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Resumo

A anaplasmose bovina é causada pela bactéria gram-negativa intraeritrocitaria
Anaplasma marginale. A doenga esta amplamente distribuida nas regides tropicais
e subtropicais das Américas, Europa, Australia, Africa e Asia e esta relacionada a
significativas perdas econémicas na pecuaria bovina como baixo ganho de peso,
diminui¢cdo na producao de leite, abortos, custos com o tratamento dos animais e
perdas por mortalidade. Os nanotubos de carbono (CNTs) sédo alétropos de
carbono compostos por folhas de grafeno organizadas de forma tubular. Devido a
sua incrivel resisténcia mecanica e a sua capacidade de atravessar membranas
bioldgicas e entregar biomoléculas no citoplasma, os CNTs vém se mostrando uma
ferramenta interessante para o desenvolvimento de vacinas. O objetivo desse
trabalho é caracterizar a interagcédo e avaliar o potencial do peptideo sintético Am1
acoplado a Nanotubos de Carbono de Paredes Multiplas (MWCNT) de induzir a
producdo de anticorpos antigeno-especificos contra A. marginale em comparag¢ao
a vacinagcdo com o peptideo administrado sem as nanoparticulas como
carreadores. Dessa forma, a interacdo foi caracterizada por Potencial Zeta,
Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho por transformada de
Fourier (FT-IR) e Microscopia Eletronica de Transmissao (MET). Camundongos
BALB/c foram imunizados por meio de trés inje¢des via subcutanea com intervalos
de quinze dias e entdo desafiados com 3x10° eritrécitos infectados com A.
marginale. Os animais foram avaliados quanto a mudancga de peso, sobrevivéncia
e a resposta imune humoral por meio de Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica
(ELISA). A interacao apresentou-se estavel e com baixa tendéncia a aglomeracgao.
Nao houve nenhuma diferencga significativa no ganho de peso entre os grupos e
nenhuma mortalidade. A imunizagdo com o peptideo Am1 acoplado ao MWCNT
induziu a produgéo de anticorpos semelhante ao peptideo Am1 com Adjuvante de
Freund. Em conclusao, os animais imunizados com o peptideo Am1 acoplado ao
MWCNT nao apresentaram uma resposta imune superior aquela apresentada

pelos animais imunizados com o peptideo isoladamente.

Palavras-chave: Nanotubo de carbono, anaplasmose bovina, imunizagdo, MSP1.
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Abstract

Bovine anaplasmosis is caused by the intraerythrocytic gram-negative bacterium
Anaplasma marginale. The disease is distributed worldwide in the tropical and
subtropical regions of the Americas, Europe, Australia, Africa and Asia and is related
to significant economic losses in livestock such as low weight gain, decrease in milk
production, abortions, costs of animal treatment and mortality losses. Carbon
nanotubes (CNTs) are carbon allotropes composed of graphene sheets organized
in tubular form. Due to its incredible mechanical resistance and its ability to cross
biological membranes and deliver biomolecules in the cytoplasm, CNTs have
proven to be an interesting tool for the development of vaccines. The aim of this
work is to characterize the interaction and to evaluate the potential of the synthetic
peptide Am1 coupled to Multi-Walled Carbon Nanotubes (MWCNT) to induce the
production of antigen-specific antibodies against A. marginale in comparison to the
immunization with the peptide administered without the nanoparticles as carriers.
Thus, Zeta Potential, absorption spectroscopy in the Fourier Transform infrared
spectroscopy (FT-IR) and Electron Transmission Electron Microscopy (TEM)
characterized the interaction. BALB/c mice were immunized via three subcutaneous
injections at fifteen-day intervals and then challenged with 3x10° erythrocytes
infected with A. marginale. The animals were evaluated for weight change, survival
and humoral immune response by Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
The interaction was stable and with less tendency to agglomeration. There was no
significant difference in weight loss between the groups and no mortality.
Immunization with the Am1 peptide coupled to MWCNT induced antibody
production similar to the Am1 peptide with Freund's Adjuvant. In conclusion, animals
immunized with the Am1 peptide coupled to MWCNT did not present an immune
response superior to that presented by the animals immunized with the peptide

alone

Key words: Carbon nanotube, bovine anaplasmosis, immunization, MSP1.
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1. Introducgao

1.1 Anaplasmose bovina

1.1.1 Aspectos Gerais

Anaplasma marginale €& uma bactéria gram-negativa intraeritrocitaria
obrigatéria de ruminantes e € o agente causador da anaplasmose bovina
(BATTILANI et al, 2017). Pertence a ordem Rickettsiales, a familia
Anaplasmataceae e ao género Anaplasma (DUMLER et al., 2001; BATTILANI et
al., 2017). Inicialmente foi descoberta em 1910 por Sir Arnold Theiler que observou
pequenas inclusdes marginais em eritrocitos de bovinos doentes (PALMER, 2009;
BATTILANI et al., 2017). Pode ser identificada em esfregagos sanguineos como
uma inclusao arredondada e densa, de aproximadamente 0,3-1,0 ym de didametro

na margem interior de eritrocitos (OIE, 2012) como mostrado na Figura 1.

Figura 1. Anaplasma marginale presente em esfregago de sangue bovino. Wright-Giemsa,
100X em imersdo em Oleo. Setas indicam a bactéria A. marginale localizada na periferia de
eritrécitos de sangue bovino.

Fonte: Merck Veterinary Manual.

A. marginale esta amplamente distribuida em regides tropicais e subtropicais
das Américas, Europa, Australia, Africa e Asia (KOCAN et al., 2015). O Brasil pode
ser considerado uma area endémica para a ocorréncia de anaplasmose bovina,

apresentando prevaléncia em torno de 16,3% na zona semiarida do estado de



Sergipe, quase 100% no estado do Rio de Janeiro e por volta de 98% no estado de
S&o Paulo (SILVA; ANDRE; MACHADO, 2016).

A infeccao pela bactéria esta relacionada a significativas perdas econémicas
nas industrias de carne e laticinio devido ao baixo ganho de peso, redugédo na
producao de leite, abortos, custos com o tratamento dos animais e perdas por
mortalidade (KOCAN et al., 2015).

1.1.2 Transmissao e ciclo de desenvolvimento

A transmissao de A. marginale ocorre principalmente de forma mecanica,
pela picada de insetos hematdfagos ou fémites contaminados, e de forma bioldgica,
envolvendo pelo menos 20 espécies de carrapatos (KOCAN et al., 2010,
BATTILANI et al.,, 2017). Na América do Sul, o principal vetor da doenca é o
carrapato da espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus (DOYLE et al., 2016).
Além disso, A. marginale também pode ser transmitida de forma vertical, da vaca
para o bezerro através da placenta, durante a gestacdo. Neste caso, os bezerros
nascem saudaveis mas permanecem infectados (KOCAN et al., 2015; BATTILANI
et al., 2017).

O ciclo de desenvolvimento de A. marginale, esquematizado na Figura 2, se
inicia quando o carrapato ingere eritrocitos infectados durante o repasto sanguineo
de hospedeiros infectados. A riquétsia entdo entra no epitélio do intestino médio e
ali passa pelo primeiro ciclo de replicagdo. Em seguida, migra para o epitélio das
glandulas salivares do carrapato, onde sofre o segundo ciclo de replicagdo. Nas
glandulas salivares, a bactéria tem acesso a saliva, onde é facilmente disseminada
para o proximo hospedeiro durante o repasto sanguineo do carrapato (BATTILANI
et al., 2017).

Nos carrapatos, A. marginale se desenvolve dentro de colénias (ou vacuolos)
ligadas a membrana das células. A primeira forma de desenvolvimento da riquétsia
€ a forma reticulada, ou também chamada de vegetativa, que se reproduz por fissdo
binaria. Essa forma reticulada entdo se transforma em uma forma densa, que é a
forma infecciosa capaz de sobreviver fora das células hospedeiras por um periodo
de tempo limitado (KOCAN et al., 2010).



Dentro de eritrocitos bovinos, a bactéria se desenvolve dentro de corpos de
inclusdes, também chamados de corpos iniciais, ligados a membrana. O numero
de eritrécitos parasitados cresce de forma exponencial. Os corpos de inclusdes
podem conter de 4 a 8 riquétsias e serem encontrados em até 70% ou mais de
eritrocitos durante a fase aguda da infeccdo. Numa tentativa de diminuir a infecgéo,
eritrocitos infectados sdo fagocitados por células reticuloendoteliais bovinas
(KOCAN et al., 2010).

A infeccao apresenta um periodo pré-patente de 7 a 60 dias, dependendo
da dose de riquétsia. O animal que sobrevive a infecgdo aguda torna-se
persistentemente infectado, sendo agora um reservatorio de A. marginale (KOCAN
et al, 2003; BATTILANI et al., 2017).

