bago quatorze dias ap6s a Ultima inoculacdo, nesta etapa foi utilizado
o sobrenadante do cultivo de esplendcitos, para tanto, células esplénicas foram cultivadas in vitro e
estimuladas com a proteina recombinante. O bago de cada animal foi macerado em 2 mL de RPMI
(Roswell Park Memorial Institute (Sigma-Aldrich) base e centrifugados a 18.540 g por 10 minutos a

4°C, sendo o sobrenadante descartado e o sedimento ressuspendido em 1 mL de RPMI (Roswell
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Park Memorial Institute (Sigma-Aldrich) suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) a 10%. Para
contagem das células foi utilizado Azul de Tripan 0,4%. As células foram plaqueadas com 2x10°
células por poco, sendo que os estimulos foram preparados utilizando a proteina na concentragio
de 5pg/mL e a Concanavalina A na concentracdo de 2,5 pg/mL. As células foram cultivadas por 48
horas a 37°C, a 5% de CO2 em atmosfera imida. Apds a incubagdo as células foram transferidas para
tubos do tipo Eppendorf® e centrifugado a 18.540 g por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram
transferidos para tubos com capacidade para 500 pL como triplicatas e armazenados a -20°C
(Atzingen et al, 2014). A avaliagdo da producdo de citocinas foi realizada por meio de Ensaio
Imunoadsor¢do Enziméatica (ELISA) como recomendado pelo fabricante (BD Bioscience). A placa foi
sensibilizada com o anticorpo de captura de IFN-y na propor¢io 1:250 e tampao
carbonato/bicarbonato 0,05 M pH 9,6. Cada pogo da placa recebeu 100 pL do anticorpo de captura
de IFN-y diluido em tampao, incubado a 4°C por aproximadamente 16 horas. As placas foram
lavadas 5x com PBS 1X e Tween 20% (Sigma-Aldrich) na concentracdo de 0,05% e incubado a
temperatura ambiente em camara iimida, por 1 hora com 200 pL por pogo de PBS 1X contendo Soro
Fetal Bovino 10% para bloqueio. O padrido de IFN-y foi diluido em de Soro Fetal Bovino a 10%,
ficando com concentragao final de 2.000 pg/mL. A curva-padrao foi preparada em diluicdo seriada.
Apés a lavagem das placas com PBS 1X e Tween 20% (Sigma-Aldrich), os soro negativo e positivo
foram diluidos, aplicados de forma seriada em placas distintas sendo incubados por 2 horas a
temperatura ambiente em camara imida. Apoés esse tempo foram realizadas 5 lavagens com PBS
1X Tween 20% (Sigma-Aldrich). O anticorpo de detecc¢io foi preparado na proporg¢do de 1:250 com
PBS 1X e de Soro Fetal Bovino 10% e esta preparacdo foi utilizada para diluir a Streptavidina
Peroxidase na propor¢do 1:250, sendo aplicado 100 pL do conjugado diluido em cada pogo. As
placas foram incubadas a temperatura ambiente em camara imida por 1 hora e ap6s foram feitas
10 lavagens com PBS 1X e Tween 20% (Sigma-Aldrich). Para a etapa de revelacao foi utilizado OPD
(o-phenylenediamine dihydrochloride) diluido em 20 mL de agua destilada e aplicado 95 pL em
cada pogo ficando sob incubagdo em temperatura ambiente no escuro. A reacgdo foi parada apés 20
minutos utilizando 50 pL de acido sulfirico (H2S04) a 3 N. A leitura foi realizada a 490 nm. Para o
ELISA de captura para IL-10, foi realizado protocolo semelhante, com excec¢do do anticorpo IL-10,
diluido em tampao fosfato 0,2 M pH 6,5, que foi utilizado na proporgao de 1:250 para sensibilizar a
placa. O anticorpo de detecgio foi diluido em Soro Fetal Bovino na proporgao de 1:250.

Analise Estatistica. A andlise estatistica foi realizada usando software Graph-Pad prism versdo
6.0 para Windows. Compara¢ao multipla entre os grupos foi realizada pelo teste ANOVA seguido

pelo pos teste de Tukey com multiplas comparagoes.

