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RESUMO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB), ¢ uma doenca fortemente associada aos javalis (Sus
scrofa), tendo como agente etiologico a Rickettsia rickettsii, ¢ uma zoonose endémica
transmitida principalmente aos humanos através da picada do carrapato do género
Amblyomma, doenga que apresenta alto indice de letalidade (> 50%), principalmente na regiao
sudeste do pais. Estudos mostram, que 72,5% dos javalis, 14,1% dos caes de caga e 14,7% dos
cacadores apresentaram soropositividade para pelo menos uma espécie de Rickettsia. A
importancia das proteinas encontradas na membrana externa das bactérias gram negativas como
R. rickettsii s3o essenciais para fungdes fisiologicas, viruléncia e resisténcia bacteriana, servem
como suporte celular. Neste trabalho avaliamos a reatividade IgG das proteinas rOmpA,
rPhenAl e rYJBL, usando ELISA com um painel de soro de javaporcos bem caracterizado com
diagndstico laboratorial confirmado por imunofluorescéncia indireta (IFI). N6s achamos uma
alta positividade de IgG para proteinas recombinantes em amostras de soro de javaporcos
(97,2% para rPhenAl e rYJBL; e 94,4% para rOmpA), indicando as proteinas como candidatos
antigenos para diferentes imunoensaios a serem aplicados na deteccao de anticorpos especificos
de suideos e outros animais silvestres naturalmente expostos a Rickettsia sp. € como potencias

imunogenos para futuras investigacdes no desenvolvimento de vacinas contra rickettsioses.

Palavras-chave: Febre maculosa brasileira, proteinas de Rickettsia sp, ELISA, imunogenos e

suideos.



ABSTRACT

Brazilian Spotted Fever (BSF) is a disease strongly associated with wild boars (Sus scrofa) as
its primary hosts, caused by the etiological agent Rickettsia rickettsii. It is an endemic zoonosis
primarily transmitted to humans through the bite of ticks of the Amblyomma genus, presenting
a high fatality rate (= 50%), especially in the southeastern region of the country. Studies have
shown that 72.5% of wild boars, 14.1% of hunting dogs, and 14.7% of hunters exhibited
seropositivity for at least one species of Rickettsia. The importance of proteins found in the
outer membrane of Gram-negative bacteria like R. rickettsii is crucial for physiological
functions, virulence, and bacterial resistance, serving as a cellular support. In this study, we
evaluated the IgG reactivity of the rOmpA, rPhenAl, and rYJBL proteins using ELISA with a
well-characterized wild boar serum panel, with laboratory-confirmed diagnosis through indirect
immunofluorescence (IFA). We found a high IgG positivity for recombinant proteins in wild
boar serum samples (97.2% for rPhenAl and rYJBL; and 94.4% for rOmpA), indicating these
proteins as potential antigen candidates for various immunoassays to be applied in the detection
of specific antibodies in suids and other wildlife naturally exposed to Rickettsia sp. and potential

immunogens for future research in the development of vaccines against rickettsioses.

Keywords. Brazilian spotted fever, Rickettsia sp. proteins, ELISA, immunogens, and

suids.
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1. INTRODUCAO

A globalizagdo das doengas infecciosas esta ocorrendo com frequéncia e em uma
velocidade sem precedentes. Neste ambiente “globalizado” de comércio interdependente,
viagens, migragao ¢ mercados econdmicos internacionais, representam a maioria das doencas
infecciosas emergentes (DIEs) e doengas infecciosas reemergentes (DIRe) que ocorrem devido
ao aumento do contato entre humanos e animais como subproduto do desenvolvimento,
industrializacdo, e invasdo de habitats selvagens, resultando em uma trajetoria ascendente
dinamica dessas doencas. No entanto, muitas dessas doencas infecciosas também sao
“negligenciadas”, o que significa que afetam os mais pobres do mundo e carecem de
financiamento adequado e inova¢do para prevencdo ¢ tratamento, com algumas nao
adequadamente identificadas ou estudadas (Montiel et al., 2022; Ellwanger et al., 2021).

DIEs e DIRe podem surgir devido a uma multiplicidade de fatores e influéncias e devem
ser abordadas de forma dinamica por diversos setores da sociedade; isso inclui satide publica,
medicina, ciéncia ambiental, saide animal, seguranca alimentar, economia e partes interessadas
em politicas publicas. Uma série de fatores ambientais e de origem humana complicam essas
acoes, como influéncias sociais, suscetibilidade humana a infecgdes, demografia,
disponibilidade de assisténcia médica, produgdo de alimentos, comportamento humano,
comércio e viagens, mudancas ambientais e ecologicas, desenvolvimento econdmico, guerra e
fome, adequacgdo das infra-estruturas de satde publica, eventos provocados pelo homem com
intencdo de prejudicar e adaptacdo ou evolugdo de patdgenos (Spernovasilis et al., 2022;

Mackey et al., 2014).

1.1. Ameaca patologica

As invasoes biologicas representam uma das principais ameacas a diversidade de vida
na terra, despertando grande interesse entre os cientistas ecoldgicos. A regido dos Neotrdpicos,
conhecida por abrigar uma das maiores concentragdes de espécies no mundo, tem
experimentado um aumento notavel nas introdugdes de espécies ndo nativas ao longo dos
ultimos anos. Um exemplo notdrio desse fendmeno ¢ a presenga crescente dos javalis (Sus
scrofa) foram catalogados pela primeira vez por Linnaeus em 1758 e desempenharam um papel

fundamental como os antecessores das variedades antigas e contemporaneas de porcos
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domésticos. Sua presenca abrange vastas areas geograficas em todo o mundo. Inicialmente, a
caca aos javalis desempenhou um papel essencial na subsisténcia humana, especialmente nas
estepes e florestas da regido paleartica, onde coincidiu com o desenvolvimento das primeiras
civilizagdes (Grotta-Neto et al., 2021).