Figura 2. Ciclo de desenvolvimento de Anaplasma marginale em bovinos e carrapatos.
Eritrocitos bovinos infectados s&o ingeridos por carrapatos durante o repasto sanguineo. O primeiro
sitio de infecgao sao as células no intestino do carrapato. Em seguida diversos tecidos se infectam,
incluindo as glandulas salivares, onde a bactéria pode ser transmitida ao bovino. A. marginale passa
por duas formas de desenvolvimento dentro do carrapato. A forma reticulada (vegetativa) é vista
inicialmente e se reproduz por fissao binaria. A forma reticulada entao se transforma na forma densa,
que é a forma infecciosa.
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1.1.3 Sintomatologia e diagnéstico

Em animais jovens (até oito meses de idade) a doenga se apresenta
geralmente de forma subclinica devido a resisténcia inata. J4 os animais adultos
apresentam maior incidéncia e sinais clinicos mais graves. Na fase aguda, observa-
se prostragao progressiva, febre, perda de peso, ictericia, hepatoesplenomegalia,
ocorréncia de abortos e morte. Os animais também podem desenvolver anemia
hemolitica, que ocorre devido a agao de macréfagos na tentativa de remover os
eritrocitos infectados do sangue. A hemdlise ocorre tanto de forma extravascular
como intravascular, sendo mais intensa em animais esplenectomizados. Os
animais que sobrevivem a essa fase da doenga tornam-se cronicamente infectados
e desenvolvem uma bacteremia ciclica (DOYLE et al., 2016). No estagio avancado
da doenga, o bovino geralmente desenvolve atonia gastrointestinal, estase do
rumen e constipagdo devido a desidratagcdo e a perda de peso. Alguns animais
ainda sofrem com déficits neuroldgicos. A taxa de mortalidade para adultos é cerca
de 50-60% (KOCAN et al., 2010).

O diagnodstico para a anaplasmose bovina pode ser feito com base na
localizagdo geografica, estagdo do ano e presenga de sinais clinicos observados
nos animais. A confirmagédo do diagnostico deve ser feita a partir de testes
laboratoriais, como a avaliagdo em microscopia de luz de esfregagos sanguineos,
testes sorolégicos ou moleculares (KOCAN et al., 2010).

Durante a fase aguda da doenga, A. marginale pode ser facilmente
identificada por meio de esfregago sanguineo podendo ser observada infectando
até 50% dos eritrocitos. No entanto, na fase crénica, a baixa parasitemia torna dificil
a identificacdo da bactéria por esse método, sendo necessarias técnicas
moleculares (KOCAN et al., 2010; DOYLE et al., 2016).

O teste de aglutinagdo em cartdo baseia-se na reagao de anticorpos da
amostra de soro do animal e antigenos (suspensao de particulas de A. marginale).
Quando positivo, ha a formagao de uma aglomeragéao (aglutinagado) caracteristica
do antigeno. Esse teste é sensivel, rapido e pode ser realizado em campo. Porém,
reacdes nao-especificas podem ocorrer. Além disso, a interpretacao dos resultados
é bastante subjetiva (OIE, 2012).



O Ensaio de Imunoabsorgdo Enzimatica (ELISA) € um teste imunozimatico
altamente sensivel que permite a detectacao de anticorpos especificos. Proteinas
da superficie de A. marginale, as chamadas Proteinas Principais de Superficie
(MSP), podem ser utilizadas como antigeno em testes de ELISA apresentado altos
niveis de sensibilidade e especificidade, como a MSP1a, MSP2 (ARAUJO et al.,
2005), MSP5 (MELO et al., 2007).

O teste de ELISA competitivo tem sido muito utilizado para o diagndstico em
varios ruminantes (KOCAN et al., 2010). Esse teste, desenvolvido por Knowles em
1996, baseia-se no uso de um anticorpo monoclonal, chamado de ANAF16C1.
Esse anticorpo reconhece a proteina MSP5 em A. marginale (KNOWLES et al,
1996). No entanto, devido a alta conservagao do gene de MSP5, é possivel que
este teste também possa reconhecer anticorpos contra outros organismos do
género Anaplasma em bovinos infectados (DREHER et al., 2005; KOCAN et al.,
2015).

Outro teste de ELISA, desenvolvido trés anos depois por Morzaria, foi
baseado em MSP5 recombinante para deteccéo indireta de anticorpos contra A.
marginale (MORZARIA et al., 1999). Esse teste esta comercialmente disponivel,
porém ainda ndo foi realizada nenhuma avaliagdo quanto a uma possivel
reatividade cruzada com outras espécies de Anaplasma (KOCAN et al., 2010).

Métodos de diagndstico baseados em acidos nucleicos sao altamente
especificos, pois permitem a identificacdo da espécie do organismo. Devem ser
usados como um meio de diagndstico definitivo quando testes sorolégicos exigem
a confirmacgao da espécie. No entanto, ndo sdo ensaios praticos para se utilizar

quando ha um grande numero de animais (KOCAN et al., 2015).

1.1.4 Resposta imune e proteinas principais de superficie

O mecanismo de defesa de bovinos contra A. marginale, esquematizado na
Figura 3, induz a resposta imune do tipo humoral e celular.

Na presengca da riquétsia, antigenos da bactéria ativam células
apresentadoras de antigenos (APC) e estas produzem interleucina 12 (IL-12) e
interferon-gama (IFN-y). Tais citocinas ativam linfocitos T auxiliadores (CD4+)
(BROWN; BARBET, 2016), que irdo produzir ainda mais IFN-y. IFN-y ent&o induz
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linfécitos B a produzir IgG2. Essa imunoglobulina é capaz de neutralizar
corpusculos iniciais de A. marginale e promover fagocitose por macréfagos. E
possivel também que esses anticorpos promovam o bloqueio da entrada da
riquétsia nos eritrocitos por meio da opsonizagdo da bactéria ainda no meio
extracelular (BROWN, 2012). Além disso, 1gG2 esta relacionada ao controle da
riquetsemia aguda e da anemia (ARAUJO et al., 2003).

IFN-y ainda é capaz de ativar e estimular macrofagos a produzir 6xido nitrico
(NO) (BROWN, 2012), que tem acao toxica sobre a bactéria, auxiliando na
eliminacao desta no meio intracelular. Ainda, IFN-y pode estimular a expressao de
receptores de Fc de anticorpos, o que facilita a fagocitose e a fusdo fagossomo-
lisossomo (ARAUJO et al., 2003).

Figura 3. Resposta imune celular e humoral de bovinos contra Anaplasma marginale.
Linfocitos T auxiliadores, estimulados por antigenos de A. marginale, produzem interferon-y (IFN-y),
o qual atua sobre macréfagos e linfocitos B. (2) Sobre macréfagos, IFN-y induz a expresséo de
receptores Fc, facilitando a fagocitose. (3) IFN-y também é capaz de estimular a fusdo fagossomo-
lisossomo. (4) IFN-y ainda estimula a produgéo de IgG2 por linfécitos B. Esse anticorpo € importante
na opsonizagao da bactéria na fagocitose.
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Anticorpos neutralizam os corpusculos iniciais de A. marginale a partir da
sua interagédo com as Proteinas Principais de Superficie (MSPs) (ARAUJO et al.,
2003; BROWN; BARBET, 2016). Por desempenharem papeis fundamentais na
sobrevivéncia da riquétsia, como aderéncia e invasao dos eritrocitos e transporte
de nutrientes, essas proteinas se encontram expostas na superficie da bactéria, o
que faz com que elas sejam facilmente reconhecidas pelo sistema imunolégico do
hospedeiro (ARAUJO et al., 2003).

A membrana dos corpusculos iniciais de A. marginale apresentam seis MSPs
ja identificadas: MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4 e MSP5 (BATTILANI et al.,
2017).

MSP1 é um complexo formado por duas proteinas, MSP1a de 105 kDa e
MSP1b de 100 kDa, ligadas covalentemente por pontes dissulfeto (ARAUJO et al.,
2003). Sabe-se que essas proteinas atuam como adesinas, portanto apresentam
papel fundamental no processo de invasdao de A. marginale a membrana dos
eritrocitos do bovino. Foi visto ainda que a MSP1a é uma adesina para células do
carrapato, estando envolvida na sobrevivéncia da bactéria nesse vetor (de la
FUENTE et al., 2010; BATTILANI et al., 2017). Soros de bovinos imunizados
previamente com MSP1 nativa apresentaram titulos de anticorpos semelhantes
contra MSP1a e MSP1b, predominando a classe IgG (BROWN et al. 2001).

MSP2 é umas das proteinas imunodominantes de superficie de A. marginale.
E encontrada como mondmeros ou multimeros ligados por pontes dissulfeto. A
partir de analises de transcritos de MPS2, foi observado uma regido hipervariavel
flanqueada por regides conservadas. O mesmo foi observado para outra espécie
de Anaplasma, A. phagocytophila. O que indica que essa proteina tenha grande
importancia na sobrevivéncia dessas bactérias (ARAUJO et al., 2003). Bovinos
imunizados com MSP2 nativa foram protegidos contra desafio apresentando atraso
até auséncia completa da parasitemia (PALMER et al., 1988).

MSP3 é outra proteina imunodominante da superficie de A. marginale
(ARAUJO et al., 2003). A imunizagédo de bovinos com MSP3 nativa gerou um
retardo no surgimento da riquetsemia apos desafio, porém néo houve diferenca no
pico de parasitemia ou no grau de anemia (PALMER; McELWAIN, 1995).