RESULTADOS
Producio do DNA quimérico pcDNA3.1anabab. O gene quimérico, denominado anabab,
construido sinteticamente, capaz de codificar uma proteina com dominios hidrofilicos e
antigénicos, e inserido em plasmideo de expressdo em eucarioto pcDNA3.1A foi analisado por meio

de digestdo com enzima de restricio KPN I (Sigma-Aldrich) e resultou na linearizacdo do
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plasmideo recombinante. O gene anabab foi preparado para conter 1287 pares de bases. Assim, sua
insercao no plasmideo pcDNA3.1A resultou em uma molécula plasmideal de 6.703 pares de bases.

Produciao da proteina quimérica ANABABr. A mesma estratégia de clonagem foi
utilizada para a construgio do plasmideo quimérico pET28a/anabab com a finalidade de producio
da proteina quimérica ANABAB. Por meio da expressdo do gene sintético em células procaridticas
foi verificada a funcionalidade do plasmideo recombinante pela producdo de uma proteina com
massa molecular aproximada de 47 kDa (Fig. 2).

0 tamanho da proteina produzida foi compativel com o tamanho previsto por analise in

silico (servidor on line PROPRED/Software Protean - DNA Star). A purificagio da proteina
utilizando cromatografia de afinidade pelo niquel foi confirmada pela interagao de anticorpos anti-
His com a cauda de histidina presente na proteina recombinante (Fig. 3).
Avaliacao da resposta imune humoral. Os animais pertencentes aos grupos que receberam as
injecdes pcDNA3.1A/anabab seguido de booster de ANABAB recombinante e ANABAB/Montanide
produziram anticorpos IgG especificos para ANABAB com valores de absorbancia acima do cut-off e
esta producdo foi significativamente diferente quando comparada aos demais grupos. O grupo
pcDNA3.1A/anabab ndo apresentou producdo de anticorpo detectavel, ficando a média das
absorbancias dos soros dos animais presentes nesse grupo abaixo da linha de corte (Fig. 4).

Os animais dos grupos que responderam positivamente a andlise de IgG total foram
avaliados para as subclasses IgG1 e IgG2a. Como resultado desta avalia¢do foi observado que houve
producdo de anticorpos IgG1 especifico para ANABAB nos dois grupos testados, sendo que esta
producdo foi maior no grupo ANABAB/Montanide que no grupo injetado com pcDNA3.1A/anabab
seguido de booster de ANABAB recombinante. Resultado semelhante foi obtido quanto a producdo
de anticorpos IgG2a especifico. Aparentemente, a producdo de IgG1 foi superior a produgio de
IgG2a nos dois grupos testados (Fig. 5).

Avaliacao da resposta imune celular. A produgio de IFN-y e IL-10, foi avaliadas por ELISA de
captura, a partir dos sobrenadantes do cultivo de esplendcitos estimulados com ANABAB
recombinante. Todos os grupos produziram essas citocinas quando reestimulados in vitro (dados
ndo mostrados), sendo que o grupo controle pcDNA3.1 apresentou uma produg¢do muito elevada de
IFN-y e o grupo controle Montanide apresentou uma produgio muito elevada de IL-10. E possivel
que contaminantes da preparagdo protéica (proteinas de E. coli ou endotoxinas) tenham
contribuido para este resultado. Pensando desta forma, o mesmo evento poderia acontecer com os
demais grupos podendo até mesmo potencializar a resposta dos mesmos, no entanto isso ndo
acontece. Com os valores obtidos, ndo houve diferenca na producdo destas citocinas entre os

grupos testados.

