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RESUMO

No Brasil, a infec¢ao causada por Rickettsia rickettsii € a principal zoonose transmitida
por carrapatos e apresenta elevada taxa de letalidade, enquanto que a infec¢do causada
por Rickettsia parkeri ocasiona uma doenca mais branda. Atualmente, o ensaio padrdo-
ouro para o diagnodstico da infecgdo por Rickettsia ¢ a imunofluorescéncia indireta (IFA),
que apresenta algumas desvantagens, como a subjetividade e obtengdo do antigeno,
necessitando do cultivo das cepas de Rickettsia em células de mamifero (Vero). Este
estudo teve como objetivo avaliar dois peptideos sintéticos, denominados de OmpA-
pLMC e OmpA-RRS, e de uma proteina recombinante, correspondentes a segmentos da
Outer Membrane Protein A (OmpA), como antigenos em Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) para o diagnoéstico de infecgdes causadas por espécies de Rickettsia do
Grupo da Febre Maculosa, principalmente por R. rickettsii. Para isso, foram utilizadas
amostras de soro de capivara (Hidrochoerus hydrochaeris), equino (Equus caballus) e
gamba (Didelphis albiventris), divididas em grupos que se mostraram reativas € nao-
reativas por IFA. As sequéncias de aminoacidos dos peptideos sintéticos foram
selecionadas por meio da predigdo de epitopos de células B presentes na sequéncia de
OmpA de Rickettsia rickettsii cepa Brazil e Rickettsia parkeri cepa Maculatum e
Portsmouth, utilizando as ferramentas B Cell Epitope e Epitopia. A sequéncia de
aminodcidos do peptideo OmpA-pLMC era comum a ambas as espécies de Rickettsia e,
utilizando este peptideo em ELISA com amostras de soro de capivaras e equinos, nao
foram observadas diferencas siginificativas da reatividade média (com valores de DO
obtidos por ELISA) (p = 0,11840 e 0,1836, respectivamente). Por outro lado, para as
amostras de soro de gamb4, houve diferenga significativa entre os grupos IFA-positivo e
IFA-negativo (p = 0,0142; ASC 0,8857). Ja com o0 OmpA-pRRS, que apresenta 100% de
identidade com a sequéncia de OmpA de R. rickettsii € 95,7% ( 9/10) com ade R. parkeri,
houve diferencasignificativa entre os grupos de amostras de soro equino reativas por [FA
para R. rickettsii e IFA-negativa (p = 0,0476, ASC = 0,7537), mas nao foi significativa
entre os grupos IFA-positivo para R. parkeri e IFA-negativo (p = 0,7527). Para as
amostras de soro de gamba, houve diferenca significativa entre os grupos IFA-positivo e
IFA-negativo (p = 0,0040, ASC = 0,9467). A proteina OmpA truncada expressa em
sistema bacteriano, houve diferenca significativa entre os grupos IFA-positivo e IFA-
negativo de amostras de soro de gamba (p = 0,0465, ASC = 0,8143). Portanto, para as
amostras de soro de gamba, os peptideos OmpA-pLMC e OmpA-pRRS e a proteina
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OmpA recombinante demonstraram ser um potencial antigeno para ensaios de
imunodiagnodstico na detec¢do de infecgdes causadas por R. rickettsii e provavelmente
por R. parkeri, além de outras espécies do Grupo da Febre Maculosa. OmpA-pRRS
mostrou-se, também, um potencial antigeno para ensaios de imunodiagnéstico na

detecg¢do deinfecgdes causadas por R. rickettsii utilizando amostras de soro de equino.

ABSTRACT

In Brazil, the disease cause by Rickettsia rickettsii in humans is the main tick-borne
zoonosis and has a high lethality rate, while Rickettsia parkeri is responsible for a milder
disease. Currently, the gold standard assay for the diagnosis of Rickettsia infection is the
immunofluorescence assay (IFA), which has some disadvantages, such as the preparation
of the antigen by growing the Rickettsia strains used in IFA in mammalian (Vero) cell
culture and well-trained personnel to carry out the test. This study aimed to evaluate two
synthetic peptides, named OmpA-pLMC and OmpA-RRS, and a recombinant protein
corresponding to segments of the outer membrane protein A (OmpA), which is present in
Rickettsia species of the spotted fever group (SFG), as antigens in Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) for the diagnosis of rickettsial infections. For this, serum
samples of capybara (Hydrochoerus hydrochaeris), horse (Equus caballus), and opossum
(Didelphis albiventris) that were reactive or non-reactive by IFA were used. The amino
acid sequences of the synthetic peptides were selected by using B Cell Epitope and
Epitopia and OmpA sequences of R. rickettsii strain Brazil and R. parkeri strain
Maculatum and Portsmouth. With OmpA-pLMC, a peptide with amino acid sequence
common to both Rickettsia species, there were no significant differences in average
reactivity (with ELISA DO values) between IFA-positive and IFA-negative sample
groups of capybara (p =0.1184) and horse (p=0.1836). On the other hand, with opossum
samples a significant difference between IFA-positive and [FA-negative groups (p =
0.0142; AUC0.8857) was observed. With OmpA-pRRS, a peptidethat has an amino acid
sequence identical to the OmpA sequence of R. rickettsii, there was significant difference
between the groups [FA-positive for R. rickettsii and IFA-negative (p = 0.0476, ASC =
0.7537), but not between IFA-positive for R. parkeri and IFA-negative (p = 0.7527). For
opossum serum samples, there was a significant difference between the IFA-positive and
IFA-negative groups (p = 0.0040, ASC = 0.9467). With the recombinant OmpA, which

was obtained in bacterial expression system, there was a significant difference between
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the IFA-positive and [FA-negative groups only with opossum samples (p = 0.0465, ASC
= 0.8143). Therefore, at least to opossums, OmpA-pLMC, OmpA-pRRS, and
recombinant OmpA demonstrated potential to be used as antigens for immunodiagnostic
assays to detect R. rickettsii infections, and probably to R. parkeri and other species of
the SFG. Peptide OmpA-pRRS was also shown to be a potential antigen for

immunodiagnostic assays to detect of R. rickettsii infections in horses.

1-INTRODUCAO

A bactéria Rickettsia rickettsii € o agente etiologico da febre maculosa das
Montanhas Rochosas, uma das doengas infecciosas mais letais em humanos que foi
relatada pela primeira vez na regido das Montanhas Rochosas nos Estados Unidos
(LABRUNA, 2009; PADDOCK et al., 2014). No Brasil, a doenga causada por R.
rickettsii ¢ chamada de Febre Maculosa Brasileira (FMB), sendo a principal zoonose
transmitida por carrapatos e apresentando elevada taxa de letalidade, que pode chegar a
40% (BLANTON, 2019; LABRUNA, 2009). O diagndstico e tratamento precoces,
associados a andlise de aspectos epidemiologicos, sdao fatores que determinam a redugdo
da mortalidade por febre maculosa (ARAUJO; NAVARRO; CARDOSO, 2015; DE
OLIVEIRA etal., 2017).

Apesar de geneticamente semelhante, a doenga causada R. parkeri é responsavel por
uma doenca mais branda associada a escara e sem relatos de letalidade (BLANTON,
2019; PADDOCK et al., 2008; SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013; MO-LLANES et
al., 2021).

1.1 - Classificacdo taxonomica e bioldgica de Rickettsia sp.

As bactérias do género Rickettsia sdo bacilos gram-negativos, intracelulares
obrigatorios, que apresentam 0,3 a 0,5 um por 0,8 a2,0 um e encontram-se no citoplasma
das células infectadas, onde se replicam por divisdo binaria (FANG; BLANTON;
WALKER, 2017; BLANTON, 2019). O género Rickettsia ¢ classificado em: Grupo
Ancestral Basal, que inclui Rickettsia bellii e Rickettsia canadensis; Grupo da Febre
Maculosa (GFM), no qual o principal representante € R. rickettsii, mas ¢ composto
também por Rickettsia conorii, Rickettsia parkeri, Rickettsia amblyommatis, Rickettsia

rhipicephali, Rickettsia massiliae, Candidatus Rickettsia andeanae; Grupo do Tifo,
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representado por Rickettsia prowazekii e Rickettsia typhi; ¢ Grupo de Transicao,
composto por Rickettsia akari, Rickettsia australis e Rickettsia felis (BLANTON, 2019;
FANG; BLANTON; WALKER, 2017, LABRUNA, 2009; SAHNI et al., 2019).

1.2- Vetores e modo de transmissdo de Rickettsia spp.

Os carrapatos sao artropodes pertencentes a subclasse Acari, superordem Parasitiforme,
ordem Ixodida e sdo classificados em trés familias: Ixodidae, também conhecidos como
carrapatos duros devido a presenga da lamina dorsal; Argasidae, conhecida como
carrapatos moles devido a auséncia da ldmina dorsal e uma familia intermedidria,
Nuttalliellidae, representada por uma espécie, Nuttalliella namaqua, e ainda ndo relatada
no Brasil. Os carrapatos sdo encontrados em quatro estagios de desenvolvimento: ovo,

larva, ninfa e adultos e parasitam mamiferos terrestres, anfibios, répteis ¢ aves. A familia

Ixodidae compreende 14 géneros e 736 espécies, com registro de 5 gé€neros no Brasil:
Amblyomma, Rhipicephalus, Dermacentor, Haemaphysalis € Ixodes € 47 espécies. Os Ixodideos
sdo ectoparasitas hematofagos distribuidos mundialmente e envolvidos na transmissdo de
diversos patdgenos, incluindo bactérias, protozoarios e virus, que causam uma ampla
gama de doengas humanas e animais, sendo alguns exemplos: Anaplasmose (Anaplasma
phagocytophilum), Babesiose (Babesia microti), doenga de Lyme (B. burgdorferi),
Erliquiose (Ehrlichia canis), Febre maculosa (R. rickettsii e R. parkeri), Febre
hemorrdgica da Crimeia-Congo (Nairovirus), virus da encefalite transmitida por
carrapatos (BIGGS et al., 2016; NETO et al., 2021; POLANCO-ECHEVERRY; RiOS-
OSORIO, 2016; GUGLIELMONE, NAVA, ROBBINS, 2021).

As bactérias do género Rickettsia sdo transmitidas ao hospedeiro vertebrado por
vetores invertebrados, tais como carrapatos, pulgas e piolhos. As espécies de Rickettsia
do GFM tém os carrapatos como vetores (BLANTON, 2019; FANG; BLANTON;
WALKER, 2017). A transmissdo da Rickettsia ao hospedeiro vertebrado ocorre através
do repasto sanguineo, em meio a modulacdo do microambiente por anticoagulantes,
anestésicos e imunomoduladores presentes na saliva do carrapato (BLANTON, 2019;
ESTEVES et al., 2019; FANG; BLANTON; WALKER, 2017). No intestino médio de
carrapatos ha um microambiente permissivo a sobrevivéncia de Rickettsia, além de um
possivel efeito inibitério sobre a apoptose nas células (MARTINS et al, 2020;
SONENSHINE; MACALUSO, 2017). Estudos indicam que os carrapatos sao o principal
reservatorio de R. rickettsii na natureza (LABRUNA, 2009). A propor¢io de carrapatos
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infectados por R. rickettsii ¢ de 1 por 2000 carrapatos, enquanto para R. parkeri, R.
amblyommatis, R. rhipicephali e R. bellii a propor¢do varia entre 10 a 100% dos
carrapatos de diferentes populagdes. Além disso, a Rickettsia pode ser transmitida de
forma transovariana e transestadial através das geracdes de carrapatos. Assim, a baixa
taxa de infeccdo por R. rickettsii em carrapatos pode estar relacionada ao efeito
patogénico da bactéria sobre esses vetores (BLANTON, 2019; LABRUNA, 2009;
SZABO;PINTER; LABRUNA,2013). Destamaneira, em regides endémicas para a febre
maculosa, a presenca de hospedeiros vertebrados amplificadores da R. rickettsii parece
ser necessaria para que seja transmitida a novos carrapatos e, destes, acidentalmente, a
humanos.