A disseminagdo de javalis teve origem na Europa Oriental e se estendeu até a Russia
Ocidental. A domesticagdo dos javalis teve seu inicio cerca de 8.500 anos atrds no Oriente
Proximo e posteriormente se alastrou pela Europa. Entretanto, uma parcela significativa deles
conseguiu escapar e retornar ao estado selvagem. Os javalis adultos exibem uma média de peso
que varia entre 60 - 80 kg para fémeas e 75 - 100 kg para machos. Sua reproducdo inclui
ninhadas de 6 a 8 leitdes anualmente em nagdes tropicais, onde a predagao selvagem ¢é escassa
ou quase nula. Devido a sua notavel capacidade de adaptagdo, isso pode resultar em um notavel
aumento na populagdo de javalis (Caliebe et al., 2017).

Esforgos intensivos de caca, que incluem a erradicagdo em algumas regides, as
populacdes de javalis conseguiram se disseminar por todos os continentes ¢ numerosas ilhas,
com excecdao da Antartica. De fato, a Unido Internacional para a Conservacao da Natureza
(IUCN) os classificou entre as 100 espécies invasoras mais danosas do mundo, abrange as
esferas da satide humana, animal e ambiental. Na América do Sul, os javalis estdo presentes ha
mais de um século, inicialmente introduzidos para fins de caca na Argentina, seguido pelo
Uruguai e Chile (Risch et al., 2021).

No Brasil, os primeiros avistamentos de javalis na década de 1960, a invasao de espécies
exdticas sO foi oficialmente reconhecida no final dos anos 80 e inicio dos anos 90. Isso
aconteceu apds uma significativa importacao de gado comercial para os estados do sul do patis,
o que foi seguido por incidentes de escapamento e soltura desses animais em ecossistemas
naturais. Nos anos subsequentes, mais javalis comerciais foram importados e criados em
cativeiro. Alguns desses animais cruzaram a fronteira com o Brasil, predominantemente
provenientes da Argentina e Uruguai. Esses javalis também se tornaram associados a crescente
popularidade da carne exdtica e, em muitos casos, foram liberados de forma deliberada para
fins de caga. Isso resultou na formacdo das primeiras populagdes de javalis brasileiros,
caracterizadas por diferentes graus de cruzamento com porcos domésticos (Pedrosa et al.,
2015).

O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (Ibama)
requer a erradicacdo de todos os javalis ou porcos selvagens, independentemente de sua
linhagem ou cruzamento com porcos domésticos. Em agosto de 2023, o Ibama suspendeu

temporariamente a emissao de novas autorizacdes para o controle de javalis por meio do
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Sistema de Informagdo de Manejo de Fauna (Simaf). Essa suspensdo ocorreu até que as
regulamentacdes se ajustem ao novo Decreto. O Ibama também estabeleceu critérios
especificos para a aprovacao dessas autorizagdes de controle de fauna. Como resultado, novas
autorizagdes para a gestdo de javalis em situacdes de caga ativa, ceva ou espera estdo
temporariamente suspensas até que sejam realizadas as adaptagdes necessarias (Ibama, 2023).

Nos ultimos 30 anos, a populagdo de javalis no Brasil aumentou significativamente, e
esses animais agora sao encontrados em todos os seis biomas brasileiros, com maior prevaléncia
no Cerrado, Mata Atlantica e Pampa. Eles foram registrados em 1.152 das 5.568 cidades
brasileiras, o que representa cerca de 20,7% do total, abrangendo todos os estados das regides
Sul, Sudeste e Centro-Oeste. Estimativas indicam que a densidade populacional dos javalis
varia de 3 individuos por quilometro quadrado no sul do estado de Santa Catarina a 16
individuos por quilémetro quadrado na Serra da Mantiqueira, que engloba os estados do sudeste
de Sao Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro (Hegel et al., 2022).

Os javalis foram identificados como portadores e reservatorios de diversas doencgas
zoonoticas (Altissimi et al., 2023), que incluem toxoplasmose, salmonelose, leptospirose,
brucelose, tuberculose, pneumonia enzootica, pneumonia causada por Pneumocystis spp., virus
da hepatite E, influenza A , triquinose e sarcocistose, tanto no Brasil como em outros paises da
América do Sul. Além disso, no contexto brasileiro, os javalis também estao associados a febre
maculosa e a raiva das Montanhas Rochosas brasileiras, pois desempenham um papel crucial
como fonte de nutricdo sanguinea para carrapatos e morcegos hematofagos (Kmetiuk et al.,
2023).

A Febre Maculosa Brasileira (FMB), ¢ uma doenga fortemente associada aos javalis
(Sus scrofa), tendo como agente etioldgico a Rickettsia rickettsii, zoonose endémica transmitida
principalmente aos humanos através da picada do carrapato do género Amblyomma, doenga
que apresenta alto indice de letalidade (> 50%), principalmente na regido sudeste do pais.
Estudos mostra, que 72,5% dos javalis, 14,1% dos caes de caca e 14,7% dos cagadores
apresentaram soropositividade para pelo menos uma espécie de Rickettsia. Além dos testes
sorologicos, a analise revelou que 42,2% dos carrapatos encontrados nos javalis eram da espécie
Amblyomma sculptum, 57,4% pertenciam a espécie Amblyomma brasiliense, enquanto 0,24%
eram larvas de Amblyomma spp. e 0,06% eram ninfas de Amblyomma dubitatum. Todos os
carrapatos presentes nos caes de caga foram classificados como Amblyomma aureolatum,
enquanto os carrapatos encontrados nos cacadores pertenciam exclusivamente a espécie
Amblyomma sculptum (Kmetiuk et al., 2021). Dado que a tnica correlagdo significativa com a

soropositividade para riquétsias foi um aumento no risco para fémeas de javalis, possivelmente
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relacionado a exposi¢do ambiental, é plausivel supor que tanto cagcadores quanto caes de caga

podem estar sujeitos a exposi¢oes semelhantes em cada incursao (Kmetiuk et al., 2021).

1.2. O género Rickettsia

O género Rickettsia, isolado em 1909 pelo patologista americano Howard T. Ricketts,
classificou dois grupos o primeiro grupo da febre maculosa FM com mais de 30 espécies,
incluindo R. rickettsii (febre maculosa das Montanhas Rochosas FMMR), R. conorii (Febre
maculosa do Mediterraneo), R. africae (Febre ana africana) e R. australis (Tifo ando de
Queensland) o segundo grupo da tifo GT incluem R. #yphii (tifo murino) e R. prowazekii (tifo
epidémico) (Ricketts, 1909; Stewart & Stewart, 2021).