DISCUSSAO
A terapia empregada em animais acometidos com TPB nao os protege de futuras infec¢des
pelos mesmos agentes. O uso de quimioterapicos, antibiéticos (Silva et al. 2017) e vacinas vivas sdo
alternativas em caso de ocorréncia de surtos, no entanto, podem onerar custos e resisténcia de

microrganismos. Em relagcdo a vacina viva, esta pode ser uma alternativa a prevengdo de casos
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clinicos, embora apresente desvantagens relacionadas a seguranga, ao método de produgdo e
durante o manuseio (Kocan et al. 2003; Kocan et al. 2010; Florin-Christensen et al. 2014). Uma
alternativa de imunizacdo seria pela constru¢ido de uma molécula de DNA quimérico e sua
clonagem em laboratério, porém a execu¢do da técnica pode ser dispendiosa e ainda ter custo
elevado (Gohil et al. 2013). No entando a aquisicdo desta constru¢do por meio de empresas
comerciais pode deixar o processo mais rapido e ainda compensar o custeio onerado com a
aquisicdo do mesmo, uma vez que pode ser replicado com facilidade por meio de transformagio em
células competentes (Gohil et al. 2013). Utilizando estas estratégias, pesquisas avangcam em torno
de genotipagem, antigenos de membrana, antigenos quiméricos e adjuvantes, que ja demonstraram
ser eficientes para a modula¢do de uma resposta imune efetiva (Ortiz et al. 2016). Neste contexto, a
proteina quimérica ANABAB foi elaborada para ter alto potencial imunogénico devido a presenca
de epitopos selecionados a partir da analise de proteinas conservadas de Anaplasma marginale e
Babesia sp. (Casteldo et al. 2013). Em trabalhos realizados por esse mesmo grupo de pesquisa a
proteina quimérica recombinante ANABAB interagiu com anticorpos de bovinos naturalmente
infectados por Anaplasma e Babesia quando testado pela técnica de ELISA demonstrando dessa
forma que a antigenicidade da proteina recombinante quimerica foi mantida (Gomes 2015).

A construgdo de um sistema imune eficiente contra A. marginale depende da agdo de
mecanismos humorais e celulares (Aradjo et al. 2003). Na ocasido da invasido do organismo do
hospedeiro pelos agentes envolvidos na TPB ocorre o desenvolvimento e instalacdo do mesmo. As
proteinas presentes na superficie do patégeno podem desempenhar papel crucial na facilitagdo da
invasdo, remodelacdo das células do hospedeiro, aquisicdo de nutrientes, elimina¢do de residuos e
deteccdo contra mecanismo de defesa inatos. Essas proteinas de superficie do patégeno direcionam
a uma resposta imune do tipo humoral e podem, também, ativar uma resposta a partir de linfécitos
T efetores (Man et al. 2017) com ativacdo de células CD4+, producdo de IFN-y e TNF-q, estimulando
a acdo de macrofagos e a produgdo de 6xido nitrico (Brown et al. 1998; Lopez et al. 2007). A
citocina INF- y atua, também, sobre a producdo de linfécitos T estimulando uma resposta do tipo
Th1, com a produgdo de IgG2 (Lopez et al. 2007; Ortiz et al. 2016), que tem agdo relacionada a
opsonizacdo, fagocitose e neutralizacdo dos corpusculos iniciais de A. marginale. Nas analises para
avaliacdo da resposta imune induzida com imunizagdo utilizando proteina associada a adjuvante
(ANABABr+Montanide ISA 70) e primer/booster (pcDNAanabab + booster ANABABr) a resposta
observada foi predominantemente do tipo Th2 com predominio de isotipo IgG1.

Vacinas protéicas em geral possuem baixo potencial imunogénico sendo necessaria sua
associacdo a componentes que possam melhorar a eficiéncia da resposta imunoldgica. Neste
contexto, os adjuvantes sdo fortes aliados na modulagdo de uma resposta imune por agir como um
agente inflamatorio recrutando células apresentadoras de antigenos - APCs (Klimka et al. 2015)
com liberagdo de citocinas e infiltracdo de leucécitos (Vitoriano-Souza et al. 2012) que podem
reconhecer patégenos e desencadear a ativacdo de células T pela apresentacdo de antigenos via
MHC (Banchereau & Steinman 1998). A capacidade da indugdo de fatores quimiotaticos, citocinas
pré-inflamatdrias e modulagdo de resposta Th1 ou Th2 estd diretamente relacionada a eficiéncia da