Na América do Norte, Dermacentor variabilis € Dermacentor andersoni sao 0s
principais vetores de R. rickettsii (FANG; BLANTON; WALKER, 2017). No México,
foi relatada a presenca de R. rickettsii e R. rhipicephali em carrapatos da espécie
Rhipicephalus sanguineus coletados de caes de rua, demonstrando que esta espécie ¢ um
provavel vetor de R. rickettsii (ORTEGA-MORALES et al., 2019). Na América do Sul,
Amblyomma sculptum € o principal o vetor de R. rickettsii (LABRUNA, 2009), enquanto
Amblyomma triste, Amblyomma tigrinum, Amblyommma ovale € Amblyomma dubitatum
tém sido associados a transmissdo de R. parkeri NIERI-BASTOS etal., 2013; ROMER
etal., 2020; SANCHEZ-MONTES etal., 2019; WECK et al., 2017; MO-LLANES et al.,
2021).

No Brasil, o complexo de espécies Amblyomma cajennense ou Amblyomma
cajennense sensu lato é representado por duas espécies, Amblyomma cajennense sensu
stricto e A. sculptum (MARTINS et al., 2016). Os carrapatos A. sculptum (Figura 1) e
Amblyomma aureolatum s3o os principais vetores de R. rickettsii (BLANTON, 2019;
SAVANI et al, 2019; SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013), sendo o carrapato 4.
sculptum distribuido amplamente no territorio brasileiro, enquanto A. aureolatum ¢é
encontrado predominantemente na regido metropolitana do estado de Sao Paulo
(GOTTLIEB; LONG; KOYFMAN, 2018; LABRUNA, 2009; RIBEIRO et al., 2020;
SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013). Amblyoma aureolatum é mais susceptivel a
infeccao por R. rickettsii do que A. sculptum (ESTEVES et al., 2019; MARTINS et al.,
2017; PAVANELO et al., 2020). Amblyomma ovale é responsavel pela transmissao de
R. parkeri cepa Mata Atlantica no estado de Sao Paulo (BARBIERI et al., 2015;
RIBEIRO etal., 2020; SZABO et al., 2013; SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013).
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Figura 1: (A) Fémea de Amblyomma sculptum (Acari:Ixodidae). (B) Macho de 4. sculptum.(NETO et al.,
2021).

1.3 — Epidemiologia de riquetsioses

A ocorréncia e distribuicdo da febre maculosa (FM) em um determinado local
depende diretamente da ecologia daquela regido, necessitando da presenca dos vetores e
seus hospedeiros, bem como a maneira como esses se relacionam (POLO et al., 2018,
2017; SOUZA et al., 2016; TORRES-CASTRO et al., 2020). Os vetores invertebrados
transmitem R. rickettsii para hospedeiros vertebrados amplificadores, garantindo a
infeccdo de novas geracdes de carrapatos. No Brasil, capivaras (Hydrochoerus
hydrochaeris) e gambas (Didelphis spp.) sdo considerados hospedeiros amplificadores de
R. rickettsii para A. sculptum e pequenos roedores para A. aureolatum, ou seja, esses
animais sdo susceptiveis a infec¢do por R. rickettsii € apresentam riquetsemia, por um
periodo médio de 9,2 dias durante a infec¢do primaria, para capivaras, ¢ de 2 a 8 dias,
para gambds, mantendo niveis circulantes da bactéria na corrente sanguinea, o que pode
resultar na infeccao de carrapatos durante o repasto sanguineo. Os equinos e caes sao
considerados hospedeiros sentinelas, uma vez que o habitat desses animais pode
apresentar fatores derisco, como presenga de carrapatos contaminados, no entanto apenas
a soroconversdo ¢ observada, ndo ha ocorréncia de riquetsemia, desta maneira, ¢
importante que sejam submetidos a exames soroldgicos para a vigilancia epidemiologica
local (BRITES-NETO; BRASIL; DUARTE, 2015; FOURNIER et al., 2020; HORTA et
al., 2009; LABRUNA, 2009; POLO etal.,2018; RAMIREZ-HERNANDEZ et al., 2020;
SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013; UENO et al, 2016). O monitoramento dos

hospedeiros amplificadores contribui para a vigilancia epidemiologica e diagndstico
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precoce da FM, uma vez que a disseminagdo de Rickettsia esta relacionada a
movimentagao dos hospedeiros, sendo maior em areas antropizadas (LUZ et al., 2019;
POLO et al., 2017; SOUZA et al., 2016; TORRES-CASTRO ef al., 2020). Assim, a
deteccdo de Rickettsia em vetores invertebrados e pesquisa soroepidemiologica em
hospedeiros vertebrados podem guiar o planejamento depoliticas publicas para o controle
daFM (POLO et al., 2018; TOLEDO et al., 2011).

Nos Estados Unidos, R. rickettsii ¢ o agente etiologico da febre maculosa das
Montanhas Rochosas, apresentando ampla distribui¢do, com maior incidéncia relatada no
sul e sudestedo pais (RODINO; THEEL; PRITT, 2020). Entre 2008 e 2012, a incidéncia
média anual deriquetsioses pelo GFM foide 8,9 casos por milhdo de pessoas, sendo 63%
dos casos relatados nos estados de Arkansas, Missouri, Carolina do Norte, Oklahoma e
Tennessee. No Arizona, entre 2003 e 2016 ocorreram mais de 360 casos e 21 mortes. A
riquetsiose por R. parkeri foi relatada na Costa do Golfo nos estados do sudeste e meio-
Atlantico, como bem como partes do sul do Arizona (BIGGS et al., 2016). R. rickettsii é
amplamente distribuida no continente americano, com registros também no Canada,
Meéxico, Costa Rica, Panamd, Colombia e Argentina, sendo considerado problema de
saude publica negligenciado na América Central (BERMUDEZ; TROYO, 2018;
GOTTLIEB; LONG; KOYFMAN, 2018; LABRUNA, 2009; MCFEE, 2018). Na
América Latina, a taxa de letalidade ¢ de 30-40% (SAHNI ef al., 2019). Um estudo na
Coldémbia demonstrou que o pais apresenta endemicidade para FM (LONDONO et al.,
2017). Rickettsia parkeri também apresenta ampla distribui¢do no continente americano,
sendo descrita sua presenc¢a, além do Brasil e Estados Unidos, na América Central, costa
da Venezuela, Colombia, Equador, Peru, Chile, Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai
(LABRUNA, 2009; MO-LLANES et al., 2021).

No Brasil, a FM ¢ uma doenca de notificacdo compulsoria (DE OLIVEIRA ef al.,
2017), sendo os casos desta riquetsiose mais frequentes nas regides Sul e Sudeste,
abrangendo os estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Espirito Santo,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (DONALISIO ef al., 2020; SZABO;
PINTER; LABRUNA, 2013). Segundo o Sistema de Informagdo de Agravos de
Notificagdao (SINAN), no ano de 2019, foram confirmados e registrados 2.223 casos de
febre maculosa, sendo 1.555 na regido Sudeste, 616 na regido Sul, 9 na regido Norte, 20
na regido Nordeste e 23 na regido Centro-Oeste. Em relagdo aos 6bitos, em 2019, foram
confirmados 677 casos, sendo 675 na regido Sudeste, seis na regido Sul, um na regido

Nordeste e um na regido Centro-Oeste (NETO et al., 2021). Santa Catarina ¢ considerada
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regido endémica para Rickettsia sp., apresentando registro de casos de R. parkeri cepa
Mata Atlantica (BARBIERI, etal., 2014). No Rio Grande do Sul, R. parkeri cepa Mata
Atlantica foi relatada em A. ovale, cdes e pequenos mamiferos, sugerindo que esse
patdgeno poderia ser responsavel por casos clinicos ocorridos no estado (KRAWCZAK
et al., 2016). Nas regides Sudestee Centro-Oeste, encontrou-se R. parkeri em Tamanduas
(SZABO et al., 2019). No Espirito Santo, foram relatados obitos por R. rickettsii
(FACCINI-MARTINEZ et al., 2018). O estado do Rio de Janeiro apresenta areas
endémicas para febre maculosa, com registros de surtos epidémicos, sendo que nos
ultimos 34 anos, foram notificados 990 casos de FM e 116 casos confirmados por
sorologia ou PCR. (MONTENEGRO et al., 2017). Sao Paulo ¢ o estado com a maior
incidéncia de FM: entre 1985 e 2012, foram notificados 555 casos e 224 6bitos (SZABO;
PINTER; LABRUNA,2013;SAO PAULO, 2014) A elevada ocorréncia de FM na regido
metropolitana da capital paulista pode estar diretamente relacionada ao desmatamento e
fragmentacdo da Mata Atlantica (SCINACHI etal., 2017). Nareserva de Mata Atlantica,
no municipio de Peruibe, SP, foi relatada a presenca de R. parkeri cepa Mata Atlantica
em adultosde A. ovale coletados em cies (SZABO et al., 2013) Em Belo Horizonte, MG,
a regido da Lagoa da Pampulha ¢ uma éarea endémica para FM, sendo que nos ultimos
cinco anos, houve registro de cinco casos clinicos humanos confirmados (dado ndo
publicados da Secretaria de Satide do Estado de Minas Gerais), além do isolamento de R.
rickettsii cepa Pampulha (LABRUNA et al, 2017). Em Uberlandia, MG, estudos
soroepidemioldgicos demonstraram sororreatividade para Rickettsia em pequenos

mamiferos, na regido peri-urbana do municipio (COELHO et al., 2016).

1.4 — Imunopatogenia e aspectos clinicos da febre maculosa

As bactérias do género Rickettsia, apds inoculadas na pele deum individuo através
do repasto sanguineo do carrapato, infectam células fagociticas cutaneas, que sdo
transportadas via vasos linfaticos para os linfonodos de drenagem, onde se replicam.
Subsequentemente, disseminam-se através da corrente sanguinea e infectam células
endoteliais microvasculares, local onde iniciam eventos patogénicos que levam ao
aumento da permeabilidade vascular, erup¢do cutdnea e pneumonia intersticial com
doenca grave, meningoencefalite e faléncia multipla de 6rgdos (BLANTON, 2019;
FANG; BLANTON; WALKER,2017; GOTTLIEB; LONG; KOYFMAN, 2018; SAHNI
et al, 2019; TORINA et al, 2020). A caracteristica da Rickettsia de infectar células
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semelhantes a macréfagos pode ser um fator importante para a patogenicidade em
mamiferos (KRISTOF et al., 2021).