MSP4 é uma proteina altamente conservada encontrada na membrana

interna e externa da bactéria (ARAUJO et al., 2003). Bovinos imunizados com



MSP4 nativa foram protegidos contra desafio de A. marginale (PALMER,;
McELWAIN, 1995).

MSP5 é também uma proteina altamente conservada. E encontrada como
mondmeros e dimeros na membrana de A. marginale (ARAUJO et al., 2003). A
imunizagao de bovinos com MSP5 nativa n&o foi capaz de proteger o animal contra
o desafio (PALMER; McELWAIN, 1995).

1.1.5 Controle e prevengao

As medidas de controle para a anaplasmose bovina variam de acordo com
o local de ocorréncia da parasitose, sendo uma area endémica ou nao (KOCAN et
al., 2015), e incluem o controle do artrépode transmissor, a administragcao de
antibioticos e a vacinacao (KOCAN et al., 2010).

O controle do carrapato é feito a partir de aplicacbes repetidas de
carrapaticidas (AUBRY; GEALE, 2011). No entanto, o controle dos artrépodes nao
impede totalmente a transmisséo de A. marginale, visto que sua transmissao ainda
pode ocorrer de forma mecanica (KOCAN et al., 2010).

A quimioprofilaxia baseia-se na utilizagdo de drogas especificas em doses
subterapéuticas e pode ser iniciada em animais a partir de 30 dias de vida. Para a
anaplasmose bovina, consiste em 2-4 aplicagdes de subdoses do antibidtico
tetraciclina com intervalos de 21 dias via intramuscular. Essa estratégia permite que
o0 animal adquira a infeccdo sem apresentar sinais clinicos ou que apresente
apenas sinais brandos (GONCALVES et al., 2000). Entretanto, a quimioterapia é
cara, o que torna dificil sua aplicagao em larga escala. Além disso, o uso intensivo
de antibidticos pode aumentar a incidéncia de cepas resistentes (KOCAN et al.,
2010).

Ainda, a vacinagao tem sido uma forma efetiva e de baixo custo para o
controle da anaplasmose bovina, porém o controle é feito apenas de forma parcial.
As vacinas utilizadas atualmente se dividem em dois grandes grupos: as que
utilizam organismos mortos e vivos. Ambos os tipos consistem no uso de eritrocitos
bovinos infectados como uma fonte para obter antigeno de A. marginale. A
imunidade induzida por essas vacinas € capaz de proteger o animal de desenvolver

a doenca clinica, mas ndo é capaz de impedir que o mesmo se infecte
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persistentemente com A. marginale. O que torna o animal um reservatério para a
transmissdo mecanica e bioldgica de A. marginale, contribuindo para sua
disseminagao (KOCAN et al., 2010).

Existem trés estratégias para a utilizagdo de vacinas vivas. A primeira
consiste na infecgcao proposital do bovino com eritrécitos infectados com A.
marginale seguido de tratamento com baixas doses de tetraciclina durante a fase
inicial da infecgdo. Esse tipo de estratégia exige supervisdo de um veterinario, o
que torna o procedimento caro. Além disso, em grandes rebanhos, ha grande
dificuldade no acompanhamento do animal. A segunda estratégia baseia-se na
utilizacdo de cepas atenuadas de A. marginale a partir de passagens da bactéria
em ovelhas ou veados ou apés irradiacdo gama. Entretanto, esse tipo de
abordagem pode causar reagdes pos-vacinagao, como reducado da produgao de
leite, febre, ictericia, morte, podendo até causar o desenvolvimento da doenca
clinica. A terceira estratégia constitui na inoculagéo dos animais com A. centrale.
Foi observado que essa espécie de Anaplasma € menos patogénica para o bovino
e capaz de induzir imunidade protetora contra A. marginale. No entanto, foram
observados animais esplenectomizados e adultos imunizados com esse tipo de
vacina desenvolvendo anaplasmose grave. Além disso, vacas leiteiras de alto
desempenho se mostraram severamente afetadas apds a infec¢ao por A. centrale
(KOCAN et al., 2003).

A primeira vacina morta para o controle da anaplasmose baseava-se no uso
de A. marginale, obtida a partir de eritrécitos hemolisados, como um antigeno.
Porém, por ser uma formulagdo demasiadamente contaminada com o estroma de
eritrocitos, resultou no desenvolvimento de isoanticorpos nos bovinos vacinados.
Posteriormente, esse problema foi resolvido a partir da purificagdo de A. marginale

de eritrocitos. No entanto, essa estratégia € de alto custo (KOCAN et al., 2010).

1.2 Nanotecnologia

A nanotecnologia € uma area da ciéncia que se caracteriza pela utilizagao
de atomos e moléculas com o intuito de criar produtos com estruturas funcionais
em escala nano que possam ser Uteis em diversos campos da ciéncia. O termo

"nano" é de origem grega que significa "anao" (ZDROJEWICZ et al., 2015). Na



escala conhecida como nano, 1 nm equivale a 10°° m e a nanotecnologia utiliza
geralmente produtos com comprimentos que ndo excedam 100 nm pelo menos em
uma diregcdo (FERREIRA; RANGEL, 2009).

A primeira pessoa a considerar a nanotecnologia como uma iniciativa de
pesquisa promissora foi o fisico americano Richard Feynman, ganhador do Prémio
Nobel de fisica, em 1959 (ABIODUN-SOLANKE et al., 2014; ZDROJEWICZ et al.,
2015), mas foi s6 em 1974 que o termo foi empregado pelo japonés Norio Taniguchi
(ABIODUN-SOLANKE et al., 2014).

A nanomedicina € a ciéncia que consiste em usar nanoparticulas na
prevencgao, diagnostico e tratamento de diversas doencas (ABIODUN-SOLANKE et
al., 2014). E com certeza uma das principais areas de interesse dentro da
nanotecnologia, visto que muitos produtos criados a partir da nanotecnologia ja
foram amplamente aceitos como métodos analiticos e materiais biocompativeis, ou
seja, ndo provocam reagoes inflamatorias em organismos vivos (ZDROJEWICZ et
al., 2015).

1.2.1 Nanotubos de carbono

Nanofilamentos de carbono oco tém sido observados desde a década de
1950 (HIRLEKAR et al., 2009; ZHANG; ZHANG; WEI, 2017), porém a descoberta
dos nanotubos de carbono (CNTs) é atribuida ao fisico japonés Sumio lijima da
Nippon Electric Company. Em 1991 foram descobertos os de parede multipla
(IIJIMA, 1991) e em 1993 os de parede simples (IIJIMA; ICHIHASHI, 1993).

Os CNTs sao alotropos de carbono de forma tubular. As ligacdes presentes
s30 do tipo sp? e cada atomo de carbono se liga a outros trés, formando arranjos
hexagonais (HIRLEKAR et al., 2009). As ligagdes fortes C-C hibridas sp? presentes
em sua composic¢ao, lhe ddo uma incrivel resisténcia mecanica, tornando-o um dos
materiais mais fortes ja encontrados no mundo (ZHANG; ZHANG; WEI, 2017).

Os CNTs podem ser classificados de acordo com o numero de camadas de
folhas de grafeno em os nanotubos de carbono de parede unica (Single-Walled
Carbon Nanotubes - SWCNT) que apresentam um didmetro de 0,4-3 nm (RASTOGI
et al., 2014; Li et al., 2017) e em nanotubos de carbono de parede multipla (Multi-

Walled Carbon Nanotubes - MWCNT) com a camada exterior apresentando um
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didametro de 2-100 nm e a interior um didmetro de 1-3 nm (RASTOGI et al., 2014).

Ambos as estruturas estao representadas na Figura 4.

Figura 4. Nanotubos de carbono. (a) Nanotubo de carbono de parede unica, (b) nanotubo de
carbono de parede multipla.

MWCNT

0.4-3.0nm 2.0-100.0 nm

Fonte: RASTOGI et al., 2014.

Os SWCNTs apresentam uma unica camada de grafeno, menor acumulo no
organismo vivo, exigem um catalisador para sua sintese, requerem um controle
adequado sobre o crescimento e a condigao atmosférica — o que faz com que sua
sintese em massa seja dificil —, ttm um menor nivel de pureza, podem apresentar
defeitos durante a funcionalizacgdo e podem ser facilmente torcidos. Em
contrapartida, os MWCNTs apresentam multiplas camadas de grafeno, maior
acumulo no organismo vivo, podem ser produzidos sem catalisador, sua sintese
em massa é facil, ttm um nivel de pureza maior, apresentam menor chance de
defeito e ndo podem ser facilmente torcidos (HIRLEKAR et al., 2009).

Trés caracteristicas importantes — a ampla area de superficie, a alta
estabilidade quimica e a capacidade de penetrar diretamente nas células — fazem
com que o CNT seja um método excelente para a entrega de drogas nas células,
podendo ser conjugado com uma grande variedade de moléculas de interesse,

como proteinas, anticorpos, DNA, enzimas, entre outras (HE et al., 2013).
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1.2.3 Internalizagao celular

CNTs puros séo insoluveis em meio aquoso e nao possuem afinidade pelas
células. No entanto essas caracteristicas podem ser modificadas por um processo
chamado de funcionalizagdo (RASTOGI et al.; 2014). A funcionalizagao consiste na
modificagdo superficial do CNT com moléculas hidrofilicas apds sua sintese
(COSTA et al., 2016). As estratégias para a funcionalizagdo da superficie de CNT
incluem a funcionalizagdo covalente e a nao covalente. O processo de
funcionalizacdo torna essas nanoparticulas capazes de atravessar a membrana
das células e, além disso, facilita a conjugag¢ao de moléculas de interesse na sua
superficie ou nas extremidades (RASTOGI et al., 2014).