A epidemiologia e a base clinica foram descobertas por Ricketts, encontrando uma
relacdo entre a bactéria R. rikettsii e a FMMR (Ricketts, 1909; Xiao et al., 2023). Desta forma,
outros tipos de riquetsioses presentes em paises ocidentais foram identificadas e receberam
diferentes nomes, tais como "Fiebre de Tobia" (Colombia), "Fiebre Manchada" (México), "Tifo
de Carrapato" e Febre Maculosa Brasileira (FMB) (Brasil) (Merhej et al., 2009), com
caracteristicas clinicas como febre continua e erupcao cutdnea que pode se distribuir em varias
partes do corpo, tornozelo, pulsos e face (Kuhn et al., 2019). A infec¢do por Rickettsia sp. esta
aumentando em todo o mundo com diferentes distribuicdes geograficas, geralmente sao
nomeados de acordo com sua localizagdo geografica e classificagdo dos artropodes no momento
da descoberta (Lyu et al., 2021; Zhang et al., 2023).

No Brasil, entre as riquétsias circulantes, R. rickettsii € R. parkeri destacam-se como as
espécies mais relevantes do ponto de vista da satde publica. R. rickettsii ¢ o agente causador da
FMB, uma forma grave da doenga e uma importante zoonose com alta taxa de letalidade em
humanos (> 50%), principalmente na regiao sudeste do pais (Pacheco-Silva et al., 2022). Por
outro lado, R. parkeri causa uma forma mais branda da febre maculosa, que ainda nao foi
associada a casos fatais, mas considerada um patdogeno emergente em diferentes partes do pais.
Além dessas espécies, hd a R. bellii, que ja foi identificada em mais de 25 espécies de carrapatos
no Brasil. Apesar de ndo ser patogénica para animais € humanos, acredita-se que a R. bellii
possa desempenhar um papel importante na ecologia e epidemiologia das rickettsias do grupo
da febre maculosa (GFM) ao inibir sua transmissdo vertical (transmissdo transovariana) para
novas geracgoes de carrapatos (Neves et al., 2020; Neves et al., 2023).

A amostragem de animais domésticos e capivaras tem sido valiosa para detectar a
circulacao de rickettsias GFM em areas onde estdo presentes os carrapatos vetores, como

Amblyomma sculptum, Amblyomma aureolatum e Amblyomma ovale. Caes e cavalos, por
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exemplo, atuam como hospedeiros de carrapatos vetores de rickettsias GFM no Brasil e podem
produzir anticorpos detectdveis por imunofluorescéncia indireta (IFI) contra Rickettsia spp.
Portanto, esses animais se tornam sentinelas confidveis para avaliar a situagao epidemiologica
da FMB em uma determinada area (Farias et al., 2021).

As capivaras também desempenham um papel crucial na epidemiologia da febre
maculosa. Além de atuarem como sentinelas, elas sdo hospedeiros amplificadores de R.
rickettsii, contribuindo para a infec¢do de novas populagdes de carrapatos Amblyomma

sculptum (Ramirez-Hernandez et al., 2020).

1.3. Ecologia

Os carrapatos e os patogenos que eles propagam representam um desafio cada vez mais
preocupante para a saude tanto de seres humanos quanto de animais em escala global. A
habilidade de um vetor em transmitir um patégeno, conhecida como competéncia vetorial, ¢
influenciada por fatores genéticos que impactam a sua capacidade de efetuar essa transmissao.
Estes fatores genéticos desempenham um papel crucial na dindmica das interagdes entre
carrapatos, hospedeiros e patégenos, assim como na suscetibilidade do vetor a infec¢do por
esses patogenos (De la Fuente et al., 2017; Fong, 2017; Serpa et al., 2021). A disseminagao de
patdégenos pelo mundo se deve ao desenvolvimento humano e animal, as mudancas climaticas
atribuem a sobrevivéncia dos carrapatos, atingindo areas livres de infeccdes, classificadas como
doengas infecciosas emergentes DIEs (Wegner et al., 2022).

R. rickettsii, infecta duas espécies de carrapatos Amblyomma sculptum (complexo
Amblyomma cajenense) e Amblyomma aureolatum, e o carrapato Amblyomma dubitatum
encontrado nas capivaras da espécie pode ser o vetor para humanos e ter relacdo com o ciclo R.
rickettsii (Ramirez-Hernandez et al., 2020). Existem outras espécies que infectam outros

animais como caes, gambas e outros roedores (Lopez-Pérez et al., 2022).

1.4. Principais proteinas de superficie

Na espécie R. rickettsii, observa-se uma variagao entre os isolados quanto a gravidade
da doenca causada essa variagao se manifesta tanto em humanos, com notaveis diferengas na

mortalidade em regides geograficamente proximas, quanto em animais, onde as respostas febris
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dependem da cepa infectante. Somente agora ¢ que comegamos a entender as bases genéticas
dessas diferencas (Ramirez-Hernandez et al., 2020).

Hé algum tempo, notou-se o fracasso da cepa avirulenta lowa de R. rickettsii em
processar proteoliticamente um antigeno de superficie principal. Essa proteina, conhecida como
rOmpB, ¢ uma proteina secretada do tipo V ou autotransportadora. Estudos subsequentes
confirmaram que a cepa lowa com menor viruléncia também ndo conseguiu processar
corretamente rOmpA, que ¢ outro grande antigeno de superficie e autotransportador.
Intrigantemente, a sequéncia de aminoacidos proxima ao sitio de clivagem foi bastante similar
em ambas as proteinas. (Noriea et al., 2015)

As riquétsias do GFM codificam pelo menos quatro autotransportadores expostos na
superficie. De fato, todos os quatro autotransportadores GFM, nomeadamente rOmpA, rOmpB,
Scal e Sca2, exibiram sequéncias semelhantes proximas ao local de clivagem conhecido ou
previsto, mostrado na (Figura 1) (Nock et al., 2023).