A infec¢do por R. rickettsii apresenta taxas de letalidade de 23% para individuos nao
tratados e 4% para tratados. Os sintomas da doenca aparecem geralmente de 2 a 14 dias
apos a picada de um carrapato infectado e sdo caracterizados por: febre acompanhada de
dor de cabegca e mialgias; sintomas gastrointestinais como nausea, vOmito e dor
abdominal; erupg¢des cutaneas, que surgem 3 a 5 dias apds o inicio da infec¢do; maculas
nos punhos e tornozelos (Figura 2), que se espalham proximalmente ao tronco e envolvem
maos e solas dos pés; necrose cutanea e gangrena, em alguns casos (BIGGS et al., 2016;
BLANTON, 2019; FANG; BLANTON; WALKER, 2017; FISCHER, 2018;
GOTTLIEB; LONG; KOYFMAN, 2018; MCFEE, 2018; SAHNI et al, 2019). Nos
exames laboratoriais ¢é observado: numero elevado de neutrdfilos imaturos;
trombocitopenia; ligeiras elevagdes das transaminases hepaticas (aspartato transaminase
e alanina transaminase) e hiponatremia; indicadores de lesdo difusa do tecido, como

niveis elevados de creatina quinase ou lactato desidrogenase sérica; pleocitose linfocitica
no liquido cefalorraquidiano (LCR) (BIGGS et al., 2016).

Figura 2: Maculasem estagio avancado envolvendo a planta do pé em um paciente com Febre Maculosa

dasMontanhas Rochosas. CDC. (BIGGS ef al., 2016).

Por outro lado, ndo ha registros de letalidade de doenca causada por R. parkeri, mas

o diagnostico ¢ frequentemente associado a infecgdo por R. rickettsii devido a reagdes
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cruzadas que ocorrem nos ensaios de imunodiagnostico (LABRUNA, 2009; SAHNI et
al., 2019). Na riquetsiose causada por R. parkeri, os sintomas surgem entre 2 e 10 dias
apos a picada de um carrapato infectado, caracterizando-se por: uma escara de inoculagao
(Figura 3), que geralmente ¢ ndo pruriginosa, ndo sensivel ou levemente sensivel, e
rodeada por um halo eritematoso endurecido e ocasionalmente, algumas petéquias; febre,
que geralmente se desenvolve alguns dias apOs a escara; erupcdo maculopapular ou
vesiculopapular ndo pruriginosa, observada no tronco e nas extremidades, palmas das
maos e plantas dos pés; mialgia; dor de cabeca; linfadenopatia regional; manifestacdes
gastrointestinais sdo raras. Nos exames laboratoriais pode ser observado:

trombocitopenia leve, leucopenia leve e elevacdo modesta dos niveis de transaminase
hepatica (BIGGS et al., 2016).

Figura 3: Escarasassociadasa infecg¢do por Rickettsia parkeri. CDC (BIGGS et al., 2016).

Bactérias do género Rickettsia apresentam as proteinas de membrana externa A ¢ B
(outer membrane proteins A ¢ B - OmpA e OmpB), membros da familia de
autotransportadores Sca (antigeno celular de superficie). Rickettsia rickettsii apresenta
sca0 (OmpA), scal, sca2, sca4 e sca5 (OmpB), sendo que OmpA, OmpB, Scal e Sca2
contribuem para a aderéncia e invasdo nas células do hospedeiro. Apenas espécies de
Rickettsia do GFM apresentam a sequéncia completa do gene que codifica para a OmpA
(BLANTON, 2019; LI; WALKER, 1998; NARRA et al., 2020; NORIEA et al., 2017,
SAHNI et al., 2019). A invasdo das células hospedeiras ocorre por meio da interagdo de
receptores celulares a antigenos externos de superficie celular (sca0 e sca5), seguida da
internalizacdo das bactérias por meio de endocitose mediada por vesiculas, revestidas de

clatrina, e incorporagdo aos fagossomos. Apos a invasao das células hospedeiras, as
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células de Rickettsia promovem a lise dos fagossomos, adentram o citosol e expressam a
proteina rickA, que promove a ativagao do citoesqueleto de actina da célula, permitindo
que essas bactérias sejam expelidas para o meio extracelular e infectem tecidos
adjacentes. A infecgdo leva a diminuicdo do metabolismo da glicose, ao aumento da
expressdo da proteina subcasina e ao choque térmico (NARRA et al., 2020; SAHNI et
al., 2019; TORINA et al., 2020). Para R. parkeri, foi observado que OmpB ¢ importante
na evasio da autofagia em macréfagos (ENGSTROM et al., 2020).

Os componentes da imunidade inata, como células Natural Killer (NK), proteinas do
complemento, macrofagos, células dendriticas e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
causam uma prote¢do rapida e intensa para a fase aguda das doengas infecciosas. Além
disso, o inicio deum estado pro-inflamatério ocorre com a ativacao do inflamassoma, um
arcabougo proteico com papel fundamental no mecanismo de defesa do hospedeiro,
regulando a agdo da caspase-1 e a maturacao da interleucina-1p e IL-18 em moléculas
bioativas. Durante a infec¢do causada por diferentes agentes microbianos, perfis muito
semelhantes da resposta imune inata humana sao observados, incluindo secre¢ao de IL-
la, IL-8 e IFN-a e supressdo de superdxido dismutase, além de liberagdo de IL-1 e IL-17
(NARRA etal., 2020; SAHNI et al., 2019; TORINA et al., 2020). A sinalizacao de Toll-
like 2 (TLR 2), Toll-like 4 (TLR 4) e MyD88 desempenha um papel importante na
mediacao da apresentacdao de antigenos por células dendriticas para células efetoras das
respostas imune inata e adaptativa (NARRA et al, 2020; SAHNI et al, 2019). A
apresentacdo de antigenos de Rickettsia por células dendriticas ativa células NK, células
T CD4 e células T CD8, simultaneamente a células T reguladoras (T Reg). A resposta
imune inata contra Rickettsia ocorre por meio da ativacao deinflamassoma pela interacao
do lipopolissacarideo (LPS) bacteriano com TLR 4, levando a secrecdo de citocinas pro
inflamatoérias, como IL-1p, IL-18, IFN-y, IL-6, IL-12 e TNF-a. Em uma infec¢do grave,
as c€lulas de Rickettsia ativam e diferenciam as células T CD4 em células Th1 produtoras
de IFN-y e células T reguladoras produtoras de IL-10, levando a resposta
imunossupressora (BURKE et al., 2020; NARRA et al., 2020; RILEY et al., 2018;
RUMFIELD etal., 2020; SAHNI et al., 2019; TORINA et al., 2020). A autofagia ¢ outro
mecanismo relacionado ao controle das infecgdes por Rickettsia (NARRA et al., 2020;

SAHNI etal., 2019; SAHNI; NARRA; SAHNI, 2020).

1.5 — Diagnostico das riquetsioses
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O diagnostico clinico de uma infeccdo por Rickettsia depende dos sintomas
manifestados pelo paciente, historico de possivel exposi¢do aos vetores ou viagem para
uma regiao endémica, além de ensaios de diagnostico laboratorial. De acordo com as
amostras coletadas ¢ o tempo de inicio dos sintomas clinicos, os atuais ensaios
laboratoriais de diagnoéstico da FM incluem andlise imuno-histoquimica, detecgdo
molecular, cultura e isolamento das bactérias e sorologia, sendo a Imunofluorescéncia
Indireta (IFA) o ensaio considerado padrio ouro (BLANTON, 2019; LA SCOLA;
RAOULT, 1997; MCFEE, 2018; PARIS; DUMLER, 2016). A detec¢ao de antigenos de
Rickettsia por imuno-histoquimica (Figura 4) é realizada com amostras debidpsia de pele
delesdes durante o estagio agudo dadoenca, antes de qualquer tratamento antimicrobiano

empirico (FANG; BLANTON; WALKER, 2017; FISCHER, 2018).
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Figura 4: Imunohistoquimica demonstrando Rickettsia rickettsii (vermelho) em células endoteliais de
vasos sanguineos. CDC. (BIGGS et al.,2016).

A PCR detecta sequéncias do genoma de Rickettsia em amostras de sangue e
tecidos, fornecendo um teste diagnoéstico sensivel, rapido e confidvel na fase aguda das
infecgdes. Devido ao tropismo a células endoteliais destas bactérias, a PCR apresenta
sensibilidade e especificidade maiores com amostras deste tecido em comparagdo a
analise com sangue total (LA SCOLA; RAOULT, 1997; LEVIN; SNELLGROVE;
ZEMTSOVA, 2016). No ensaio da PCR, sdo utilizados primers para sequéncias de
diferentes genes, como para os genes que codificam para as proteinas OmpA e OmpB. A

detecgdo do gene de OmpA contribui na distingdo de infecgdes causadas por Rickettsia
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do GFM das ocasionadas por Rickettsia do Grupo Tifo, visto que apenas as espécies do
GFM apresentam a sequéncia do gene que codifica a OmpA completa. Dependendo dos
genes-alvo, as ferramentas de diagnodstico molecular podem identificar os patégenos em
niveis de género e/ou espécie (BLANTON, 2019; SANTIBANEZ etal., 2013; SANTOS
et al.,2012).

O isolamento laboratorial de Rickettsia ¢ realizado por meio de inoculacdo de
amostras de sangue, pele ou vetores em cultura de células de mamifero, geralmente
utilizando células da linhagem Vero, por ser organismo intracelular obrigatorio. No
entanto, ¢ um método menos sensivel que os testes de sorologia e Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), além derequerer pericia técnica e instalagdes adequadas, demandando
maior tempo para sua multiplicacdo ser observada em comparacdo a bactérias tipicas
(ANGELAKIS et al, 2012; FANG; BLANTON; WALKER, 2017; GRAVES et al.,
1990).

A deteccdo de anticorpos no soro ou plasma de pacientes infectados é realizada por
meio de IFA, Ensaio Imunoenzimatico (Enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA) e
Western blot. No inicio da infeccdo por Rickettsia, ndo ha anticorpos especificos em
niveis detectaveis no organismo do hospedeiro vertebrado. Porém, com a progressao da
infec¢do, geralmente ap6s 7 a 10 dias de seu inicio, a resposta imunoldgica promove a
producdo das imunoglobulinas M (IgM) e G (IgG), que ocorre quase simultaneamente,
apresentando maiores niveis de ambos isotipos durante a segunda semana de infecgdo. Os
anticorpos IgM sdo menos especificos do que os anticorpos IgG e sao mais propensos a
gerar falsos positivos. Os resultados de IgM isoladamente ndo devem ser usados para
diagndstico laboratorial. Uma limitagdo do diagndstico por sorologia € a reagdo cruzada
que ocorre entre anticorpos produzidos na infec¢do por uma espécie de Rickettsia com

antigenos de outras espécies do mesmo género utilizados nos testes (BIGGS et al., 2016;
BLANTON, 2019; GOTTLIEB; LONG; KOYFMAN, 2018; PARIS; DUMLER, 2016).