Alguns outros fatores provavelmente ainda irdo influenciar o processo de
internalizacdo de CNT pelas células. Trés parametros s&o cruciais: o0 grau de
dispersdo, a formacdo de complexos supramoleculares (acoplamento com
proteinas e acidos nucleicos ou adsor¢cao de proteinas da matriz extracelular) e
comprimento do CNT. Outros parametros parecem influenciar na internalizagao de
forma mais branda, como o didmetro, a quiralidade e o numero de camadas
(RAFFA et al., 2010).

A endocitose e a difuséo passiva ja foram descritos na literatura como sendo
mecanismos de internalizagao celular para SWCNT (RAFFA et al., 2010; LI et al.,
2017) assim como para MWCNT (RASTOGI et al 2014), como esquematizado na
Figura 5.

A endocitose € um mecanismo de internalizacdo celular dependente de
energia que consiste na absor¢cdo de material extracelular por meio de vesiculas
(ou endossomos) formadas a partir da invaginacdo da membrana plasmatica. A
formacéo dessas vesiculas para a internalizacdo de CNTs parece ser dependente
de clatrina (RASTOGI et al 2014; COSTA et al., 2016) e caveolina (RASTOGI et al
2014).

A endocitose pode ocorrer de forma independente de receptores (Figura 5
(a)), uma pequena por¢ao da membrana plasmatica sofre invaginagao até envolver
completamente o CNT conjugado a molécula de interesse para dentro da célula.
Os endossomos entdo se fundem com os lisossomos, o que leva a libertacao da
molécula antes conjugada ao CNT pelas lisozimas. (RASTOGI et al 2014).
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A endocitose de CNTs pode ainda ser mediada por receptor (Figura 5(b)). O
CNT conjugado a molécula de interesse se liga ao receptor transmembranar e
desencadeia seu proprio englobamento por vesiculas revestidas de clatrina. Apos
sua entrada na célula, o receptor se dissocia do complexo devido a queda do pH.
Em seguida, os receptores s&o libertados e os endossomos se fundem com os
lisossomos. A agao das lisozimas ira entdo libertar a molécula antes conjugada ao
CNT. Os receptores livres serdao reciclados e retornardo para a membrana
plasmatica para mediar a internalizagéo de outros CNTs (RASTOGI et al 2014).

Além disso, CNTs podem ser internalizados de forma independente de
endocitose (Figura 5 (c)). Dessa forma, ha uma translocagéo direta de CNTs
através da membrana plasmatica para o citoplasma sem consumo de energia. Esse
mecanismo pode ser chamado "nanoneedle" (Em portugués, mecanismo de
nanoagulha) (RASTOGI et al 2014; COSTA et al., 2016).

Figura 5. Vias de internalizagao celular de nanotubos de carbono (CNTs). (a) endocitose nédo
mediada por receptor: (1) membrana que rodeia os CNT funcionalizados acoplados a substancias,
(2) internalizagédo e (3) liberagdo da substancia; (b) endocitose mediada por receptor: (4) a
membrana engloba o complexo receptor-CNT formando endossomos seguido de internalizagao, (5)
liberagéo da substancia e (6, 7, 8) regeneracgao do receptor; (c) via independente de endocitose: (9)
penetragao direta do CNT funcionalizado acoplado a substancia e (10) liberagao da substancia.
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Fonte: Adaptado de RASTOGI et al., 2014.
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1.2.4 Utilizagdo de nanotubos de carbono como carreador vacinal

O uso de um sistema de entrega em composigdes vacinais pode influenciar
significativamente na eficacia da vacina, alcangando a especificidade do alvo,
controlando o tempo e a quantidade liberada da formulagao, reduzindo a resposta
imune ndo especifica e aumentando a imunogenicidade especifica desejada
(SCHEINBERG, et al., 2013).

Os CNTs possuem diversas caracteristicas que os tornam excelentes
materiais para composigdes vacinais. A forma de agulha dos CNTs proporciona
propriedades fisico-quimicas unicas, além de permitir que eles penetrem de forma
eficiente nas células e se acumulem em compartimentos intracelulares, atuando
como um “depdsito intracelular” e proporcionando uma reposta imune mais
duradoura. Ainda, a ampla area superficial de CNTs permite a conjugacdo de
inuimeras moléculas de interesse. Dessa forma, uma ampla quantidade de
moléculas insoluveis, de baixa biodistribuicido e incapazes de atravessar
membranas bioldgicas podem ainda assim serem utilizadas na terapéutica (COSTA
et al., 2016). Além disso, essas nanoparticulas s&do capazes de proteger as
moléculas a elas acopladas contra a degradagao enzimatica (WU et al., 2008) e
nao sdo imunogénicos por si sO, ou seja, nenhuma resposta imune especifica a
elas foi observada (GOTTARDI; DOURADINHA, 2013).

Quando CNTs conjugados a moléculas de interesse sao internalizados por
células do tipo APCs do sistema imunoldgico, tais como macrofagos e células
dendriticas, inicia-se um processo crucial para desencadear a resposta imune,
chamado de apresentagcdo de antigenos. Essas células entdo processam as
moléculas incorporadas aos CNTs e as apresentam as células T através dos
complexos de superficie MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade) de
classe | ou classe |l (GOTTARDI; DOURADINHA, 2013). A rapida e eficiente
internalizacao facilitada pelos CNTs, portanto, pode induzir ambos tipos de
respostas tanto mediadas por anticorpos quanto por células T CD4+ ou TCD8+ de
maneira antigeno-especifica (FARIA et al., 2014).

Por esses motivos os CNTs vém se mostrando uma ferramenta interessante
para o desenvolvimento de vacinas e tém sido utilizados com sucesso em diversos
estudos (FARIA et al., 2014, HASSAN et al., 2016a; CALEGARI et al., 2017).
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1.3 Formulagao vacinal nanoestruturada contra A. marginale

Em um estudo prévio publicado recentemente pelo nosso grupo de pesquisa
(SANTOS, et al., 2012) peptideos miméticos a proteina MSP1a de A. marginale
foram selecionados por meio da tecnologia de Phage Display e da utilizagdo de um
anticorpo monoclonal 15D2 anti-MSP1a reativo a esta proteina.

Analises de alinhamento evidenciaram a sequéncia consenso
SXSSQSEASTSSQLGA. Esta sequéncia corresponde a repeticdes em tandem
localizadas na regido N-terminal de MSP1a e podem ser consideradas parte da
regido antigénica. 43,6% das 39 sequéncias peptidicas selecionadas apresentaram
o motivo critico STSSxL. Baseando-se nestes resultados, dois peptideos foram
quimicamente sintetizados: um deles baseado no motivo critico STSSQL (Am1 -
Peptideo sintético de A. marginale 1) e o outro baseado na sequéncia consenso
alinhada a sequéncia MSP1a original SEASTSSQLGA (Am2 - Peptideo sintético de
A. marginale 2).

Por meio de testes de ELISA utilizando o soro de 24 animais infectados e 52
animais nao infectados ambos os peptideos mostraram reatividade e foram
capazes de distinguir o soro desses animais apresentando sensibilidade de 96%
(Am1) e 100% (Am2).

Pela primeira vez, a partir da analise de eritrocitos infectados por qPCR
(Reagao em Cadeia da Polimerase em tempo real), foi demonstrada a capacidade
de A. marginale infectar camundongos, como mostrado na Figura 6. Em seguida,
foi avaliada a capacidade desses mesmos peptideos de protegerem animais
modelos contra a infecgao pelo patégeno. Para isso, duas formulagbes vacinais
contendo os peptideos sintéticos Am1 e Am2 foram utilizadas na imunizagao de
camundongos Balb/C (inje¢des intraperitoneais) que foram, entdo, desafiados com
A. marginale (SANTOS, et al., 2013).
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Figura 6. Infec¢cao por Anaplasma marginale em eritréocitos de camundongos. Eritrécitos de
camundongos 30 dias apos serem submetidos a inje¢do de A. marginale (3x103 eritrocitos infectados
com A. marginale).

\

Fonte: SANTOS, et al., 2012.

Camundongos imunizados com os peptideos e desafiados com A. marginale
apresentaram peso corporal estavel, um niumero reduzido de eritrocitos infectados
e nenhuma mortalidade. Em contrapartida, os animais do grupo controle
apresentaram perda de peso, um numero maior de eritrocitos infectados e
mortalidade entre 15 a 29%. Foi visto ainda que a imunizagéo induziu respostas
mediadas por IgG2a e IgG1, seguidas pelo aumento da expressao de citocinas proé-
inflamatdrias. Dessa forma, foi demonstrada a eficiéncia da protecédo proveniente
da imunizagdo com os peptideos sintéticos contra a infeccdo por A. marginale
mediada por repostas humorais e celulares em modelo murino.