A R. rickettsii ¢ uma alfaproteobactéria intracelular obrigatoria gram negativa, com duas
membranas lipidicas, uma membrana interna que contém duas camadas lipidicas simétricas
com proteinas a-helicoidais, e outra membrana externa que € assimétrica e possui proteinas [3-
enroladas (Guillotte et al., 2021 H.; Yang et al., 2023). Na membrana externa, o fosfolipidio
esta localizado na superficie periplasmatica e o lipopolissacarideo (LPS) estd localizado na
superficie extracelular (Romano & Hung, 2023). A importancia das proteinas encontradas na
membrana externa das bactérias gram negativas sdo essenciais para fungdes fisioldgicas,
viruléncia e resisténcia bacteriana, servem como suporte celular (Helminiak et al., 2022). Os
genes Sca, uma familia de genes autotransportadores, como Sca0 ou proteina A da membrana
externa OmpA y (Scal, Sca2, Sca3, Sca4 e ScaS) ou proteina B da membrana externa OmpB,

sdo duas proteinas essenciais em R. rickettsii (Figura 1) (Huang et al., 2022; Londofio et al.,

2023).



24

$ 9 =+

1|
/ Ku70 | | a2p1 | | FGFR1 | | Epac1 | | Unknown

receptors

[ 1 ] ] - . 51

Rickettsial J Rickettsial invasion via endocytosis "
adhesins ! induced phagocytosis

) OmpB (Scab) /) Intracellular rickettsiae within the

@ OmpA (Sca0) phagosome
' B-peptide-OmpA
VAR —
O (= <) Phagosomal lysis
Other surface cell \ S/ |
@ antigens == )

(— ) - ‘Free’ rickettsiae in
o= nutrient-rich cytosol
[ —J a@

— =

Figura 1. Um modelo de invasdo rickettsial em células hospedeiras. Os receptores de mamiferos interagem
com as proteinas da membrana externa das riquétsias, internalizando as riquétsias nas células via endocitose e/ou
fagocitose. Riquétsias internalizadas escapam rapidamente dos fagossomos usando atividades membranoliticas
para estabelecer parasitas livres, ou seja, ndo vacuolos no citosol (Sahni et al., 2019).

Os autotransportadores sdo um dos diversos interruptores utilizados pelas bactérias
Gram-negativas para secretar fatores de viruléncia na superficie externa bacteriana ou para
libera-los no ambiente circundante. Esses autotransportadores sdo compostos por trés dominios:
um sinal secretor N-terminal, um dominio passageiro N-terminal maior € um dominio B-barril
C-terminal, que facilitam a translocacdo do dominio passageiro para a face extracelular da
membrana externa bacteriana (Henderson & Nataro, 2001).

Sempre, os autotransportadores podem permanecer como grandes proteinas expostas na
superficie externa da bactéria. No entanto, frequentemente sdo alvos de processamento
proteolitico pos-traducional ap6s a translocagdo a superficie. Esse processamento proteolitico
pode ocorrer por autocatalise ou por agdo de uma unica protease, decorrente na separagao de
um fragmento B associado a membrana e de um dominio passageiro. O dominio passageiro
pode permanecer ndo covalentemente associado ao fragmento B ou ser liberado em forma

solivel no meio extracelular (Ian R. Henderson et al., 2004).
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1.5. Epidemiologia

O diagnéstico da riquetsiose na fase aguda continua sendo um grande desafio por ser
considerada potencialmente fatal, com 85% de mortalidade no Brasil causada pela R. rickettsii.
Apobs o inicio dos sintomas, o tratamento consiste no uso de antibidticos, que devem ser
iniciados em no maximo cinco dias, casos fatais ocorrem principalmente devido a falta de
diagnostico rapido (Araujo et al., 2016; Bestul et al., 2022).

Em 1929 foram diagnosticados os primeiros pacientes com FMB, nos anos seguintes
dados pelo Ministério da Saude, no periodo de 2000 a 2015, foram 1.387 casos confirmados de
febre maculosa no Brasil, com 417 dbitos, mostrado na (Figura 2) (Dias & Martins, 1939;

Martins, 2018).
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Figura 2. As estatisticas do ultimo boletim epidemiologico. Governo Federal, compiladas pela BBC News
Brasil, mostram que, entre 2012 e 2022, foram notificados 2.209 casos e 753 mortes por febre maculosa no pais
(MinSal, 2022).

Entre 2012 e 2022, o Brasil registrou mais de 2 mil infec¢des, com pico em 2018 e 2019.
Esses eventos se concentram principalmente nas regides Sudeste e Sul, as regides Norte,
Nordeste e Centro-Oeste tém menos de dez infecgdes e Obitos provocados pelas bactérias R.

rickettsia registradas por ano. Os casos se concentram principalmente no interior de Sao Paulo,
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na regido de Campinas, Jundiai e Piracicaba; no Rio de Janeiro, na serra de Petropolis e
Teresopolis; e em Minas Gerais, no entorno de Belo Horizonte e Contagem (MinSal, 2022).

As bactérias de R. rickettsii, sdo responsaveis por doencas em humanos ¢ animais em
todo o mundo, porém poucos detalhes estao disponiveis sobre sua ecologia e circulagdo entre
animais silvestres e populagdes humanas com alto risco de transmissdo no Brasil (Kmetiuk et
al., 2019).

O javali ou porco bravo de nome cientifico (Sus scrofa) ¢ uma espécie exotica invasora
javali europeu, em todas as suas formas (nativas, domésticas, selvagens e miscigenadas),
linhagens, ragas e diferentes graus de cruzamento com o porco doméstico (Louise Bach
Kmetiuk et al., 2023). A cacga de animais dessas espécies pode aumentar o risco de exposi¢ao
humana e, consequentemente, doengas transmitidas por carrapatos (EFSA Panel on Animal
Health and Welfare (AHAW) et al., 2023). Esses animais podem estar carregando e espalhando
carrapatos de capivara de seus habitats originais para outros ecossistemas. Soropositividade
para Rickettsia spp. foi maior em javalis quando comparado a cdes e humanos, mas foi
semelhante entre caes e humanos (Louise B. Kmetiuk et al., 2019).