O método sorologico padrao ouro para o diagnostico de FM ¢ a IFA (Figura 5). Este
método consiste em antigenos de Rickettsia sp., fixados em uma lamina de microscopia
para detec¢ao de anticorpos I1gG especificos presentes na amostra de soro do paciente
através de um anticorpo conjugado marcado com fluoresceina. Os ensaios de IFA sao
altamente sensiveis na detecgao de anticorpos 2 a 3 semanas apos o inicio da doenga, e
os resultados do ensaio sdo melhor interpretados se duas amostras de soro coletadas nas

fases aguda e de convalescenga da doenga, com intervalo de 2 a 4 semanas entre as
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coletas, forem testadas em conjunto. O diagndstico ¢ considerado, mas nao confirmado
por uma ou mais amostras com titulos de anticorpos 1gG igual ou maior que 64, sendo
confirmado quando ha um aumento de quatro vezes ou mais no titulo de anticorpos em
amostras coletadas em intervalos de tempo apropriados. Na vigilancia epidemiolédgica o
teste IFA ¢ realizado em amostras de soro de animais, como os hospedeiros
amplificadores e sentinelas. Para a preparacdo do antigeno, as espécies de Rickettsia (R.
rickettsii, R. parkeri, R. amblyommatis, R. rhipicephali ¢ R. bellii) sdo cultivadas em
células Vero. As células infectadas com riquétsias sdo aplicadas nos pocos das laminas,
seguido do soro de animais nas diluigdes 1:64, 1:128, 1:512, 1:1024, juntamente com um
controle positivo € um negativo, e, posteriormente, o anticorpo anti-IgG, especifico para
cada hospedeiro, conjugado a fluoresceina. Na sequéncia € realizada a leitura daslaminas
em um microscopio ultravioleta com ampliagdo de 400X. Para cada amostra, o titulo de
anticorpos da reagdo com os antigenos de Rickettsia sao determinados. Quando hd um
titulo pelo menos quatro vezes mais alto para uma determinadaespécie de Rickettsia, essa
¢ considerada o provavel antigeno envolvido na reagao homologa (PAERH) (LABRUNA
et al., 2007; PACHECO et al.,2007). Uma desvantagem desse método relaciona-se a
natureza subjetiva da técnica, necessitando-se de um microscopista treinado para realizar
a leitura das laminas e identificar a reatividade, além da necessidade de se obter os
antigenos por meio do cultivo de cepas de Rickettsia em células de mamifero. Para R.
rickettsii, titulos detectaveis de [gG podem persistir por mais de um ano apds a infec¢ao
primaria em alguns pacientes (BIGGS et al, 2016; BLANTON, 2019; FANG;
BLANTON; WALKER, 2017). O teste ELISA ¢ outro método que pode ser utilizado no
diagndstico das riquetsioses (PARIS; DUMLER, 2016).
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Figura 5: Imunofluorescéncia para deteccdo de anticorpos IgG contra Rickettsia do grupo da febre
maculosa. Ensaio positivo com soro do paciente na diluigdo 1:256.(RODINO et al.,2020).

1.6 — Proteina OmpA no imunodiagndstico das riquetsioses

As espécies de Rickettsia do GFM apresentam OmpA, uma proteina fundamental
para a patogé€nese, que apresenta importante papel na adesdo da bactéria a célula
hospedeira e contribui para a viruléncia (JEANNIN et al., 2002; LI; WALKER, 1998;
NORIEA et al., 2017; NORIEA; CLARK; HACKSTADT, 2015). Estudos sugerem que
antigenos recombinantes de regides especificas de OmpA podem ser ferramentas
promissoras no desenvolvimento de ensaios de imunodiagnoéstico para riquetsioses, a fim
de minimizar a ocorréncia de rea¢des cruzadas provocadas por anticorpos produzidos nas
infeccdes causadas por espécies de Rickettsia que nao sao do GFM e, por isso, de menor
importancia a saade publica (DO et al., 2009; QI et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2017).
Assim, a utilizacdo de um segmento da proteina OmpA recombinante ou de peptideos
sintéticos de segmentos da proteina OmpA como antigenos em teste ELISA pode
contribuir para o desenvolvimento de um método de diagnostico objetivo, rapido,
sensivel, de baixo custo para a deteccdo de doencas causadas por espécies de Rickettsia
do GFM.

Além disso, o uso de peptideos sintéticos de segmentos da proteina OmpA de
sequéncias de aminoacidos que diferem entre R. rickettsii € R. parkeri pode contribuir na
redugdo da ocorréncia de reagdes cruzadas ou mesmo auxiliar na identificacdo da espécie

causadora da doenga, ja que ¢ comum a ocorréncia de equivoco no diagnéstico de
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infecgdes causadas pelas duas espécies por meio de testes sorologicos (LABRUNA,2009;

FANG; BLANTON; WALKER, 2017; BLANTON, 2019).

2-OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo principal avaliar o uso de segmentos da proteina
OmpA como antigenos em teste ELISA para o potencial desenvolvimento de um teste de

diagnostico laboratorial para riquetsioses.

2.2 - Objetivos Especificos

e Comparar sequéncias de aminoacidos da proteina OmpA de cepas brasileiras de R.
rickettsii € de R. parkeri;

e Realizar a predicdo de epitopos de células B presentes nas sequéncias da proteina
OmpA de cepas brasileiras de R. rickettsii e de R. parkeri, a fim de identificar
possiveis epitopos que possam ser usados como antigenos em teste ELISA e para
diferenciar infecgdes causadas entre estas espécies de Rickettsia;

e Sintetizar os peptideos com base nos epitopos selecionados a partir das sequéncias da
proteina OmpA de cepas brasileiras de R. rickettsii e de R. parkeri,

e Obter a proteina OmpA recombinante com sequéncia de uma cepa brasileira de R.
rickettsii por meio da expressdo em sistema bacteriano;

e Avaliar os peptideos sintetizados e a OmpA recombinante como antigenos em teste
ELISA no diagnostico de riquetsioses, utilizando amostras de soro de capivaras,

gambds e cavalos.

3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Predicao de epitopos de células B com sequéncias de OmpA de Rickettsia rickettsii
cepa Brazil e Rickettsia parkeri
Primeiramente, foi realizado o alinhamento, utilizando o software MegAlign

Lasergene 15 (DNASTAR, Madison, WI, EUA),do segmento de OmpA entre os residuos
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de aminoécidos 1350 e 1784 (DO et al., 2009) das sequéncias de R. rickettsii cepa Brazil
(CP003305.1), R. parkeri cepas Maculatum (U83449.1) e Portsmouth (CP003341.1), R.
amblyommatis (FJ455414.1) e R. rhipicephali (CP013133.1). Posteriormente, foi
realizada a predig¢ao de epitopos de células B utilizando-se as ferramentas B Cell Epitope
(http://tools.iedb.org/main/beell/) e Epitopia (http://epitopia.tau.ac.il/)
(POTOCNAKOVA; BHIDE; PULZOVA, 2016). A partir da predicdo de epitopos de
células B, foram definidas as sequéncias dos peptideos OmpA-pLMC e de OmpA-pRRS,
sendo o primeiro sintetizado localmente e o segundo adquirido comercialmente

(Biomatik, Kitchener, ON, Canadad).

3.2 - Sintese quimica e purificagdo do peptideo OmpA-pLMC

A sintese quimica de OmpA-pLMC foi realizada no Laboratorio de Biologia
Celular e Molecular, ICBIM/UFU, pelo método Fmoc em uma fase solida, utilizando um
sintetizador de peptideos (CEM Corporation, Matthews, NC, EUA) (BEHRENDT et al.,
2016; HANSEN; ODDO, 2015). Foram realizados os processos de solvatacao,
desprote¢do da resina, analise da eficiéncia da desprote¢do pelo teste de Kaiser,
acoplamento de cada aminoacido, analise da eficiéncia do acoplamento pelo teste de
Kaiser para cada aminoacido acoplado ao peptideo. Apds o acoplamento de todos os
aminoacidos, foi realizado o processo de remocao quimica do peptideo sintetizado da
resina e clivagem dos grupos protetores das cadeias laterais dosaminoacidos. Em seguida,
foram realizados os processos de extragdo e precipitagdo, dissolucdo do peptideo em
solugdo aquosa e liofilizacdo.

Posteriormente, foi realizada a ressuspensdo de uma aliquota do peptideo em agua
para biologia molecular, utilizada na purificagdo descrita a seguir, e o restante em DMSO
60% e PBS1X 40%, utilizado nos testes ELISA descritos adiante.

A purificacdo de OmpA-pLMC foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) de fase reversa, utilizando a coluna Jupiter® 10 pm Proteo 90A
(Phenomenex), deacordo com as instru¢des do fabricante. Apos a purificacao, o peptideo
foi liofilizado, ressuspenso em solu¢do de dimetilsulfoxido (DMSO) (DMSO 60% e
PBS1X 40%) e a concentragdo foi medida utilizando NanoDrop™ (ThermoFisher

Scientific Inc, Waltham, MA, EUA) na absorbancia de 280 nm.

3.3 — Clonagem e expressao do segmento 1350-1784 de OmpA de Rickettsia rickettsii

cepa Brazil em sistema bacteriano
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O pMAL-c4X-RRBROATR foi construido utilizando-se o vetor pMAL-c4X
(Figura 6) e a sequéncia nucleotidica codificante do segmento 1350-1784 de OmpA de R.
rickettsii cepa Brazil pela empresa Biomatik, para a expressao de uma proteina fundida
com MBP (proteina acessoria de ligacdo a maltose) e OmpA truncada (MBP-OmpA).
Além da sequéncia codificante do segmento OmpA 1350-1784, utilizando-se codons
otimizados para expressao em sistema bacteriano, foram adicionados a sua extremidade
5’ os sitios para as enzimas de restricdo Bam Hl e Nde 1. Naextremidade 3°, foi adicionada
a sequéncia codificante de 6xHis, para auxiliar na purificacdo da proteina expressa e
identificag¢do pelo anticorpo monoclonal anti-6xHis, seguida do codon TAA, de parada
de traducdo, e dos sitios para enzimas de restrigdo Eco Rl e Sal 1. A inser¢ao no vetor foi

realizada utilizando-se os sitios Bam Hl e Sall.
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Figura 6: Esquema do mapa fisico do vetor pMAL-c4X. O esquema apresenta os sitios multiplos de
clonagem e os sitios utilizado na clonagem da sequéncia codificante da OmpA truncada foram BamHI e
Sall.

Para obtencdo de um clone para expressao da MBP, como controle e codificada
no vetor pMAL-c4X, uma aliquota de DNA de pMAL-c4X-RRBROATR foi digerido

com Eco RI para remover o segmento que codifica para a OmpA. O DNA obtido foi
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submetido a reacdo de ligacdo com a enzima T4 DNA Ligase e 1 pL desta reagdo foi
utilizado para transformagao de E. coli cepa BL21.

Uma aliquota de 1 pL do DNA de pMAL-c4x-RRBROATR ou da reagao de

ligagdo para obtencdo de clone com pMAL-c4X modificado foi utilizada na
transformagdo de Escherichia coli cepa BL21 por eletroporagdio com MicroPulser
electroporator BioRad (Hércules, California, EUA), conforme instru¢des do fabricante.
Ap6s a eletroporacdo, as células foram cultivadas em placas com meio de cultura Luria
Bertani (LB) (extrato de levedura 1%, triptona 0,5%, NaCl 1%, agar 2%) contendo
ampicilina 100 pg/mL.
Algumas colonias transformadas foram selecionadas e submetidas a PCR para confirmar
a presenca do DNA plasmidial de pMAL-c4X-RRBROATR ou de pMAL-c4X
modificado nas seguintes condi¢des: tampao 1 X (Tris-HCI 20 mM, KC1 50 mM, pH 8,4
— fornecido pelo fabricante), MgClI2 1,5 mM, 0,2 mM de cada dexosirribonucleotideo,
0,3 uM de cada primer (MBPFmod: CGATGAAGCCCTGAAAGA; M13(40)F:
GTTTTCCCAGTCACG), 1 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) em volume de
reacdo de 20 pL. As células das colonias foram coletadas com a ponta de uma ponteira e
inoculadas em seus respectivos tubos, que foram submetidos as incubagdes de 94 °C por
10 min; 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 42° C por 30 s e 72° C por 2 min e 15 s; 72 °C por 7
min. Os produtosde PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose, esperando-
se amplicons de 1501 pb para pMAL-c4X-RRBROATR e 160 pb para pMAL-c4X
modificado, formado pela remog¢do da sequéncia codificante de OmpA truncada.