Acreditamos que a resposta imune humoral e celular observada possa ser
potencializada com a utilizagdo de um sistema nanoestruturado de entrega de
antigenos, conferindo uma maior bioestabilidade intracelular aos peptideos e
garantindo uma resposta imune mais efetiva.

Nosso grupo de colaboradores possui uma recente patente em que MWCNT
foram utilizados como carreadores vacinais em modelos animais e foram altamente
eficazes na entrega do antigeno proteico, neste caso um antigeno tumoral. O
nanocomplexo vacinal foi rapidamente internalizado pelas células do sistema
imume dos animais e foi bastante eficaz na indugcao da resposta imune celular

(tanto células T CD4* quanto CD8*) e humoral, protegendo os animais contra a

16



ocorréncia e o desenvolvimento de um tipo de tumor altamente agressivo, o
melanoma (FARIA, et al., 2014).
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial do peptideo sintético Am1 acoplado a nanotubos de
carbono de parede multipla funcionalizados com grupamentos acidos (-COOH) de
induzir a producdo de anticorpos antigeno-especificos contra A. marginale em
comparagao a vacinagao com o peptideo administrado sem as nanoparticulas

como carreadores.

2.2 Objetivos especificos

Acoplar o peptideo sintético Am1 a superficie de nanotubos de carbono;

e Caracterizar a interacado MWCNT-Am1;

e Avaliar a resposta imune humoral dos animais vacinados com as

formulagdes contendo as Nanoparticulas como carreadores;

e Avaliar a capacidade protetora do complexo Nanoparticula-Peptideo em

animais desafiados com A. marginale.
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3 Material e Métodos

3.1 Bactéria e peptideo sintético

A cepa de A. marginale foi obtida a partir de amostras de sangue coletadas
para diagndstico de rotina de bovinos infectados naturalmente, alojados na Unidade
de Parasitologia do Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF),
Eldorado do Sul, RS, Brasil, e o diagnéstico foi confirmado por PCR (Reagao em
Cadeia da Polimerase) e analise por microscopia de esfregago sanguineo
(parasitemia > 30% dos glébulos vermelhos). As amostras foram armazenadas a
- 80°C e, no momento do desafio, foram descongeladas em temperatura ambiente
e inoculadas nos animais.

A sequéncia peptidica foi construida com base no motivo STSSQL como
descrito anteriormente por Santos, P. S. et al; 2012. O peptideo foi sintetizado
quimicamente (Gen-Script USA Inc.) com 26 residuos e acoplado a BSA
(Soroalbumina bovina) para aumentar a imunogenicidade. Am1 contém trés
repeticbes da sequéncia motivo (STSSQLGGGSSTSSQLGGGSSTSSAL),
separadas por um 4-aa linker (GGGS).

3.2 Sintese e funcionalizagdo dos MWCNT

Os MWCNTs foram sintetizados no Laboratério de Nanomateriais do
Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), sob
a coordenagao do Prof. Dr. Luiz Orlando Ladeira, por meio do método de deposicao
quimica da fase de vapor.

A dispersao e funcionalizagcdo foram realizadas no Laboratério de Quimica
de Nanoestruturas de Carbono (LQN) do Centro de Desenvolvimento da Tecnologia
Nuclear/Comissao Nacional de Energia Nuclear (CDTN/CNEN) sob a coordenacgao
da Prof?. Dr2. Clascidia Aparecida Furtado. A funcionalizacao foi feita por meio de
ataque quimico em solugao acida, utilizando uma mistura concentrada de acido
sulfurico e acido nitrico. Assim, foram obtidos MWCNTs funcionalizados com
grupamentos oxigenados acidos (COOH) de até 600 nm de comprimento, 10-40
nm de didmetro médio e pureza de 95%.
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3.3 Adsorcéao do peptideo ao MWCNT

O acoplamento ndo covalente dos peptideos aos MWCNTSs foi realizado de
acordo com protocolo previamente descrito por FARIA et al., 2014 com algumas
alteragdes. 10 ug do peptideo sintético Am1 e 20 ug de MWCNT foram solubilizados
e submetidos a ultrassonicagdo em banho de gelo por 60 minutos. A interagao
MWCNT-Am1 foi caracterizada por determinagao do potencial Zeta, espectroscopia

no infravermelho e microscopia de transmissao.

3.4 Caracterizagao da interacdo MWCNT-Am1

3.4.1 Medidas de Potencial Zeta (§)

A estabilidade da interagdo MWCNT-Am1 foi avaliada a partir da medi¢cao do
Potencial Zeta no equipamento ZetaSizer NanoZS (Malvern Instruments Ltd., UK)
do CDTN/CNEM. As medidas foram realizadas em triplicata, a 25 °C, utilizando-se

cubetas apropriadas.

3.4.2 Espectroscopia de absorgao na regiao do infravermelho por transformada de
Fourier (FT-IR)

A presenga dos grupos funcionais foi verificada a partir de medidas de
espectroscopia vibracional de absor¢cdo no infravermelho. As medidas foram
realizadas no espectrémetro de FT-IR Nicolet 6700 (Thermo Scientific ™) acoplado
ao microscopio Centaurus IR (Thermo Scientific ™), do Laboratério LQN do
CDTN/CNEM. Os espectros foram obtidos em modo transmitancia com 64

varreduras na faixa entre 4000 e 650 cm.

3.4.3 Microscopia eletrénica de transmisséao (MET)

A imagens de microscopia de transmissdo foram obtidas no Microscopio
Eletrénico de Transmissao Tecnai G2-12 — SpiritBiotwin FEI — 120 kV do Centro de
Microscopia da UFMG. As amostras foram analisadas em grades de cobre
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recobertas com filme de carbono (holey-carbon grids) depois de secas em estufa a

vacuo.

3.5 Animais

Os experimentos foram conduzidos em camundongos BALB/c fémeas com
5-6 semanas de idade de acordo com os principios éticos do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagao Animal (CONCEA) e foram aprovados pela Comissao
de Etica na Utilizagado de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU) sob o protocolo n° 031/17.

Os animais foram mantidos em condigbes padroes (221 °C, 60+5% de
umidade e ciclo claro/escuro de 12 horas) com comida e agua a vontade no Centro

de Bioterismo e Experimentagdo Animal - UFU.

3.6 Imunizacgao e desafio

Os animais foram divididos em seis grupos de 10 camundongos cada. As
imunizagdes foram realizadas a partir de trés injegdes subcutdneas em intervalos
de 15 dias. No grupo 1, os animais foram inoculados com agua para inje¢ao (Grupo
Controle); no grupo 2 com 20 pg de MWCNT (Grupo MWCNT); no grupo 3 com 10
Mg do peptideo sintético Am1 (Grupo Am1); no grupo 4 com 10 pug do peptideo
sintético Am1 acoplado a 20 yg de MWCNT (Grupo MWCNT-Am1); no grupo 5 com
10 pg do peptideo sintético Am1 mais adjuvante de Freund (Grupo Am1-FrA) e no
grupo 6 com 10 pg do peptideo sintético Am1 acoplado a 20 ug de MWCNT mais
adjuvante de Freund (Grupo MWCNT-Am1-FrA). Amostras de sangue foram
coletadas nos dias 0, 15, 30, 45 e 75 apos cada imunizagao para a analise da
resposta imune humoral, por meio da producgao de anticorpos antigeno-especificos,
por ELISA.

Duas semanas apds a ultima imunizagao, quatro animais de cada grupo
foram eutanasiados e tiveram os bacos retirados e armazenados a -80 °C. Os
animais restantes foram desafiados com 3x10° eritrocitos infectados com A.
marginale via subcutanea para a avaliacdo do potencial de protegcdo das

formulagcbes propostas. Os animais foram observados diariamente quanto a
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mortalidade e alteracdo do peso corporal. Os animais sobreviventes foram
eutanasiados 30 dias apds o desafio e analisados quanto a protecdo promovida

pelos antigenos vacinais.

3.7 Ensaio de Imunoabsorgédo Enzimatica (ELISA)

Para a analise da produgéo de IgG Anti-A. marginale foi realizado o teste de
ELISA no Laboratério de Nanobiotecnologia da UFU. Placas de microtitulagao
MaxisorpTM de noventa e seis pogos (NUNC, NY) foram revestidas com 1 ug/pogo
do peptideo Am1. Apds incubacdo overnight a 4 °C, a reagao foi bloqueada com
BSA a 5% em PBS (Tampéao fosfato-salino). As amostras de soro foram diluidas
em duplicatas a 1:50 em tampao de bloqueio e incubadas a 37 °C durante 1 hora
para quantificagdes IgG total e durante 2 horas para quantificagdes de IgG1 e
IgG2a. Utilizou-se BSA como controle negativo. Apds lavagem, foram adicionados
IgG anti-mouse marcado com peroxidase (Sigma-Aldrich) diluido a 1:5000 ou IgG1
anti-mouse ou IlgG2a anti-mouse biotinados (Caltag Lab. Inc., CA) diluidos a 1:8000
e 1:2000 respectivamente, e incubados durante 1 hora a 37 °C. Os pogos foram
lavados e, para IgG1 e IgG2a, foram incubados com estreptavidina-peroxidase
(Sigma) diluida 1:1000 por 1h a temperatura ambiente. Os ensaios foram revelados
com OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride) SigmaFastTM (Sigma-Aldrich) e

lidos a 492 nm.