Apesar dos seres humanos serem considerados menos expostos aos carrapatos (e,
portanto, as riquétsias) do que os animais, atividades humanas especificas, como a caca de
animais, podem aumentar o risco de exposicao e, consequentemente, de doengas transmitidas
por carrapatos (Lindahl & Grace, 2015). Javalis podem estar carregando e espalhando
carrapatos de capivara de seus habitats originais para outros ecossistemas. Essas constantes sao
fontes importantes para o planejamento de acdes publicas para prevenir doencas transmitidas
por vetores negligenciadas em areas sobrepostas de javalis, caes de caga e cacadores. Mais
estudos podem ser necessarios para explorar a circulagdo entre animais silvestres de Rickettsia

spp (Nascimento et al., 2016; Prado, 2022).

1.6. Patogénese

As manifestagdes clinicas sdo a base para suspeitar de FMB, sintomas iniciais, como
febre (geralmente alta), exantema, cefaleia, mialgia intensa, mal-estar geral, nduseas e vomitos,
podem dificultar o diagndstico, principalmente em sua fase inicial, sdo notoriamente
inespecificos e podem mimetizar doengas infecciosas (Couto et al., 2015). Além disso, as
manifestagdes clinicas sdo inconsistentes e de dificil correlagdo com o contexto geografico e
epidemioldgico e a presenca do vetor, o que torna o diagnostico clinico incerto e suspeito. Por

ser uma doenga multissistémica, a FMB pode apresentar um curso clinico variavel, desde casos
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classicos até formas atipicas sem exantema. O inicio geralmente é abrupto, com os primeiros
sintomas variando de 2 a 14 dias para aparecer (Rodrigues et al., 2022; Spernovasilis et al.,
2021; Greca et al., 2008).

A riquetsiose uma zoonose endémica causada por a bactéria R. rickettsii que tem como
alvo principal as células endoteliais, com ligacao celular a seu receptor Rickettsial, na captagao
de a actina, com a capacidade de liberacao de riquétsias no citoplasma, destruindo o endotélio
onde os fagdcitos participam da morte intracelular da bactéria e a ativagdo da imunidade inata
e adaptativa, causando vasculite com dano local e sist€émico (Sahni et al., 2019) (Figura 3).

As riquétsias entram no corpo através da pele e se disseminam pelos sistemas linfatico
e circulatorio, alcangando a circulagdo sistémica e pulmonar. A partir dai, elas buscam se ligar
as suas cé€lulas-alvo. Para a maioria das espécies de Rickettsia, a célula-alvo ¢ a célula
endotelial, mas R. akari tem como alvo os macréfagos. Uma vez dentro das células, as
Rickettsia spp. escapam do fagossomo e se multiplicam intracelularmente. Enquanto R. akari
pode se disseminar através de macrofagos circulantes, outras espécies de Rickettsia alcangam
rapida disseminag¢do de célula para célula, infectando centenas de células endoteliais adjacentes.
Essa capacidade de disseminacdo intracelular resulta em uma ampla gama de doencas, variando
de doenca febril autolimitada até faléncia de multiplos 6rgaos com risco de vida (Silverman &
Bond, 1984).

Além disso, a localizacao intracelular das Rickettsia spp. torna dificil a detecgao direta
do organismo em laboratorio. As manifestagoes clinicas dessas infecgoes incluem febre, dor de
cabeca, mialgia e erupcdo cutdnea. Em alguns casos, pode-se observar a formacdo de uma
escara no local da inoculacdo, o que pode fornecer uma pista importante para o diagnostico. No
entanto, € importante notar que o desenvolvimento da escara varia em incidéncia de acordo com
a espécie especifica de Rickettsia envolvida (Biggs et al., 2016). Além disso, fatores do
hospedeiro, como idade avangada, presenca de comorbidades (como diabetes e alcoolismo) e
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase, também influenciam a gravidade da doenca. E
importante destacar que os antibidticos anti-rickettsiais sdo altamente eficazes quando
administrados no inicio do curso da infeccdo, enfatizando a importancia de um diagnostico
precoce e imediato para garantir o tratamento adequado e minimizar o impacto de complicagdes
graves. Os fatores do hospedeiro também desempenham um papel crucial na gravidade da
doenga, incluindo idade avancada, presenca de comorbidades (como diabetes e alcoolismo) e
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase. Esses fatores podem influenciar o curso e o

resultado da infec¢ao (Antwi-Baffour et al., 2019).
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E importante enfatizar que o diagnostico precoce e imediato é crucial para iniciar o
tratamento imediato com antibidticos anti-rickettsia. Assim, um diagnostico oportuno ¢
essencial para garantir o tratamento adequado e reduzir o risco de desfechos graves

(Premaratna, 2022).
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Figura 3. Ciclo de vida da Rickettsia transmitida por carrapatos. (A) Carrapatos infectados transmitem
riquétsias por meio de suas picadas durante a alimentagdo sanguinea. (B) Alvo as células endoteliais vasculares,
induzindo a captacdo mediada por actina e a liberag@o de riquétsias no citoplasma. (C) A replicagdo intracelular
das rickettsias requer multiplos fatores de viruléncia para evasdo imune, invasdo da célula hospedeira, lise da
membrana e absor¢do de nutrientes. (D) Destroem as células do endotélio. A sobrevivéncia das rickettsias dentro
dos fagocitos é essencial para a doenga clinica. Individuos infectados produzem anticorpos especificos de
Rickettsia e respostas de células T para protecdo imunologica (Kim, 2022).