Produtos de PCR de pMAL-c4X modificado foram purificados através do Kit
INVISORB FRAGMENT CLEANUP (STRATEC Molecular GmbH, Berlim,

Alemanha) e sequenciados pela empresa ACTGene, através da plataforma AB 3.500.

3.3.1 — Triagem da expressdao proteica com clones transformados com pMAL-c4X-

RRBROATR e pMAL-c4X modificado

Trés colonias transformadas com pMAL-c4X-RRBROATR, quatro com pMAL-
c4X modificado e uma de E. coli BL21 ndo transformada foram selecionadas e
submetidas a triagem de expressdo das proteinas MBOmpA e MBP. Os clones foram
inoculados em 1 mL de meio 2X YT (triptona 1%, extrato delevedura 0,5% e NaCl 0,5%)
contendo ampicilina 100 pg/mL (2X Y T/ampicilina) e incubados a 37 °C overnight (O/N)

sob agitacao a 200 rpm. No dia seguinte, 100 pL dessas culturas foram inoculadas em 1
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mL demeio 2X YT sem antibidtico por 3 h a 37 °C sob agitacdo a 200 rpm. Na sequéncia,
isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG) foi adicionado para a concentracdo final de
0,9 mM, seguido de incubacdo por mais 3 ha 37 °C sob agitacdo. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 4000 x g, por 15 min, a 4 °C e os sobrenadantes descartados. Os
pellets obtidos foram ressuspensos com 100 pL. de Stop Solution (azul de bromofenol
0,2%, Tris-HCI 0,25 M, pH 6,8, glicerol 20%, SDS 1%, B-mercaptoetanol 2,5%) e
incubadoes a 95 °C por 10 min. Apos esse preparo, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel depoliacrilamida - dodecilsulfato desddio (SDS-PAGE) para analise

das proteinas presentes nos lisados celulares.

3.3.2 — Expressao e purificagdo da MBP-OmpA

Os clones selecionados (clone 50, 51 e 52 transformado com pMAL-c4X-RRBROATR e
clone 65, 66 e 67 transformado com pMAL-c4X modificado) foram utilizados para
expressao em maior escala, com o primeiro cultivo realizado com 30 mL (clones 50, 51
e 52) ou 10 mL (clones 65, 66 ¢ 67) de 2X Y T/ampicilina e o segundo cultivo, realizado
no dia seguinte, com 300 mL ou 100 mL, respectivamente, do mesmo meio. As condig¢des
de cultivo e de indugdo da expressdo foram as mesmas descritas acima.

Apos centrifugacdo e descarte dos sobrenadantes, os pellets de cada 50 mL de
cultura foram ressuspensos com 1000 uL. de tampao Tris-NaCl (Tris-HC1 65 mM pH 8,0,
NaCl 0,1 M). Na suspensao, foram adicionados PMSF para 1 mM e lisozima para 0,1
mg/mL, com incubacdo por 10 min a 4 °C. Na sequéncia, foram realizados quatro ciclos
de congelamento, por 5 min a -20 °C, e descongelamento a TA. Em seguida, foram
adicionados 10 U de DNase I e MgCl, para 0,12 mM, com posterior incubac¢do a TA por
30 min. Para avaliagdo da solubilizagdo da MPB-OmpA, em um dos tubos, ureia foi
adicionada para concentracdo final de 3 M. Os lisados foram centrifugadosa 15000 x g
por 10 min, a 4 °C e tanto o sobrenadante como o precipitado foram analisados. Os pellets
foram ressuspensos com 500 pL de tampao Tris-NaCl/ureia 8 M (Tris-HCl 65 mM pH
8,0, NaCl 0,1 M, ureia 8 M) e, apds nova centrifugacdo tanto o sobrenadante como o
precipitado foram analisados. Este procedimento foi repetido por oito vezes.

No caso da expressdo de MBP, o tampao utilizado para lise das células foi Tris-
NaCl/ureia 3 M. Tampao Tris-NaCl/ureia 8 M também foi utilizado para solubilizacdo do

precipitado formado ap6s a lise e centrifugacao.
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A purificagdo, sob condicdes desnaturantes, foi realizada com a resina Ni-NTA
agarose de acordo com as instrucdes do fabricante (QIAGEN, Hilden, Alemanha) . A
etapa de elui¢do foi repetida por cinco vezes com o tampao D (NaH2PO4 100 mM, Tris-
HCI 10 mM, ureia 8 M, pH 5,9) e 20 vezes com tampao E (mesma formulacdo que o
tampao D, porém com pH 4,5).

As amostras proteicas foram submetidas a analise por SDS-PAGE (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001), quantificagdo por Bradford (AMRESCO, Ohio, EUA) e teste ELISA
utilizando anticorpo monoclonal anti-6xHis (ThermoFisher) para deteccdo da cauda de
6xHis presente na MBP-OmpA.

O gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue G-250 (SAMBROOK; RUSSELL
2001) ou com nitrato de prata (Color Silver Stain Kit. Pierce Biotechnology/Thermo

Scientific, Rockford, IL, EUA), seguindo as instrugdes do fabricante.

3.3.3 — Teste ELISA para detec¢do de anti-6xHis

O teste ELISA foi realizado para detec¢do da sequéncia 6xHis presente na MBP-
OmpA por meio do anticorpo monoclonal anti-6xHis Em uma placa Costar de 96 pogos
(Corning Inc. Corning, NY, EUA), a sensibilizagdo dos pocos foi realizada com 1 pug de
proteina (amostras dos lisados/solubilizagdes ou das fragdes obtidas no processo de
purificagdo) em PBS 1X, 50 uL/pogo, O/N, a 4 °C. Nasequéncia, foirealizada a lavagem
com 300 puL/pogo de PBS 1X contendo 0,05% Tween 20 (PBS1X-T), seguida de bloqueio
com 100 pL/pogo de BSA 2% em PBS 1X por 1 h a 37 °C. Posteriormente, 0os pogos
foram lavados trés vezes com 300 pL/pogo PBS1X-T e incubados com 50 pL/poco de
anticorpo monoclonal (mab) (ThermoFisher) anti-6xHis 250 ng/mL diluido em PBS1X-
T+BSA 2% por 1 h a 37 °C. Em seguida, os pocos foram lavados cinco vezes com 300
uL/pogo PBSIX-T e 50 pL de anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com
peroxidase 0,2 pg/mL (KPL, Gaithersburg, MD, EUA) em PBS1X-T+BSA 2% foram
adicionados, seguido de incubagdo 1 h a 37 °C. Os pogos foram lavados cinco vezes com
300 uL/pogo PBS1X-T e incubados com 50 pL de 3,3",5,5'- Tetrametilbenzidina (TMB)
(Thermo Fisher Scientific) por 10 min a TA. A reacdo foi interrompida com 50 pL H2SO4
0,18 M. O pogo correspondente ao branco recebeu todos os tratamentos, exceto as
amostras. A absorbancia da reacdo foi medida em uma leitora de ELISA (BioTek,
Vermont, EUA) na densidade d6ptica (DO) de 450 nm. Os valores de DO de todas as

amostras foram subtraidos do valor de DO do pogo correspondente ao branco.
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3.3.4 — Western blotting para detec¢do de anti-6xHis

Apods a SDS-PAGE, realizada com amostras dos lisados/solubilizagdes ou das
fragdes obtidas no processo de purificagdo, a transferéncia foi realizada para membrana
de PVDF e a detec¢do da MBP-OmpA foi feita com mab anti-6xHis, seguindo as
instrugdes do fabricante(Amersham Hybond-P, GE Healthcare. Chicago, IL, EUA).
Resumidamente, ap0s a transferéncia, foi realizada a remog¢ao e a lavagem da membrana
com PBS 1X, seguidas de secagem a TA. Para a imunodetec¢do, a membrana foi
umedecida em metanol, seguida de duas lavagens em 4gua destilada e incubagcdo com
tampao de bloqueio (leite desnatado em pd 5% (m/v) em PBS1X-T) por 1 ha 37 °C. Na
sequéncia, foram realizadas duas lavagens da membrana com PBS1X-T, com posterior
incubacdo com 1 pg/mL mab anti-6xHis (Thermo Fisher Scientific) diluido em PBS1X-
T, por 1 h a 37 °C. Em seguida, foram realizadas duas lavagens da membrana em PBS
1X -T, seguidas de incubacdo com 0,4 pg/mL anticorpo anti-IgG de camundongo
conjugado com peroxidase (KPL) diluido em PBS1X-T, por 1 ha 37 °C. Por fim, apos
trés lavagens da membrana com PBSI1X-T, foi realizada incubagdao com DAB (3,3’-
Diaminobenzina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). A reagdo foi interrompida

lavando-se a membrana com agua.

3.4 — Amostras de soro avaliadas em teste ELISA

As amostras de soro avaliadas neste estudo pertencem a um banco de amostras do
Laboratorio de Ixodologia da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) que foram
previamente testadas por IFA em outros estudos para quatro espécies de Rickettsia do
GFM (R. rickettsii, R. parkeri, R. amblyommatis, e R. rhipicephali) e R. bellii (Tabela 1).
Foram avaliadas amostras de soro de capivaras (Hidrochoerus hydrochaeris), gambas
(Didelphis albiventris) e cavalos (Equus caballus). Para cada hospedeiro, as amostras
foram divididas em: grupo IFA-positivo, para as amostras que apresentaram resultado
positivo por IFA para ao menos uma espécie de Rickettsia do GFM, grupo IFA R. belli-
positivo, para as amostras que apresentaram resultado positivo por IFA para R. belli;
grupo IFA-negativo, para as amostras que apresentaram resultado negativo por IFA para

Rickettsia.
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Tabela 1. Amostras utilizadas em ELISA, testadas anteriormente por IFA para riquétsias do Grupo da
Febre Maculosa e Rickettsia bellii.

IFA positivo * IFA negativo

Organismos Para o Grup() da Febre Maculosa Para Rickettsia bellii

Capivara (n=27) 15 12
(Titulo IFA: 428,1+ 313,6)°
(4 R. rickettsii)©

Equino (n=31) 14 17
(Titulo IFA: 722,3+ 1162)
(8 R. rickettsii) ©
(6 R. parkeri) ©

Gamba (n=27) 14 8 5
(Titulo IFA: 243,2+ 387,1) (Titulo IFA: 520+ 634,9)
(3 R. amblyommatis) © ®) ¢

(1 R. rhicephali)®
(1 R. parkeri) ©

2 Realizado contra antigenos de cinco espécies (R. rickettsii, R. parkeri, R. amblyommatis, R.
rhipicephali,e R. bellii),exceto asamostras de soro de equinos, que foram testados para antigenos de duas
espécies (R. rickettsii € R. parkeri).

b Titulo médio + desvio padrio

¢ Provavel antigeno envolvido na reagdo homdloga (PAERH)

As amostras de soro de capivara e gambds foram provenientes de coletas
realizadas no Parque do Sabia, em Uberlandia, MG, entre os anos de2010 e 2013, quando
foram testadas por IFA (TOLESANO-PASCOLI, 2014). Ja as amostras de soro de
equinos foram provenientes de coletas realizadas em regides de periferia de Uberlandia,
além de algumas coletas realizadas entre os anos de2018 e 2019 em uma regido endémica
do municipio de Natividade, RJ (Raissa B. K. Vieira, tese de doutorado em andamento,
Pés-graduagao em Clinica e Reprodugdo Animal, Universidade Federal Fluminense).
Todas as amostras estavam armazenadas a -20 °C no Laboratério de Ixodologia da UFU.