acdo dos adjuvantes, de modo a construir uma resposta imune especifica (Batista-Duharte et al.
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2013). Outros potenciais estimuladores de resposta imune estdo relacionados a proteinas de
membrana, as diversas vias de administracdo (Haeberlein et al. 2017), imuniza¢des do tipo primer-
booster e a utilizagdo de nanoparticulas como forma eficiente da entrega do antigeno (Akbari & Wu
2016). Em se tratando de vacina de DNA, as nanocapsulas permitiriam a obtencdo de resultados
positivos e eficicia na obten¢do de uma resposta imune, como observada na imuniza¢do de

antigenos proteicos (Zhao et al. 2011).

CONSIDERACOES
A utilizagdo da proteina quimérica recombinante induz resposta imune humoral do tipo IgG,
quer pelo uso do protocolo de imunizagdo com proteina/Montanide ou injecdo inicial de DNA
seguido de booster com proteina.
Em repetidas ocasides, a injecdo de DNA naked nao induz resposta imune humoral que seja
detectavel. Assim, pode ser necessaria a utilizacdo de mecanismos facilitadores de entrega e de
protecdo dessa molécula, como por exemplo a utilizagio de nanocarreadores, para garantir a

producio da proteina e inducdo de resposta imune.
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Fig..1. Andlise da insercdo do DNA quimérico anabab em pcDNA3.1A. por digestdo enzimatica com
enzima de restricdo em gel de agarose a 0,8%. (1) Marcador Molecular 1 Kb Plus DNA ladder
(Invitrogen®), (2) pcDNA3.1A/anabab linearizado apds digestdo com KPN I (6.703 pb) e (3)
pcDNA3.1A/anabab circular.
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Fig..2. Avaliacdo da indugdo da proteina quimérica ANABAB em E.coli da linhagem Rosetta apos
inducdo com IPTG. (1 e 3) Lisado total de E. coli pcDNA3.1A/anabab antes da indugio; (2 e 4)
Lisado total de E. coli pcDNA3.1A/anabab apds 3 horas de inducdo com IPTG. (5) Marcador de
Peso Molecular [Broad Range Protein Molecular Weight Marker (Promega®) ]. Analise realizada por

SDS-PAGE 12%.
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Fig. 3. Avalia¢do da purificacdo da proteina quimérica ANABAB apos processo em coluna de niquel
ProBond®. (1) Analise em SDS-PAGE 12%, Marcador Molecular Promega®. (2) Andlise em SDS-
PAGE 12%, Proteina quimérica ANABAB purificada. (3) Western'blot da proteina quimérica
ANABAB purificada utilizando anti-corpo anti-His.
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Fig. 4. Producdo de IgG total especifica contra ANABAB em camundongos BALB/c. As inje¢des
(intramuscular - 3 doses) foram feitas utilizando PBS (10 animais), pcDNA3.1A (5 animais),
Adjuvante Montanide (10 animais), ANABABr + adjuvante Montanide (5 animais),
pcDNA3.1A/anabab (5 animais) e pcDNA3.1A/anabab + booster ANABABr (5 animais) e analisadas
pelo método de ELISA indireto. A andlise estatistica foi realizada pelo teste de ANOVA com pos-

teste de Tukey utilizando multiplas comparagdes.
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g. 5. Producdo de IgG1l e IgG2a especifica contra ANABAB em camundongos BALB/c. Os animais
foram injetados (intramuscularmente - 3 doses) com a proteina quimérica ANABAB/Montanide (5
animais) e pcDNA3.1A/anabab [booster proteina ANABAB (5 animais). ELISA indireto foi realizado
em placas adsorvidas com ANABAB e anticorpos anti IgG1 e anti IgG2a de camundongo foram
utilizados em etapa posterior. Soro pré-imune dos grupos testados foram utilizados como controle.
Somente os grupos que tiveram producio de IgG total foram avaliados para as subclasses. A analise

estatistica foi realizada com teste de ANOVA e pds-teste de Tukey com multiplas comparagdes.