1.7. Diagnostico

O diagnoéstico das complicagdes por riquétsias ¢ uma tarefa desafiadora, o que pode
levar a falta de reconhecimento ou atraso no diagnodstico. As caracteristicas clinicas sdo
inespecificas, tornando o diagndstico sindromico problematico. Frequentemente, inicia-se o
tratamento com antibidticos anti-rickettsiais se uma infec¢ao por riquétsias € considerada no
diagnostico diferencial, usando a defervescéncia dentro de 48 horas como um teste de
diagnostico. No entanto, uma proporcao significativa de pacientes com infec¢des confirmadas

pode apresentar febre persistente apos esse periodo, especialmente nos casos graves (A. G.
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Stewart & Stewart, 2021). O diagnoéstico laboratorial depende principalmente da sorologia, mas
os resultados s3o influenciados pela adequada epidemiologia, caracteristicas clinicas e fase da
doenga rickettsial no momento do teste. A evidéncia soroldgica geralmente sé se torna aparente
na segunda semana da doenca, o que significa que nos primeiros dias os resultados podem ser
negativos, mesmo em pacientes infectados (Blanton, 2019).

Para confirmar o diagnostico sorologico, sdo necessarios testes agudos e convalescentes,
que mostram um aumento significativo nos titulos de anticorpos. No entanto, muitos pacientes
ja se recuperaram e nao obtém uma amostra convalescente, tornando o diagnostico desafiador.
Quando apenas uma amostra soroldgica ¢ obtida, a interpretacdo dos resultados é complexa e
deve ser cuidadosamente correlacionada com o tempo desde o inicio dos sintomas (Ong et al.,
2021). Os testes de diagnostico molecular podem detectar riquétsias na fase aguda da doenca,
mas seu custo ¢ a necessidade de laboratorios especializados limitam seu uso em muitos
cenarios endémicos. Portanto, o diagnoéstico na fase aguda frequentemente permanece
indefinido, resultando em tratamento empirico sem confirmagdo subsequente (Pizzol et al.,
2020). Os desafios enfrentados no diagnodstico das infec¢des por riquétsias contribuem para a
negligéncia dessas doengas, resultando em uma subestimac¢do da sua verdadeira magnitude e
dificultando o desenvolvimento de diagnoésticos eficazes. Isso prejudica a compreensio
completa do significado clinico dessas infecc¢des, o que € crucial para melhorar a abordagem e
o tratamento dos pacientes afetados por essas condi¢des (Harrison et al., 2015).

Atualmente, o teste de imunofluorescéncia indireta (IFI) ¢ a principal abordagem
sorologica para o diagnostico de infec¢des por riquétsias. Nesse método, um conjugado
marcado com fluoresceina ¢ empregado para identificar anticorpos séricos direcionados aos
antigenos rickettsiais fixados em uma lamina. Essa técnica ¢ amplamente utilizada devido a sua
eficacia e confiabilidade na detec¢ao dessas infecgoes (De Vito et al., 2020). Na maioria dos
testes laboratoriais, a deteccdo de anticorpos IgG por IFI ¢ preferida, pois os anticorpos IgM
ndo surgem significativamente mais cedo e sdo menos especificos. No entanto, ¢ relevante
ressaltar que ensaios de IgM anti-R. conorii tém apresentado altas taxas de falsos positivos
devido a reacdo com lipopolissacarideos ndo especificos, o que também pode levar a resultados
falso-positivos para R. rickettsii e outras riquétsias do grupo das febres transmitidas por
carrapatos (GFM). Por outro lado, os ensaios de IgG IFI demonstram elevada sensibilidade (83-
100%) e especificidade (91-100%) a partir da segunda semana da doenca, sendo uteis tanto para
infecgdes do grupo GFM quanto do grupo GT (McQuiston et al., 2014).

Os resultados do teste IFI sdo influenciados pelos antigenos utilizados no ensaio.

Geralmente, apenas um numero limitado de espécies estabelecidas, como R. rickettsii ou R.
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conorii, ¢ incluido em testes comerciais, e a reatividade cruzada entre as riquétsias do grupo
SFG ¢ usada para facilitar o diagndstico em nivel de grupo. A identificagdo em nivel de espécie
para infecgdes pelo grupo GFM ¢ geralmente disponivel apenas em laboratorios de referéncia
de riquétsias, onde sdo realizados testes mais detalhados, como IFI, microimunofluorescéncia,
Western blot e ensaios de adsorc¢do cruzada. Esses laboratorios especializados possibilitam um
diagndstico mais preciso das infecgdes por riquétsias, o que leva a uma melhor compreensao
da epidemiologia e do comportamento dessas doencas infecciosas (Alugubelly et al., 2021).

As riquétsias dos grupos GFM e GT podem apresentar reatividade cruzada, o que
dificulta a identificacdo em nivel de grupo. Os resultados do teste de imunofluorescéncia
indireta (IFI) sdo relatados em titulos, porém a leitura das laminas pode ser subjetiva. Além
disso, o IFI requer um microscopio de fluorescéncia e instalagdes laboratoriais especializadas,
0 que representa uma limitagao adicional. Essas consideragdes sao importantes no contexto do
diagnodstico das compatibilidades por riquétsias, pois a escolha do teste e a interpretacdo dos
resultados podem afetar a precisdo e a confiabilidade do diagnoéstico. (Biggs et al., 2016).

O Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA) ¢ amplamente utilizado para detectar
anticorpos IgM ou IgG em infec¢des por riquétsias dos grupos GFM e GT. Sua aplicacdo ¢
especialmente vantajosa em localidades com recursos limitados, pois permite testes em lote e
requer menos conhecimento técnico. Altas sensibilidade e especificidade foram comprovadas
em todas as categorias de riquétsias. O uso de leitores de densidade optica (OD) elimina viés
por parte do leitor. Recentemente, foi desenvolvido o ELISA quantitativo para infec¢des por
riquétsia GFM, afastando-se dos limites arbitrarios de OD. Agora, os limites sdo calculados
diretamente a partir de controles negativos, e os resultados sdo relatados em titulos. Esses
avangos permitem uma interpretacdo mais precisa e objetiva dos resultados, contribuindo para
uma melhor compreensdo das infecgdes por riquétsias e auxiliando no diagndstico preciso.
(Alugubelly et al., 2021).