Os projetos para coleta e uso dasamostras de soro foram aprovados pelos Comités
de Etica na Utilizagdo de Animais sob os niimeros de protocolo CEUA/UFU 065/12, para
as amostras de soro de capivaras e gambas, e CEUA UFF n1010, para as amostras de soro

de cavalos.

3.5 — Avaliacdo dos peptideos sintéticos e da MBP-OmpA como antigenos em ELISA
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Inicialmente, foram realizados testes com diferentes quantidades de peptideo
OmpA-pLMC por pogo (0,5 a 10 pg), diluigdes de amostras de soro (1:100 a 1:200) e
dilui¢des do conjugado (1:500 a 1:2000). Apds a padronizagdo, o protocolo final foi
estabelecido como o seguinte: cada pogo de uma placa de 96 pogos foi sensibilizado com
50 pL contendo 5 pg de OmpA-pLMC ou 0,5 pg para o peptideo OmpA-pRRS e para a
MBP-OmpA em PBS 1X. Apés as etapas de lavagem, bloqueio e nova lavagem,
conforme descritas no item 3.3.3, um volume de 50 pL das amostras de soro de capivara,
gambas e equinos nas diluigdes 1:200 (1:100 com OmpA-pRRS), 1:100 e 1:100,
respectivamente, em PBS1X-T+BSA 2%, foi adicionado aos respectivos pog¢os, seguido
de incubacdo por 1 h a 37 °C. Um pogo foi reservado para o branco, que nao recebeu
amostra de soro. Apds as lavagens, 50 pL de Proteina A conjugada com HRP (Sigma-
Aldrich) diluida 1:500 em PBS2X-T+BSA 2% foram adicionados em cada pogo, seguido
de incubagdo por 1 h a 37 °C. As lavagens, a reacdo com TMB e sua interrup¢do com
H>SO4e aleitura da absorbancia foram realizadas conforme descrito anteriormente. Apds
a subtrag¢do do valor de DO do pogo considerado o branco (que nao recebeu amostra de
soro) dos valores de DO de todas as amostras, o valor de cutt-off foi estabelecido como a
média dos valores DO das amostras [FA-negativas mais o dobro do valor do desvio

padrao.

3.6 - Analise estatistica

A andlise das diferengas estatisticas entre os grupos foirealizada por meio do teste de
Mann-Whitney U para dados ndo paramétricos, no software GraphPad Prism versao 5.0
(GraphPad Prism, LaJolla, CA). A precisdo dostestes ELISA foiavaliada de acordo com
a curva receiver operating characteristic (ROC), de acordo com os valores da area sob a
curva (ASC), sensibilidade (Se) e especificidade (Es), considerando um intervalo de
confianga de 95% (IC). As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas

quando p < 0,05.

4 - RESULTADOS

4.1 — Peptideos sintéticos OmpA-pLMC e OmpA-pRRS
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Do et al. (2009) avaliaram cinco segmentos da proteina OmpA de Rickettsia
conorii por ELISA e o segmento 13501784 apresentou o maior valor da razdo das médias
de valores de DO entre amostras positivas e negativas. Assim, para realizar a predicao de
epitopos de células B, realizamos inicialmente a comparagdo das sequéncias de
aminodcidos do mesmo segmento da OmpA para as espécies R. rickettsii cepa Brazil
(CP003305.1), R. parkeri cepas Maculatum (U83449.1) e Portsmouth (CP003341.1), R.
amblyommatis (FJ455414.1) e R. rhipicephali (CP013133.1) (Figura 7).
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Figura 7: Alinhamento dassequéncias de amino4cidos da proteina OmpA 1350-1784 de R. rickettsii cepa Brazil (CP003305.1), R. parkeri cepas Maculatum (U83449.1)e
Portsmouth (CP003341.1),R. amblyommatis (F1455414.1) e R. rhipicephali (CP013133.1).



Dentre os epitopos de células B preditos nos segmentos OmpA 1350-1784 de R.
rickettsii cepa Brazil e R. parkeri cepa Maculatum, foram selecionados aqueles que
coincidiram nas duas ferramentas utilizadas (B Cell Epitope e Epitopia), apresentaram
acima de 10 aminoacidos, a sequéncia foi idéntica para R. rickettsii cepa Brazil ¢ R.
parkeri cepa Maculatum para um dos epitopos (peptideo nomeado como OmpA -pLMC)
e a sequéncia apresentou ao menos um aminoacido que diferisse entre R. rickettsii cepa
Brazil e R. parkeri cepa Maculatum para o outro epitopo (OmpA-pRRS). Desta maneira,
dois peptideos foram sintetizados e nomeados.

OmpA-pLMC contém uma sequéncia de 23 residuos de aminoacidos, idéntica
para R. rickettsii, R. parkeri € R. amblyommatis e que difere em um aminoécido, serina
para leucina, para R. rhipicephali (identidade de 95,7%). Esse peptideo foi obtido por
sintese quimica e uma fra¢ao do peptideo foi submetida a HPLC de fase reversa, obtendo-

se um pico predominante, provavelmente correspondente ao peptideo (Figura 8).
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Figura 8: Grafico obtido pela purificagio de OmpA-pLMC realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) de fasereversa, utilizando a coluna Jupiter® 10 um Proteo 904 (Phenomenex). Nota-se
um pico, provavelmente, correspondente ao OmpA-pLMC.

OmpA-pRRS (Figura 9) apresenta uma sequéncia com 10 residuos de
aminoacidos idéntica para R. rickettsii ¢ difere em um aminoacido, de serina para prolina,

para R. parkeri (identidade de 90,0%), de lisina para glutamato para R. amblyommatis
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(identidade de 90,0%) e em dois aminoacidos, de serina para prolina e de lisina para
glutamato, para R. rhipicephali (identidade de 80,0%). OmpA-pRRS foi selecionado na
tentativa de se diferenciar entre a infeccao causada por R. rickettsii da provocada por R.

parkeri.

Y

Figura 9: Estrutura conformacional do peptideo OmpA-pRRS correspondente ao epitopo de célula B
selecionado da sequéncia de OmpA de Rickettsia rickettsii cepa Brazil. O residuo serina esta indicado pela

seta.

4.2 — OmpA recombinante
4.2.1 — Clonagem do segmento 1350-1784 de OmpA de Rickettsia rickettsii

O mapea fisico parcial de pMAL-c4X-RRBROATR esta mostrado na figura 10.
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Figura 10: Esquema do mapa fisico simplificado de pMAL-c4X-RRBROATR. As sequéncias codificantes
da proteina de ligagio a maltose (MBP) e do segmento 1350-1784 de OmpA (RRBROATR) estdo
indicados. Na extremidade final da RRBROATR também ha a sequéncia 6xHis.

Para obtencao de um clone bacteriano que expressa a MBP (sem OmpA, como
controle), foi feita a remog¢ao da sequéncia codificante de OmpA por meio da digestdo do
DNA de pMAL-c4x-RRBROATR com a enzima de restricdo Eco RI. Tanto a reacdo de
ligacdo realizada com este produto de digestio como a feita com o DNA de maior
tamanho isolado em eletroforese produziram produto de PCR de tamanho compativel

(cerca de 160 pb) com a excisdo da sequéncia de OmpA (Figura 11).
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos com: raia 1 - reacdo de ligagdo
com DNA de maiortamanho de pMAL-c4X-RRBROATR submetido & digestdo com Eco RI (banda de
gel); raia 2 - similar ao anterior, porém sem isolamento do DNA de maior tamanho. O controle negativo
(C-) usado na PCR foi agua e o controle positivo (C+) usado foi DNA de pMAL-c4X-RRBROATR. O
padrio de massa molecular utilizado foi de 1 Kb Plus DNA Ladder e os tamanhos esperados estio
indicados.

Apo6s a transformacdo de E. coli cepa BL21 com DNA de pMAL-c4x-
RRBROATR e pMAL-c4X modificado, algumas colonias obtidas foram analisadas por
PCR (Figura 12).
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Figura 12: Eletroforese em gel de agarose de produtosde PCR. A: PCR realizada com trés colonias de E.
coli BL21 transformadas com pMAL-c4x-RRBROATR. O controle positivo (C+) usado foi DNA de
pMAL-c4x-RRBROATR; B: PCR realizada com quatro colonias transformadas com a reacdo de liga¢do de
DNA de pMAL-c4x-RRBROATR ap6s digestdo com Eco RI, para obtengdo de pMAL-c4X modificado. O
controle positivo foi realizado com uma aliquota dessa reagdo de ligacdo. O controle negativo (C-) usado
em ambos os casos foi dgua .O padrio de massa molecular utilizado foi de 1Kb Plus DNA Ladder ¢ os
tamanhos esperados estdo indicados.

4.2.2 — Expressao e purificagdo de MBP-OmpA

Primeiramente, foi realizada a triagem da expressao proteica, utilizando os clones
avaliados por PCR. Apo6s a indugdo da expressao, as células foram sedimentadas, lisadas
diretamente com Stop Solution e submetidas a SDS-PAGE (Figura 13). Foi possivel
observar banda proteica de massa molecular esperada para a proteina MBP-OmpA nas
amostras dos clones transformados com pMAL-c4X-RRBROATR e que nao foi
observada na amostra do clone ndo transformado (BL21). Também foi possivel observar

a MBP nas amostras dos clones transformados com pMAL-c4X modificado.
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Figura 13: Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS com lisados de células bacterianas de clones
transformados com pMAL-c4X-RRBROATR (50, 51 € 52) ou com pMAL-c4X modificado (65, 66 e 67).
As setasindicam as bandas proteicascom massas moleculares esperadaspara MBP-OmpA (amostrasdos
clones 50, 51, 52) e para MBP (amostras dos clones 65, 66, 67). Cl: Escherichia coli cepa BL21 nao
transformada. C2: Escherichia coli cepa BL21 transformada com pGEX-4T2. Todas as culturas, inclusive
Cl1 e C2, foram submetidas a0 mesmo procedimento. O gel foicorado com Coomassie Brilliant Blue G-
250. O marcadorde massa molecularutilizado foi PM pré-corado (Ludwig).

Os ensaios de ELISA e Western blotting foram realizados para deteccdo da MBP-
OmpA, por meio da cauda de 6xHis presente na molécula e anticorpo monoclonal anti-
6xHis. No teste ELISA, as amostras de expressdo obtidas com os clones 50 , 51 e 52, que
foram transformados com pMAL-c4X-RRBROATR, apresentaram valores de DO
maiores em comparacdo com os valores obtidos com as amostras do clone nao
transformado e dos clones transformados com pMAL-c4X modificado, indicando o
sucesso da expressio da MBP-OmpA (Figura 14). Em seguida, a amostra do lisado
celular obtida com o clone 50 foi selecionada e, por meio de Western blotting, foi possivel
visualizar uma banda proteica, que se mostrou reativa e com cerca de 88 kDa, que € o

tamanho esperado para a OmpA fusionada a MBP (Figura 15).
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Figura 14: ELISA utilizando lisados celulares dos clones transformados com pMAL-c4X-RRBROATR ¢
pMAL-c4X modificado.