3.9 Esfregaco sanguineo

Amostras de sangue foram coletadas por puncgao cardiaca e os esfregacos
de sangue foram feitos imediatamente apds a eutanasia dos animais. As laminas
foram secas a temperatura ambiente, fixadas em metanol, coradas com Giemsa e
analisadas quanto a presenga de A. marginale nos eritrocitos em Microscopia de
Luz a ampliacdo de 100x em imersdo em O6leo. Foram examinados 10 campos
isolados em cada lamina, a fim de estimar a porcentagem de eritrécitos parasitados
(PPE), como descrito por COETZEE at al., 2005.
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3.10 Analise Estatistica

O teste one-way ANOVA foi utilizado para comparar as curvas da mudancga
de peso. A comparacgao dos niveis IgG foi feita por meio do teste two-way ANOVA.
O programa gréafico utilizado foi GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA). O nivel de significancia estabelecido foi de 5% (valor descritivo de p <
0,05).
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4 Resultados e Discussao

As estratégias de prevencdo da anaplasmose atualmente ainda séao
limitadas e dependem do controle do artropode transmissor, administracédo de
antibidticos e o uso de uma vacina viva. O controle do artropode transmissor néo é
suficiente uma vez que pode levar a resisténcia acaricida entre as populag¢des de
carrapatos. A administragdo de antibidtico é dificil e cara em grandes rebanhos
(SUAREZ; NOH, 2011), além de aumentar a incidéncia de cepas resistentes. A
vacina viva apenas impede o surgimento dos sintomas clinicos, mas nao € capaz
de impedir que o animal de infecte persistentemente, tornando-o um reservatorio
para A. marginale (KOCAN, et al., 2010). Dessa forma, o desenvolvimento de uma
vacina capaz de proteger o gado e impedir a transmissao € altamente necessario.

MSP1 é um heterodimero formado por duas proteinas, MSP1a e MSP1b.
MSP1a é codificada pelo gene msp1a e tem papel fundamental na adeséo e
invasdo de A. marginale a membrana dos eritrocitos do bovino e células do
carrapato, além de estar envolvida na imunidade a infecgdo em bovinos. MSP1b é
codificada por pelo menos dois genes, msp181 e msp182, e também esta envolvida
na adesao e invasdo de A. marginale a membrana dos eritrécitos do bovino
(KOCAN, et al.,, 2004). Foi demonstrado recentemente pelo nosso grupo de
pesquisa através da tecnologia Phage Display que o epitopo imunodominante
STSSxL, é um motivo critico para o reconhecimento de anticorpos em bovinos.
Além disso, é capaz de reagir com quase 100% dos soros testados de bovinos
infectados (SANTOS, et al., 2012). Dessa forma, acreditamos que possa ter
importante fungao na interagao parasito-hospedeiro, podendo ser alvo de interesse
no desenvolvimento de imunidade contra a bactéria.

Os MWCNTSs foram utilizados em diversos estudos como sistema de entrega
de antigenos de forma a aumentar a resposta imune contra agentes infecciosos ou
cancer (FARIA et al., 2014, CALEGARI et al., 2016; HASSAN et al., 2016b). Os
MWCNTSs sao de certa forma mais faceis de produzir em larga escala quando
comparados aos SWCNTs. Além disso, apresentam maior estabilidade, sendo
potencialmente o6timos candidatos para o uso em aplicagbes bioldgicas
(DESHPANDE; MAZUMDAR, 2012). Devido a sua forma tubular, os MWCNTs s&o
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capazes de serem internalizados nas células de forma independente ou
dependente de energia (HASSAN et al., 2016b).

4.1 Interagao MWCNT-Am1

4.1.1 Analise de estabilidade

O Potencial Zeta (¢) pode ser utilizado como uma medida da carga superficial
de compostos e particulas. Essa medida € influenciada pelas interagdes entre o
composto e o meio dispersante, dessa forma qualquer fator que possa alterar a
dispersabilidade da amostra ira alterar o Potencial Zeta, como o pH, a concentragao
e o0 grau de dispersabilidade. Assim, o Potencial Zeta € um bom indicador da
estabilidade de suspensdes. Quanto maior for seu valor em modulo, maior € a
estabilidade das particulas, pois as cargas irdo se repelir mutuamente, o que
impedira a aglomeracéo.

A Figura 7 mostra as curvas de distribuicdo do Potencial Zeta obtidas em
triplicata para a interagdo MWCNT-Am1. Observamos uma média de - 40,9 mV, o
que indica alta estabilidade em meio aquoso. Com um valor de Potencial Zeta em
modulo acima de 25 mV, a interagdo apresenta pouca tendéncia a aglomeragao
(MIRHOSSER!I et al.,2008).

Figura 7. Curvas de distribuicido do Potencial Zeta () da interagdo MWCNT-Am1 medido em
triplicata. O ¢ médio foi - 40,9 mV.
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4.1.2 Analise vibracional por absorgéo no infravermelho

A analise vibracional por absor¢éo no infravermelho foi realizada para a
identificacdo de grupos funcionais nas amostras.

Na Figura 8A temos o espectro do peptideo sintético Am1. E possivel
observar uma banda forte e larga na regido 3302 cm -! esta associada a vibragao
de deformacao axial da ligagdo O-H e a banda na regiao 2958 a deformacgao axial
da ligagdao C-H alifatico (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006), ambas
bandas sdo caracteristicas do espectro do BSA (MUKHERJEE, et al., 2008). A
banda na regido 1657 cm™ estd associada a vibragdo de estiramento
predominantemente da ligacdo C=0 de amida primaria que surge quando se
formam as ligacbes peptidicas. Ha uma pequena contribuicdo das vibragdes de
estiramento da ligagdo C-N e deformagao angular N-H. A banda na regido 1546 cm-
' esta associada a vibragdo de deformacgdo angular da ligagdo C-N da amida
secundaria, com uma pequena contribuicdo das vibragdes de estiramento da
ligagdo C-N e deformagdo C=0. A banda na regido 1450 cm™' esta associada a
deformacgao angular da ligagdo CH2 (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006),
podendo ser atribuida ao aminoacido glutamina e/ou serina do peptideo Am1. A
banda na regido 1306 cm' esta associada a vibragéo da ligagdo C-H do aminoécido
glutamina do peptideo Am1 (BARTH, 2000). A banda na regido 1078 cm™' esta
associada a vibracao da ligagdo C-O do aminoacido treonina presente no peptideo
Am1 (BARTH, 2007).

Na Figura 8B temos o espectro da interaggo MWCNT-Am1. Quando
deuteradas, as bandas da amida primaria e secundaria se deslocam para numeros
de onda mais baixos (BARTH, 2007). Esse efeito € observado pelo deslocamento
das bandas para as regides 1577 e 1524 cm™' respectivamente. Esse deslocamento
em conjunto com a diminuicdo na intensidade sugerem uma forte interagdo nao-
covalente entre o peptideo sintético Am1 e os MWCNTSs, indicando uma possivel
formacédo de ligagdes de hidrogénio entre o peptideo e os grupos oxigenados
presentes nos MWCNT. A banda na regido 1384 cm-'! esta associada a deformagéo
angular da ligagdo O-H e a banda na regido 1068 cm™ a deformagdo axial da
ligagdo C-O, ambas associadas a grupos acidos carboxilicos (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2006) presentes das paredes dos MWCNTSs.
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Figura 8. Espectro de infravermelho na regido espectral entre 4000 e 650 cm™'. (A) Espetro do
peptideo sintético Am1; (B) Espetro da interacdo MWCNT-Am1.
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A Tabela 1 apresenta os comprimentos de onda e atribuicbes para as principais

bandas observadas para o peptideo sintético Am1 (BSA) e MWCNT-Am1.

Tabela 1. Atribuigées das bandas de absorgao dos espectros de FT-IR.

Banda observada (cm™) Atribuicao
3302 Deformacéo axial da ligagao O-H do BSA
2958 Deformacgéo axial da ligagdo C-H alifatico do BSA
1657 Amida |, estiramento da ligagao C=0
1577 Amida | deuterada
1546 Amida Il, deformagao angular da ligacdo C-N
1524 Amida Il deuterada
1450 Deformacéao angular da ligagdo CH, em glutamina e/ou serina
1384 Deformagéo angular da ligagdo O-H de grupos carboxilicos
1306 Modo vibracional da ligagcao C-H em glutamina
1078 Estiramento da ligagdo C-O em treonina
1068 Deformacgéo axial da ligagdo C-O de grupos carboxilicos

4.1.3 Analise morfoldgica

A Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) é muito efetiva na analise
da morfologia de CNTs devido a sua capacidade de alta resolugéo. Dessa forma é
possivel analisar a pureza, a qualidade e a presenga de aglomerados de uma
amostra de CNT.