A defini¢do de cortes diagnodsticos apropriados tem uma importancia clinica crucial. Se
o limite for muito baixo em relagdo ao contexto epidemiologico, pode resultar em um grande
nimero de resultados falso-positivos, levando ao sobrediagndstico e tratamentos
desnecessarios. Por outro lado, se o limite for muito alto, pacientes com infec¢des por riquétsias
correm o risco de permanecer sem diagndstico, resultando em doenga grave e complicagdes
potencialmente fatais. Aprimorar os testes sorologicos atuais ¢ essencial, juntamente com o
desenvolvimento de testes mais precisos que possam ser utilizados em ambientes rurais e
remotos (Loeb et al., 2014). Avangos tém sido alcangados com testes de diagndstico rapido para

o tifo do matagal; no entanto, ¢ necessario um maior desenvolvimento desses testes para
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abranger também infecgdes rickettsiais dos grupos SFG e TG. A busca por métodos
diagnodsticos mais acessiveis e confiaveis ¢ fundamental para uma detec¢do precoce € um
tratamento adequado das infecgdes por riquétsias, especialmente em regides com recursos
limitados. Isso contribuird para reduzir os riscos de complicacdes graves e garantir o melhor
cuidado aos pacientes afetados por essas doengas. (Oliveira et al., 2017).

O diagnostico laboratorial das rickettsioses consiste em exames inespecificos e
especificos. Dentre os testes especificos, os métodos soroldgicos sao os mais comuns, como a
imunofluorescéncia indireta ¢ a imuno-histoquimica, além de outros métodos diretos como
PCR e cultura bacteriana. Os testes sorologicos costumam ser simples € econdmicos para o
diagnostico precoce das rickettsioses, realizagdo de estudos soroepidemioldgicos e
diferenciagdo de isolados rickettsiais. No entanto, a principal desvantagem da sorologia a sua
incapacidade de fornecer identificacdo de Rickettsiae em nivel de espécie e clado e isso gera
uma grande necessidade de desenvolver pesquisas de biomarcadores. (A. G. Stewart & Stewart,
2021; Fomda et al., 2022; Csicsay et al., 2020)

Nesse contexto, a identificacdo e caracterizacdo de antigenos relacionados a imunidade
humoral, que também podem funcionar como biomarcadores, ¢ de extrema importancia para o
conhecimento do mecanismo de resposta imune e com isso o desenvolvimento de novos
processos de diagnostico, prognostico, terapias e vacinas eficazes. Atualmente, a identificagdo
desses marcadores requer metodologias de analise tendenciosas em favor de marcadores
altamente expressos ou mesmo proteinas imunodominantes. Varias proteinas imunorreativas
foram previamente detectadas através da abordagem de exibicao de fagos Phage Display. (Haks
etal., 2017; Yonamine, 2017; de Oliveira, 2017)

Os trés principais alvos de proteinas identificados a partir de R. rickettsii incluem a
proteina de membrana externa A (OmpA), a subunidade beta da fenilalanil tRNA ligase
(PhenAl) e uma proteina contendo repeti¢cao de pentapeptideo, também descrita como “proteina
nao caracterizada Yjbl” (YJBL). Portanto, neste estudo, nds produzimos e caracterizamos
imunoquimicamente 3 proteinas recombinantes de R. rickettsii na tentativa de desenvolver um
ensaio soroepidemiologico em amostras de porcos selvagens hibridos (Javaporcos) previamente

caracterizadas.
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2. JUSTIFICATIVA

O javali selvagem (Sus scrofa) ¢ considerado uma das 100 piores espécies exoticas
invasoras do mundo, com exce¢do da Antartida, devido as perdas econémicas e aos danos
ambientais (Doutel-Ribas et al., 2019), o risco de contato com outros animais pode ser elevado,
considerando as caracteristicas e héabitos dos javalis, eles sdo sentinelas de controle para
vigilancia epidemiologica (Braz et al., 2019).

A FMB uma doenga surpreendentemente transmissivel por javalis, o patdgeno
transmitido por carrapatos mais mortal em todo o mundo, com 72,5% de javalis, 14,1% de caes
de caca e 14,7% de cagadores soropositivos para pelo menos uma espécie de Rickettsia, a pesar
da urgéncia de controle, erradicagdo e prevencdo de javalis, os procedimentos t€ém gerado
polémica, devendo enfocar-se em politicas governamentais eficazes, em vez da caca ocasional,
que tem causado efeitos prejudiciais sobre as espécies nativas da fauna silvestre, enquanto os
javalis continuam a proliferamdo por todo o territorio Brasileiro (Campos et al., 2020; Louise
Bach Kmetiuk et al., 2023).

Nesse contexto a importincia do correto diagnostico da FMB ¢ de fundamental
importancia e deve estar associado ao conhecimento dos antecedentes epidemioldgicos e
procedéncia do caso suspeito, pois os sintomas podem ser compativeis com outras infec¢des. O
diagnostico precoce e muito dificil, principalmente durante os primeiros dias da doenga, quando
as manifestagdes clinicas também podem sugerir leptospirose, sarampo, febre tifoide, dengue,
febre amarela, meningococcemia, viroses exantematicas, lipus, febre purptrica brasileira,
doenca de Lyme e sepses, entre outras (Angerami et al., 2009; de Oliveira et al., 2016; Chao et
al., 2022).

A doenga se apresenta sob a forma de casos esporadicos em areas rurais e urbanas,
relacionados com contato com carrapatos, quer em atividades de trabalho ou lazer. No Brasil,
sao notificados casos nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro,
Bahia, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Distrito Federal. Nas ultimas duas décadas
vém aumentando a importancia da FMB como um agravo em saude publica (Galvao et al.,
2002). Mesmo assim, estima-se que a maioria dos casos de FMB ndo ¢ diagnosticada
adequadamente e que os dados disponiveis sdo provavelmente inferiores a verdadeira
incidéncia. No Estado de Sao Paulo, a FMB ¢ considerada uma doencga re-emergente e dado o
nimero crescente de casos da febre maculosa no Brasil, a utilizacdo de novas abordagens ¢
urgentemente necessaria para a melhoria na detec¢do e identificacdo do agente etioldgico da

doenca (Xavier et al., 2023; Rodrigues et al., 2023).
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Embora a patologia da FMMR esteja bem documentada, a base molecular da viruléncia
de R. rickettsii ndo ¢ bem compreendida. A identificacdo de antigenos que possam ser usados
em ensaios soroldgicos da febre maculosa pode ser de relevancia para a melhoria dos testes
diagnosticos, permitindo a identificacao de soro grupos especificos em animais infectados com
diferentes espécies de rickettsias. A importancia de ensaios de sororeatividade poderia ser outra
opcdo de diagnostico para a Rickettsioses ja que o padrao-ouro para o diagnodstico sorolégico
das Rickettsioses ¢ a Imunofluorescéncia Indireta (IFI), que ¢ realizada para confirmar a
infeccdo atual, em duas amostras com diferenga minima de duas semanas, para demonstrar um
aumento de quatro ou mais vezes o titulo de anticorpos