Figura 15: Western blotting da expressio de MBP-OmpA do lisado celular do clone 50 e anticormpo
monoclonalanti-6xHis. A seta vertical indica a banda proteica reativa de cerca de 88 kDa. O marcadorde

massa molecularutilizado foi PM pré-corado.

Anteriormente a etapa de purificagdo da MBP-OmpA, foi feita a analise de sua
solubilidade. Apos a lise das células bacterianas e tratamento com DNase I, ureia foi
adicionada ao lisado para concentracdo final de 3 M. Apds a centrifuga¢do, o
sobrenadante (SU3M) foi transferido para um novo tubo e o pellet foi ressuspenso com
tampao Tris-NaCl/ureia 8 M, seguido de nova centrifugacdo e o novo sobrenadante foi
transferido para outro tubo (SUSM). Esta etapa solubilizagdo com tampao contendo ureia
8 M foi repetida varias vezes e cada repeticao foi mantida em tubo separado. As bandas
correspondentes a MBP-OmpA foram observadas nos sobrenadantes nos quais o tampao

contendo ureia 8 M foi utilizado para solubilizar o pellet (Figura 16A), indicando que a
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MBP-OmpA forma corpos de inclusdo em condi¢des nativas. Por outro lado, a MBP foi
observada no sobrenadante do tampao contendo ureia 3 M.

Outro ELISA foi realizado, utilizando anticorpo monoclonal anti-6xHis, e os
valores de DO dos sobrenadantes obtidos com tampdo contendo ureia 8 M foram mais
elevados que os valores para as amostras de sobrenadante com ureia 3 M (Figura 16B),
confirmando que em condi¢des nativas ocorre formagdo de corpos de inclusdo com a

MBP-OmpA.

38 KDa
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Figura 16: SDS-PAGE (A) e ELISA (B) para avaliacdo da solubilidade da MBP-OmpA e MBP. SDS-
PAGE: 1 e 2. Lisados celulares dos clones 50 e 65 da figura 8, utilizados como controles; 3. Sobrenadante
apos lise das células do clone 50 (MBP-OmpA), tratamento com DNase I e centrifugacio, utilizando
tampao Tris-NaCl; 4. Similar a 3, porém utilizando tampao Tris-NaCl/ureia 3 M; 5 e 6. Similares a 3 e 4,
respectivamente, porém utilizando clone 65 (MBP); 7 a 10. Sobrenadantes (clone 50) das quatro primeiras
repeticdes da solubilizagdo, utilizando tampao Tris-NaCl/ureia 8 M, do pellet formado apds adigdo de ureia
3 M (da raia 4); 11. Similar a 7, porém com clone 65. O gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue G-
250 e o marcador de massa molecular utilizado foi PM pré-corado. ELISA: os pocos da placa de ELISA
foram sensibilizados com as amostras utilizadas nasraias 4 (ureia 3 M) e 7 (ureia 8 M, correspondente a
primeira solubilizacdo do pellet utilizando tampao Tris-NaCl/ureia 8 M, pH 8,0). A detec¢do da MBP-
OmpA foi realizada por meio do anticorpo monoclonal anti-6xHis, conforme descrita em Material e
Métodos.
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Desta forma, com base nos resultados de solubilidade da MBP-OmpA, sua
purificacdo foi realizada com a resina Ni-NTA sob condi¢des desnaturantes. As
repeticdes da etapa de elui¢do foram analisadas por SDS-PAGE e por ELISA, que
indicaram que a purificagdo da MBP-OmpA foi realizada com sucesso (Figura 17, A e

B).

A 1D D iD iD 50 PM 1E 2E 3E 4iE 3E

88 EDa

DO 450 nm

Pool 1 Pool 2 Pool 3

Figura 17: SDS-PAGE (A) ¢ ELISA (B) realizadas com osecluatos da purificagdo de MBP-OmpA com Ni-
NTA agarose. SDS-PAGE: foram utilizados os eluatos obtidos com o tamp&o D e os primeiros cinco eluatos
com tampdo E. A seta indica a banda proteica de massa molecular esperada para MBP-OmpA. O gel foi
corado com nitrato de prata. O marcador de massa molecular utilizado foi PM pré-corado. B. ELISA
realizados com pools obtidos com asrepeticdes da eluicdo da etapa de purificagdo e anticorpo monoclonal
anti-6xHis. Pool 1: combinagdo doscinco eluatos com tampdo De os nove primeiros eluatos com tampao
E; pool2: combinacdodo 10°ao 13° eluato com tampao E; poo/3: combinagdo do 14°ao 20° eluato com
tampaoE.

4.3 — Avaliacdo dos peptideos sintéticos OmpA-pLMC e OmpA-pRRS como antigenos
em ELISA.



52

Os peptideos foram avaliados como antigenos em teste ELISA para o diagndstico
de infecgdes causadas por R. rickettsii, R. parkeri e demais espécies do Grupo da Febre
Maculosa, utilizando amostras de soro de capivara, equinos e gambas. Para a
padronizagdo do teste ELISA com OmpA-pLMC, que foi sintetizado em nossos
laboratorios, foram realizadas analises da sensibilizagdo com diferentes quantidades de
peptideo por pogo (0,5 a 10 pg/pogo), uma vez que o método de quantificacdo utilizado
pode ndo ser preciso. Também foram avaliadas diferentes diluicdes de amostras de soro
(1:100 a 1:200) e do conjugado (1:500 a 1:2000). Na sensibilizagdo da placa de 96 pocos,
observou-se que 5 pg/poco foi a quantidade que apresentou melhor reatividade no teste
com as amostras de soro de todos os hospedeiros. Para a diluicdo das amostras de soro,
1:100 foi a diluicdo que demonstrou melhor reatividade para amostras de gambas e
equinos e 1:200 foi a diluicdo que obteve melhor reatividade para amostras de capivaras.
Para as dilui¢des de conjugado, 1:500 foi a diluicdo que demonstrou melhor reatividade
com as amostras de soro de todos os hospedeiros. As amostras de soro foram agrupadas,
de acordo com os resultados por IFA para infeccdo causada por Rickettsia do GFM, em
positivas ou negativas. Em alguns casos, um grupo separado de amostras positivas para
infeccdo por R. bellii foi avaliado.

Osresultados demonstrados na figura 13 foram obtidos com testes realizados com
OmpA-pLMC, cuja sequéncia dos residuos de aminoacidos ¢ idéntica para R. rickettsii,
R. parkeri e R. amblyommatis. De capivaras, foram analisadas 15 amostras de soro com
resultado positivo por IFA para infeccdo por ao menos uma espécie de Rickettsia do GFM
(R. rickettsii, R. parkeri, R. amblyommatis ou R. rhipicephali), sendo R. rickettsii o
provavel antigeno envolvido nareagdo homologa (PAERH) para quatro amostras (Figura
18A). No entanto, ndo houve diferenga significativa na reatividade entre os grupos IFA-
positivo e [IFA-negativo (p = 0,1184).

De equinos, foram analisadas 14 amostras no grupo IFA-positivo, tendo oito
amostras com a R. rickettsii e seis com a R. parkeri como PAERH (Figura 18B).
Semelhante aos resultados obtidos com amostras de capivaras, ndo houve diferenca
significativa na reatividade de OmpA-pLMC entre os dois grupos de amostras (p =
0,1836).

Foram analisadas 14 amostras de soro de gamba com resultado positivo por [FA
para infeccdo por Rickettsia do GFM (Figura 18C), tendo sido possivel determinar a

infeccdo por R. amblyommatis como o PAERH para trés das amostras, R. rhipicephali e
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R. parkeri para uma amostra cada no grupo IFA positivo. Além destas, foram testadas
oito amostras com resultado positivo para infec¢ao por R. bellii. Observou-se diferenga
significativa entre os grupos IFA-positivo e IFA-negativo, porém, apesar de R. bellii nao
apresentar a OmpA, a diferenga significativa ndo foi observada entre os grupos IFA-
positivo e IFA R. bellii-positivo (p = 0,0605). Os valores de DO obtidos no teste ELISA
para as amostras de gamba foram comparados aos titulos apresentados por IFA para as
mesmas amostras (TOLESANO-PASCOLI, 2014), no entanto, ndao houve
correspondéncia entre os valores, ou seja, valores altos de DO nao corresponderam aos

titulos altos determinados por IFA.
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Figura 18: ELISA para avaliaro peptideo OmpA-pLMC como antigeno com amostras de soro de capivaras
(A), de equinos (B) e de gambas (C). A linha longa horizontal mostrada para cada grupo indica a média
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dos valores de DO e os eixos para cima e para baixo indicam o desvio padrdo. Em C, as amostrasreativas
por IFA para R. bellii foram colocadas em um grupo separado ¢ a linha pontilhada indica o valor de cut-

off.

Com os valores de DO das amostras de gambas do grupo IFA-negativo, foi
determinado o valor de cutt-off de 0,428 e, das 14 amostras do grupo IFA-positivo, 11
(78,6%, 11/14) foram consideradas reativas com OmpA-pLMC por ELISA. A anélise da
curva ROC apresentou area sob a curva de 0,8857, sensibilidade de 100% e especificidade
de 92,86% (Figura 19).
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Figura 19: Curva receiver operating characteristic (ROC) indicando o valor de area sob a curva (ASC)
sensibilidade (Se) e especificidade (Es) para avaliara atividade de OmpA-pLMC como antigeno em ELISA
na deteccao da infec¢do por espécies de Rickettsia do Grupo da Febre Maculosa com amostras de soro de
gamba.

Com OmpA-pRRS (Figura 20), cuja sequéncia de residuos de aminoécidos ¢
idéntica para R. rickettsii e tem 90,0% de identidade com R. parkeri, as amostras de soro
de capivara e de equinos em que foi possivel determinar o PAERH em R. rickettsii, R.
parkeri e R. bellii, as amostras foram colocadas em grupos separados. Com as amostras
de capivaras, ndo houve diferenca significativa entre os grupos IFA-positivo com R.
rickettsii o PAERH e IFA-negativo (p = 0,8557) (Figura 20A). J& com as amostras de
equinos (Figura 20B), foi observada diferenca significativa entre os grupos IFA -positivo
com R. rickettsii o PAERH e IFA-negativo e que ndo foi observada entre os grupos IFA-
positivo com R. parkeri o PAERH e IFA-negativo (p = 0,7527), sugerindo que o peptideo
pode ser usado para diferenciar a infecgcdo causada entre as duas espécies. Com relagdo
aos soros de gambdés, ndo houve amostras em que a R. rickettsii foi o PAERH. Ainda

assim, observou-se diferenca significativa entre os grupos IFA-positivo para Rickettsia
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do GFM e IFA-negativo (Figura 20C), mas ndo entre os grupos IFA positivo e [FA R.

bellii-positivo (p =0,6747).