Na figura 9A, podemos observar MWCNTSs puros dispersos em agua. Na
Figura 9B, podemos identificar pequenos aglomerados em torno dos MWCNTS,
ilustrando a adsorgéo do peptideo Am1 na superficie dos MWCNTSs. Essas imagens
mostram que n&o ha seletividade quanto ao sitio ligante, o peptideo adsorve ao
longo das paredes assim como nas extremidades dos tubos quando interage com
o MWCNT. Ainda, podemos notar que, na presenca do peptideo, os MWCNTs
apresentam-se ainda mais dispersos, sendo possivel observar nanotubos
individuais isolados.

Observamos ainda que os MWCNTSs presentes na interagao apresentam um
comprimento maximo de até 600 nm e 45% deles apresentam comprimento inferior
a 200 nm. Resultados similares, foram reportados anteriormente (FARIA et al,
2014). Embora o mecanismo de internalizagdo dos CNTs nas células ndo esteja

totalmente estabelecido, é geralmente reconhecido que a capacidade de CNTs de
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ultrapassar membranas biolégicas depende em grande parte de sua superficie
quimica e comprimento (RAFFA et al.,, 2010). CNTs de comprimento menor
parecem ter uma maior integragao para o interior de macrofagos e fagocitos quando
comparados aos de maior comprimento (FIRME; BANDARU, 2010). Além disso,
FARIA et al, 2014 mostrou, através de imagens de MET, a preferéncia de células
dendriticas para internalizagdo de MWCNTs encurtados. Cerca de 80% dos
MWCNTS encontradas no interior das células apresentaram comprimento de no

maximo 300 nm.

Figura 9. Imagens de MWCNT obtidas por Microscopia Eletronica de Transmissdo. (A)
Somente MWCNT apds processo de purificagdo e oxidagao; (B) Imagem evidenciando interagéo
entre os MWCNTs e o peptideo Am1.

4.2 Estabelecimento da infec¢ao por A. marginale

Os experimentos in vivo foram conduzidos em duplicata em momentos
diferentes e obtiveram resultados semelhantes.

O desafio foi feito com 3x10° eritrocitos infectados com A. marginale e, a fim
de avaliar a capacidade de A. marginale infectar eritrocitos murinos e confirmar a
infeccdo, foram realizados esfregagos sanguineos com amostras de sangue de
animais livres de infecgao (Figura 10A) e de animais desafiados com A. marginale
(Figura 10B). Nossos resultados evidenciaram a presencga da bactéria na margem
interior dos eritrécitos dos camundongos 30 dias apds o desafio, confirmando assim
a infeccdo. Resultados semelhantes foram encontrados em estudo anterior feito

pelo nosso grupo de pesquisa (SANTOS, et al., 2013).
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Figura 10. Eritrécitos murinos infectados com Anaplasma marginale. Esfregagcos sanguineos
de camundongos corados com Giemsa e visualizados em microscopia de luz 100X em imerséo em
Oleo. (A) Eritrocitos de camundongos livres de infecgao; (B) Eritrécitos de camundongos 30 dias
apos serem submetidos a injecdo de A. marginale (3x10°® eritrécitos infectados com A. marginale).
Setas indicam a bactéria A. marginale localizada na periferia de eritrécitos.

(A) (B)

Apos o desafio, os animais foram monitorados durante 30 dias quanto a
mudanca de peso e a sobrevivéncia. A Figura 11, mostra o curso do ganho de
pesos dos animais. Nao houve diferenga estatisticamente significativa na mudanca
de peso, todos 0s grupos ganharam peso ao longo dos experimentos. Todos os

animais sobreviveram a infecgao.

Figura 11. Mudanga de peso de camundongos BALB/c imunizados contra Anaplasma
marginale apés desafio. Nao houve diferenca estatisticamente significativa no ganho de peso dos

animais.
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Os animais n&o imunizados apresentaram uma alta parasitemia, com uma
porcentagem de eritrocitos infectados em torno de 9 a 12,3% (Figura 12). As
imunizagdes com Am1+FrA e com MWCNT+Am1+FrA foram capazes de reduzir a
parasitemia a niveis quase indetectaveis, com uma porcentagem de eritrocitos
infectados em torno de 0,4 a 2%. A diferengca entre esses grupos e 0s nao
imunizados foi altamente significativa (p<0,0001). A diminuigdo de eritrocitos
infectados de animais imunizados com o peptideo sintético Am1 também foi
observado por SANTOS, et al., 2013. A formulagdo contendo MWCNT+Am1 na
auséncia do adjuvante foi também capaz de reduzir a parasitemia, apresentando
uma porcentagem de eritrocitos infectados em torno de 6,3 a 7,5%. Contudo, esta
queda n&do se mostrou estatisticamente relevante. Esses resultados mostram a
importancia de se utilizar o adjuvante mesmo na presenga do MWCNT para que a
resposta imune seja potencializada (SILVESTRE, et al., 2014, VERSIANI, et al.,
2017).

Figura 12. Eritrocitos murinos infectados imunizados contra Anaplasma marginale. Eritrocitos
infectados de todos os grupos 30 dias apos desafio com A. marginale representados em
porcentagem de eritrocitos parasitados (PPE). ****Diferenca estatisticamente significante (p<0,001).
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4.3 Avaliagao da resposta imune humoral anti-MSP1a especifica

A producéao de IgG total de cada grupo esta representada na Figura 13. As
amostras de soro dos animais nao mostraram reatividade ao BSA usado como
controle no ensaio de ELISA. Como esperado, os grupos imunizados com Am1+FrA
e MWCNT+Am1+FrA apresentaram alta reatividade contra o peptideo sintético
Am1 durante as imunizagbes (dia 30 e 45) e depois do desafio (dia 75) em
comparagao com o grupo controle ndo imunizado (p<0,0001), demonstrando que o
peptideo manteve sua imunogenicidade mesmo apds a sua adsorgao na superficie
dos MWCNTs. Animais imunizados somente com MWCNT ndo apresentaram
nenhuma producgéao de IgG anti-Am1, indicando que os niveis de IgG observados
nos grupos imunizados com MWCNT+Am1 e MWCNT+Am1+FrA sao especificos
para o peptideo Am1. Estes resultados corroboram com os de trabalhos anteriores
que demonstraram preservagcdo da conformagdo original do antigeno apds
associagdao com MWCNTs, além de nenhuma reatividade cruzada contra os
MWCNTs (SILVESTRE, et al., 2014, VERSIANI, et al., 2017). Embora os grupos
imunizados com Am1+FrA e MWCNT+Am1+FrA tenham apresentado altos niveis
de anticorpos IgG, ndo foi observada nenhuma diferenga estatistica entre esses
grupos. Resultado semelhante foi observado por SILVESTRE, et al., 2014 quando
imunizou animais com uma proteina recombinante de MSP1a com e sem MWCNT.

No dia 15 apés primeira dose das formulagdes vacinais, nenhum dos grupos
apresentaram reatividade ao peptideo Am1. Esses resultados se mostram
diferentes dos de SANTOS, et al, 2013, que logo apds a 12 imunizagao, observou
consideravel producgao de IgG. No entanto, sdo semelhantes a outros estudos nos
quais animais foram imunizados contra anaplasmose com peptideos
recombinantes de MSP, onde foi observado nenhuma ou pouquissima reatividade
(KAWASAKI, et al., 2007; SILVESTRE, et al., 2014; SILVESTRE, et al., 2018).

No dia 75, 30 dias apos o desafio, os animais revelaram uma ligeira queda
no nivel de anticorpos. Isso pode estar associado a fase final na infecgao. A bactéria
A. marginale é capaz de infectar eritrocitos murinos, porém nao de forma eficiente
como faz em bovinos. Logo ndo € eficaz no estabelecimento de uma infec¢do a
longo prazo. Como podemos observar na figura 12, o numero de eritrocitos

infectados em animais imunizados € quase nulo 30 dias apds desafio. Nesse
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periodo, o sistema imune ja n&do produz anticorpos IgG como na fase inicial,
demonstrando um declinio no nivel dessa imunoglobulina (MURFHY; TRAVERS;
WALPORT, 2010).

De forma geral, o perfil de anticorpos IgG total apds as imunizagdes mostrou
uma imunogenicidade consideravelmente mais elevada para o peptideo sintético
Am1 isoladamente ou acoplado ao MWCNT em associagdo ao Adjuvante de
Freund em comparagédo ao grupo controle. Isso corrobora com o fato de que a
imunidade protetora em bovinos imunizados com MSP1 nativa esteja fortemente
associada a respostas humorais, a qual inibe a ligacdo de A. marginale aos
eritrocitos, neutralizando da invasé&o da bactéria as células do hospedeiro (ARAUJO
et al., 2003). Além disso, os MWCNTs nao mostraram reatividade, confirmando o
fato de ndo serem imunogénicos e atuarem apenas como veiculos de entrega para
o antigeno no interior da célula (SILVESTRE, et al., 2014, VERSIANI, et al., 2017).

Figura 13. Inducao da producao de anticorpos IgG total anti-MSP1a. Perfil de anticorpos 1gG
total de camundongos BALB/c imunizados via subcutanea trés vezes com agua de injecao
(Controle), nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT), peptideo Am1 (Am1), MWCNT
+ Am1, Am1 + adjuvante de Freund (FrA) ou MWCNT + Am1 + FrA, determinado por ELISA. Os
animais foram desafiados com 3x10° eritrécitos infectados com A. marginale 45 dias apos primeira
imunizagdo. Amostras de sangue foram coletadas nos dias 0, 15, 30, 45 e 75 dias apds a primeira
imunizacao. ****Diferencga estatisticamente significantiva (p<0,0001).
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O perfil de reatividade contra o peptideo sintético Am1 de isotipos de IgG,
IgG1 e IgG2a, foram comparados antes e apds o desafio em todo os grupos
experimentais como mostra a figura 14.

Como esperado, antes do desafio, o grupo imunizado com Am1+FrA
apresentou nivel maior de IgG2a do que de IgG1 (p<0,0001), assim como apds o
desafio. O grupo imunizado com MWCNT+Am1+FrA apresentou altos niveis de
ambos 1gG1 e IgG2a antes e apds o desafio, ndo apresentando diferenca
significativa entre os niveis de producédo desses isotipos. De forma semelhante,
MWCNT+Am1 também n&o apresentou diferencga significativa entre os isotipos. O
fato de que grupos imunizados com Am1 isoladamente ou acoplado aos MWCNT
em associacdo ao Adjuvante de Freund induziram IgG2a indica que o peptideo
sintético € o responsavel por provocar a producao deste isotipo, corroborando com
o trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa que também encontrou alto nivel
de IlgG2a em animais imunizados com esse peptideo na auséncia de um carreador
(SANTOS, et al., 2013). O alto nivel de anticorpos IgG1 em animais imunizados
com o peptideo acoplado ao MWCNT associado ou ndo ao Adjuvante de Freund
esta certamente associado a presenca dos MWCNTs e sua via de entrada nas
células. Os MWCNTs sao capazes de serem internalizados por APCs e, assim, o
antigeno acoplado a eles serdo apresentados ao sistema imunolégico adaptativo
principalmente através da associagao a moléculas de MHC de classe Il. Além disso,
essas nanoparticulas apresentam a capacidade de penetragao passiva através das
membranas celulares, realizando assim a entrega do antigeno no interior de células
nao APCs. Nesses casos, 0 antigeno sera associado a moléculas de MHC de
classe |, levando a uma resposta imune Th1/Th2 mais citotdxica com a participacao
de células CD8+ (VERSIANI, et al., 2017).

Comparando pré e pés desafio, em relagéo a IgG1, os grupos imunizados
com Am1, MWCNT+Am1, Am1+FrA apresentaram um aumento no nivel desse
isotipo apos o desafio (p<0,0001), como esperado para o controle da infecgao. O
grupo imunizado com MWCNT+Am1+FrA também mostrou diferenga significativa,
porém, de forma oposta, sendo menor o nivel de IgG1 apds o desafio. Em relagao
a lgG2a, os grupos imunizados com Am1+FrA e MWCNT+Am1+FrA também
apresentaram uma diminuigdo no nivel desse isotipo apds o desafio. Esta queda
seguiu o mesmo perfil de producéo de anticorpos IgG total, e esta possivelmente
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relacionada a ineficiéncia da bactéria em manter infec¢ao em eritrécitos murinos a

longo prazo.

Figura 14. Inducao da producao de isotipos de IgG antes e apds o desafio. Perfil de IgG1 e
IgG2a de camundongos BALB/c antes e 30 dias apds desafio com 3x10° eritrocitos infectados com
A. marginale, determinado por ELISA. ****Diferenga estatisticamente significantiva entre pré e pos
desafio (p<0,0001), @Diferenga estatisticamente significantiva entre 1IgG1 e IgG2a no pré desafio;
bDiferencga estatisticamente significantiva entre IgG1 e IgG2a no po6s desafio.
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De forma geral, os camundongos imunizados com o peptideo sintético Am1
isoladamente ou acoplado ao MWCNT em associagdo ao Adjuvante de Freund
exibiram alta producao de anticorpos IgG2a apds imunizagao, o que é corroborado
por um estudo realizado em bovinos que mostra que a protecédo total contra a
infecdo por A. marginale é alcangada com o desenvolvimento de uma resposta
especifica de 1IgG2 antes do desafio (BROWN, et al., 1998). Um perfil de resposta
estabelecido pelo isotipo IgG2a é considerado como uma evidéncia de resposta
imune do tipo Th1 (ONATE, et al., 2003). Células do tipo Th1 tém papel fundamental
na ativagdo de macréfagos, induzindo a fusdo fagossomo-lisossomo. Outra fungao
desse tipo de célula é auxiliar na estimulacido de linfécitos B a produzirem
anticorpos (MURFHY; TRAVERS; WALPORT, 2010).
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Anticorpos contra MSP1 atuam como opsoninas, facilitando a fagocitose e a
rapida eliminacéo de A. marginale. Além disso, sdo capazes de bloquear a invasao
dos eritrécitos pela bactéria (KAWASAKI, et al., 2007; BROWN, 2012). Células T
CD4+ tém papel fundamental na protegao contra MSP1a, sendo importante na
ativacao de macrofagos, que assim produzirdo 6xido nitrico (NO) (SANTOS, et al.,
2013). Isso é coerente com a teoria de que uma resposta imune caracterizada pela
producao de IFN- y e IgG2 é importante para a efetividade da imunidade protetora
contra A. marginale (ARAUJO et al., 2003).

Neste trabalho avaliamos a resposta humoral de camundongos contra A.
marginale e, em breve (ja em andamento), avaliaremos também a resposta celular
estabelecendo o perfil das citocinas produzidas nos esplendcitos desses animais
com o objetivo de compreendermos de fato o papel dos MWCNTs como
carreadores. Os CNTs podem ser internalizados pelas células de forma ativa ou
passiva (Ll etal., 2017) e, com isso, € possivel que o sistema imune seja estimulado
de forma diferente de como acontece com o uso de um adjuvante isoladamente.
Os niveis de algumas citocinas moduladoras da resposta de células B podem
revelar pontos importantes deste trabalho, como a queda da parasitemia observada
dos grupos imunizados com o peptideo Am1 acoplado ao MWCNT e, além disso,

possivelmente a via de preferéncia na internalizagdo dos MWCNTSs.
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5 Conclusao

A interacado MWCNT-Am1 apresentou-se estavel e com pouca tendéncia a
aglomeracao. Sugere-se que essa interacdo ocorra de forma nao-covalente por
ligacdes de hidrogénio entre o peptideo sintético Am1 e os grupos oxigenados
presentes nos MWCNT. Ainda, o peptideo sintético Am1 ndo mostrou seletividade
em relagao ao sitio ligante ao MWCNT, sendo capaz de se ligar ao longo das
paredes e nas extremidades dos MWCNTSs.

Ap6s a caracterizacdo da interagcdo, os animais foram eficientemente
imunizados e desafiados. Os experimentos foram conduzidos em dois momentos
diferentes, mostrando resultados semelhantes.

Nao houve nenhuma diferenca significativa no ganho de peso entre os
grupos e nenhuma mortalidade.

O peptideo Am1 manteve sua imunogenicidade mesmo apds a sua adsor¢ao
na superficie dos MWCNTs, mostrando alta reatividade durante as imunizagoes.
Além disso, os MWCNTs nao mostraram reatividade, confirmando o fato de nao
serem imunogénicos e atuarem apenas como veiculos de entrega para o antigeno
no interior da célula.

A imunizacdo dos animais com o peptideo sintético Am1 acoplado aos
MWCNTSs juntamente com a presenca do adjuvante favoreceu uma resposta imune
mais ampla do tipo Th1/Th2, com alta produgcdo concomitante de IgG1 e IgG2a,
além de aumento de IgG total. Ambas formulagdes, com e sem o carreador, foram
capazes de reduzir a porcentagem de eritrocitos infectados de forma semelhante.

As estratégias de prevengao da anaplasmose atualmente ainda s&o bastante
limitadas, havendo alta necessidade de desenvolvimento de uma vacina capaz de
proteger o gado e impedir a transmissédo. Nesse trabalho, demonstramos que
vacinas baseadas em epitopos selecionados corretamente e na utilizacdo de
MWCNTs como carreadores sao capazes de induzir imunidade protetora contra a
anaplasmose bovina, representando uma nova ferramenta na prevengao desta
patologia tdo importante dentro do cenario veterinario. Além disso, diante destes
resultados promissores, concluimos que esta estratégia de vacinagao utilizando os

nanotubos de carbono pode ser usada no tratamento de outras doengas, humanas
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ou animais, que necessitam de inducdo de uma resposta imune mediada por

anticorpos especificos.
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6 Consideragdes finais

Devido a dificuldades em extrair RNA puro e integro das amostras de bagos
dos animais, o protocolo de extracdo ainda esta em processo de otimizagao. Em
breve, com amostras de RNA de qualidade sera possivel realizar RT-qPCR dessas
amostras e analisar a expresséo de citocinas inflamatérias envolvidas na resposta
precoce, como IL-10, IL-12, IL-18 e TNF-a e envolvidas na fase pds-desafio como
IFN- vy e TGF-B. Verificando assim os efeitos do peptideo sintético Am1 com
Adjuvante de Freund ou acoplado ao MWCNT associado ao Adjuvante de Freund

na indugao de resposta especifica no sistema imune dos animais imunizados.
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