Neste caso, também nao houve correspondéncia entre os valores de DO obtidos

por ELISA comparados aos titulos apresentados por IFA para as mesmas amostras

(TOLESANO-PASCOLLIL, 2014).
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Figura 20: ELISA para avaliaro peptideo OmpA-pRRS como antigeno com amostras de soro de capivaras

(A), de equinos (B) e de gambas (C). A linha longa horizontal mostrada para cada grupo indica a média
dos valores de DO e os eixos para cima e para baixo indicam o desvio padrdo. A linha pontilhada em C

representa o cut-off.
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Com relagdo as amostras de equinos, com os valores de DO do grupo IFA-
negativo, foi determinado o valor de cut-off de0,8892. Assim, das oito amostras do grupo
IFA-positivo para R. rickettsii, trés (37,5 %, 3/8) foram consideradas reativas com OmpA -

PRRS por ELISA. A anélise da curva ROC apresentou ASC 0,7537, Se 100 % e Es 100%
(Figura 21A).
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Figura 21: Curva receiver operating characteristic (ROC) indicando o valor de area sob a curva (ASC)
sensibilidade (Se) e especificidade (Es) para avaliara atividade de OmpA-pRRS como antigeno em teste

ELISA na deteccdo da infec¢do por Rickettsia rickettsii com amostras de soro de equino (A) e de Rickettsia
do Grupo da Febre Maculosa de gambas (B).

4.4 - Avaliagdo da proteina MBP-OmpA como antigeno em ELISA
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Utilizando a MBP-OmpA na sensibilizagdo da placa de ELISA, ndo houve
diferenca significativa na reatividade entre as amostras de soro dos grupos IFA-positivo
e [FA-negativo de capivaras (p = 0,2186) e de equinos (p = 0,9210) (Figuras 22A e 22B,
respectivamente).

Por outro lado, com amostras de gambas, observou-se diferenca significativa entre
os grupos [FA-positivo e IFA-negativo (Figura 22C), mas ndo entre as dos grupos [FA-
positivo e IFA R. bellii-positivo (p=0,6163).
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Figura 22: ELISA para avaliar a atividade de MBP-OmpA como antigeno na detec¢ao da infec¢cdo por
espécies de Rickettsia do Grupo da Febre Maculosa e Rickettsia bellii com amostrasde soro de capivaras
(A), equinos (B) e gambéas (C). A linha pontilhada representa o cuz-off.

Em seguida, com os valores de DO das amostras de soro de gambas do grupo IFA-
negativo, foi determinado o valor de cut-off de 0,34694 e das amostras do grupo IFA-
positivo, 10 (71,4 %, 10/14) foram consideradas reativas com MBP-OmpA por ELISA.
A andlise da curva ROC apresentou ASC 0,8143, Se 100 % e ES 92,86 % (Figura 23).



59

100
80
£ 604
z
S 404
%2
5
I ASC = 0,8143
7 Se = 100 %
Es = 92,86 %
0 ¥ T T T T 1
0 20 40 60 80 100

100% - Especificidade%

Figura 23: Curva receiver operating characteristic (ROC) indicando o valor de area sob a curva (ASC)
sensibilidade (Se) e especificidade (Es) para avaliara atividlade de MBP-OmpA como antigeno em ELISA
na deteccao da infeccdo por espécies de Rickettsia do Grupo da Febre Maculosa com amostras de soro de
gamba.

5-DISCUSSAO

Embora seja o padrao-ouro para o diagnostico de febre maculosa, a [FA € um teste
sorologico subjetivo, que depende da andlise de um microscopista. Por outro lado, o
ELISA ¢ objetivo, com resultados obtidos por meio da leitura da absorbancia apods a
reacdo imunoenzimatica colorimétrica (ALUGUBELLY et al., 2021; BLACKSELL et
al., 2016; BLANTON, 2019). Segundo Clements et al. (1983), os resultados apresentados
por ELISA, ao serem comparados aos resultados obtidos por IFA na deteccdo de
anticorpos anti-R. rickettsii, demonstraram uma concordancia de 76% para IgG e 52%
para IgM (CLEMENTS et al, 1983). No estudo de Alugubelly et al. (2021), foi
desenvolvido um teste ELISA para o sorodiagnostico da infec¢do por R. parkeri em
cobaia que mostraram resultados mais objetivos, quantitativos, de mais alto rendimento,
além de maior sensibilidade que o diagnoéstico realizado por IFA.

Neste contexto, o presente estudo avaliou a atividade de dois peptideos sintéticos,
OmpA-pLMC e OmpA-pRRS, e uma proteina recombinante, MBP-OmpA, contendo
sequéncia de OmpA de Rickettsia rickettsii cepa Brazil, como antigenos em ELISA para
deteccdo de infecgdes causadas por espécies de Rickettsia do GFM, utilizando para isso
amostras de soro de capivaras, cavalos e gambas. Essas amostras foram provenientes de
outros estudos, nos quais foram avaliadas por imunofluorescéncia indireta para detecgao
de infeccdo causada por Rickettsia (TOLESANO-PASCOLI, 2014; VIEIRA, R. B. K.

tese de doutorado em andamento, Pos-graduacdo em Clinica e Reproducao Animal,
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Universidade Federal Fluminense), cujos resultados foram utilizados, em nosso estudo,
para separar as amostras nos grupos IFA-positivo e IFA-negativo ou, em algumas
analises, em [FA R. rickettsii-positivo, IFA R. parkeri-positivo e IFA R. bellii-positivo.

Desta maneira, enquanto que com soros de capivaras os resultados nao se
mostraram significantes no teste ELISA, com soros de gambas, utilizando-se tanto os
peptideos sintéticos quanto a OmpA recombinante (na forma de proteina fusionada a
MBP) como antigenos em ELISA, observou-se diferengas estatisticamente significativas
nareatividade entre os grupos IFA-positivo e [FA-negativo, sendo que no caso do OmpA -
pRRS diferenca houve entre IFA R. rickettsii-positivo e IFA-negativo (com OmpA -
pLMC, p = 0,0124; com OmpA-pRRS, p = 0,0015; com MBP-OmpA, p = 0,0465). As
analises das curvas ROC destes resultados também revelaram valores de ASC 0,8857;
0,9467 e 0,8143, respectivamente; sensibilidade de 100% para todos os casos e
especificidade acima de 92,86%. Esses valores indicam que os testes ELISA
desenvolvidos apresentam acuracia na deteccdo de infecgdes por Rickettsia. Além disso,
no caso do OmpA-pRRS, esses resultados sugerem que o peptideo pode ser utilizado para
diferenciar infec¢des causadas por R. rickettsii daquelas causadas por R. parkeri, uma vez
que a sequéncia de residuos de aminoacidos utilizada no peptideo € idéntica a presente na
primeira espécie.

Com amostras de soro de equinos, somente a reatividade no teste ELISA obtida
com 0 OmpA-pRRS como antigeno apresentou-se estatisticamente significativa entre os
grupos IFA R. rickettsii-positivo e IFA-negativo (p = 0,0440). Na analise da curva ROC,
apesar de valores de sensibilidade e especificidade de 100%, o valor obtido da ASC foi
de 0,7537, sugerindo que a detecgao de infecgdes por R. rickettssii por esse teste ELISA
¢ satisfatorio, porém uma melhor precisdo ¢ observada em testes com valores de ASC
superiores a (,8.

Peptideos tém sido aplicados em imunoterapia e imunodiagnostico para diferentes
patoégenos, como Leishmania sp. (RODRIGUES-DA-SILVA et al, 2019), virus
influenza A HIN1 (AVILA et al., 2020), Virus da dengue (GUEVARRA et al., 2020),
virus Zika (AMRUN et al., 2019), virus Epstein-Barr (CAl et al., 2018) e Schistosoma
mansoni (DE OLIVEIRA et al., 2008). O uso de peptideos sintéticos pode aumentar a
sensibilidade e especificidade dos imunoensaios em relagdo aos antigenos brutos
(RODRIGUES-DA-SILVA et al, 2019). Para febre maculosa, Prado et al. (2018)
avaliaram a atividade de um peptideo sintético de OmpA de R. rickettsii, OMP-3, como

antigeno em um imunosensor eletroquimico, demonstrando potencial para ser utilizado
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no desenvolvimento de imunoensaios. De forma semelhante, o presente estudo
demonstrou o potencial de dois peptideos sintéticos, OmpA-pLMC e OmpA-pRRS, no
desenvolvimento do teste ELISA para detec¢do de infecgdes causadas por Rickettsia do
GFM, em especial o OmpA-pRRS para infecgdes causadas por R. rickettsii, em gambas
€ equinos.

OmpA ¢ avaliada em varios estudos que abordam o desenvolvimento de
imunodiagnoéstico e imunoterapia para a infecg@o por Rickettsia (CROCQUET-VALDES
et al., 2001; JEANNIN et al, 2002; LI; WALKER, 1998; NORIEA et al., 2017;
NORIEA; CLARK; HACKSTADT, 2015). Do et al, (2009) avaliaram segmentos
recombinantes de OmpA e OmpB de R. conorii como antigenos no desenvolvimento de
testes ELISA e seus resultados demonstraram que essas proteinas sdo ferramentas
promissoras para a obtengdo de testes de diagnostico confiaveis e baratos (DO et al.,
2009). De forma analoga, o presente estudo demonstrou que MBP-OmpA apresenta
atividade significativa como antigeno em teste ELISA para a deteccdo de infec¢des por
Rickettsia do GFM em gambads, que sao hospedeiros amplificadores de R. rickettsii para
A. sculptum.

A vigilancia epidemioldgica da febre maculosa em humanos, animais domésticos
e silvestres ¢ importante para identificar areas endémicas. Varios estudos utilizam a I[FA
para pesquisa soroepidemioldgica em humanos, caes, gatos, capivaras, gambas, cavalos,
pequenos mamiferos e outros animais silvestres (ALVES et al., 2014; BARBIERI, et al.,
2014; COELHO et al., 2016; D’AURIA et al., 2009; DE SOUSA et al., 2018; FORTES
etal, 2011; MENDES et al., 2019; MILAGRES etal., 2010, 2013; NEVES et al., 2020;
PACHECO etal., 2011; PINTER et al., 2008; RAMIREZ-HERNANDEZ; UCHOA; DE
AZEVEDO SERPA; et al., 2020; SANGIONI et al., 2005; SILVEIRA et al., 2015;
SOUZA et al., 2016; TOLEDO et al., 2011; UENO et al., 2016, 2020; VIANNA et al.,
2018). Clements et al. (1983) observaram que o teste ELISA permite a deteccdo de
anticorpos em uma Unica dilui¢do de soro até um ano ap6s a doenga, sendo adequado para
estudos soroepidemioldgicos e sorodiagnostico. Assim, o desenvolvimento de
imunoensaios, como o relatado no presente estudo, ¢ importante para a vigilancia
soroepidemioldgica da febre maculosa, podendo contribuir para o diagndstico de

riquetsioses com carater objetivo e de baixo custo.

6 - CONCLUSOES



62

e O peptideo OmpA-pLMC e a proteina MBP-OmpA apresentaram potencial como
antigenos em ELISA na detec¢do de infec¢do causada por espécies de Rickettsia

do Grupo da Febre Maculosa em gambaés;

e O peptideo OmpA-pRRS também apresentou potencial como antigeno em ELISA
na deteccdo deinfecg¢do causada por R. rickettsii em equinos e, principalmente em

gambas e pode ser usado para diagndstico diferencial com R. parkeri.
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