Este estudo propiciara a identificacdo de biomarcadores sorologicos, com antigenos de
R. rickettsii, que fornece uma utilidade de deteccdo deste patdgeno. As proteinas recombinantes
produzidas rOmpA, rPhenAl e rYJBL, avaliando a reatividade em amostras de soros de
javaporcos sdo importantes para diferentes tipos de rickettsias com maior sensibilidade e

especificidade.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar as proteinas recombinantes de Rickettsia rickettsii OmpA, PhenAl e YIBL

para diagnostico sorologico em suideos

3.2. Objetivos especificos

e Produzir em E. coli as proteinas OmpA, PhenAl e YJBL de Rickettsia rickettsii.

e Purificar as proteinas OmpA, PhenAl e YJBL de Rickettsia rickettsii utilizando
cromatografia liquida.

e Avaliar a sororeatividade das proteinas OmpA, PhenAl e YJBL em amostras de soro de

javaporcos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Analise in silico das proteinas

Trés proteinas imunorreativas foram previamente detectadas através da abordagem de
exibicao de fagos no Instituto Adolfo Lutz (Sao Paulo, Brasil) (Yonamine, 2017; de Oliveira,
2017). As sequéncias das proteinas rOmpA, rPhenAl e rYJBL foram modeladas usando a
plataforma phyre2 (Kelley et al., 2015), e analisadas quanto a caracteristicas bioquimicas
usando ProtParam ExPASy Server (Wilkins et al., 2003). Além disso, as sequéncias também
foram analisadas para prever antigenos protetores e subunidades vacinais usando o servidor

VaxiJen (Doytchinova & Flower, 2007).

4.2. Células bacterianas, plasmideos e amostras de soro

A cepa pLysS de Escherichia coli BL21 (DE3) compativel com vetores pET (DE3) foi
cultivada em meio LB (1,0% de peptona de caseina, 0,5% de extrato de levedura e 1,0% de
NaCl). Esta cepa foi utilizada para a expressdo das proteinas recombinantes. Os plasmideos
para a expressdo das proteinas de interesse foram desenhados pelo Dr. Carlos Roberto
Prudencio do Laboratorio de Imunotecnologia, Instituto Adolfo Lutz (IAL), Sao Paulo, Brasil,
incluindo pET-32a_rOmpA, pET-32a rPhenAl e pET-32a rYJBL. Foram gentilmente cedidas
amostras de soro de javaporcos e suinos pelo o Professor Dr. Matias Pablo Juan Szabd do

Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia, Brasil.

4.3. Transformacao das cepas de Escherichia coli

A producgdo das proteinas recombinantes rOmpA, rPhenAl e rYJBL foi realizada por
meio da transformagao das cepas de Células de Escherichia coli do kit One Shot™ BL21 Star™
(DE3) pLysS (Invitrogen™, Carlsbad, CA, EUA) quimioeletrocompetentes foram cultivadas
em meio LB, por meio de choque térmico (42°C por 90 segundos a seguir em gelo por 90
segundos) com os vetores pET-32a seguindo um protocolo adaptado (Barbas, 2004; Green, M.
and Sambrook, 2012), para a expressao dos genes codificantes das proteinas rOmpA, rPhenAl
e rYJBL. Como controle, com vetor pUC19 (controle positivo) ou um controle negativo onde

os plasmideos foram substituidos H20. Ap0s a transformagdo as bactérias receberam 250 ul de
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meio SOC em cada tubo para obter a maxima eficiéncia de transformacgao de E. coli, e foram
mantidas em agitagdo no aparelho shaker a 200 rpm por 1 hora, 37°C. O cultivo bacteriano foi
transferido para placas de petri (100mm) contendo meio 2xY T suplementado com ampicilina

100 ug/ml. As bactérias foram mantidas em estufa overnight a 37°C para crescimento.

4.4. Expressao das proteinas rOmpA, rPhenAl e rYJBL

Células bacterianas transformadas frescas foram cultivadas em 5 ml de meio LB
suplementado com 100 pg/ml de ampicilina e cultivadas durante a noite a 250 rpm a 37°C
durante 16 a 18 horas. Na manha seguinte, a bactéria foi inoculada, na dilui¢do de 1:100 (v/v),
em 250 ml de meio LB suplementado com ampicilina 100 pg/ml. A cultura bacteriana foi
cultivada sob agitacdo a 250 rpm a 37°C, até atingir densidade optica (DO) 0,6-0,8 a 600 nm.
Em seguida, foi realizada a indugdo das proteinas recombinantes pela adi¢do de isopropil-B-D-
1-tiogalactopirandsido (IPTG) até a concentracao final de 1mM, sob agita¢do a 250 rpm a 37°C
por 2 a 4 horas. A cultura bacteriana foi centrifugada a 10.000 x g a 4°C por 20 minutos. O

sobrenadante foi descartado e o pellet armazenado a -80°C.

4.5. Purificacio de proteinas rOmpA, rPhenAl e rYJBL

O pellet da cultura bacteriana expressando os recombinantes OmpA, PhenAl e YJBL,
com his-tag, foi tratado com tampdo de lise composto por (50mM Tris HCI pH 8,0, 25mM
NaCl, 2mM EDTA e 0,1% triton X-100). Em seguida, a preparagao foi submetida a 5 ciclos de
sonicacao na presenga de lisozima e Benzonase® nuclease (10 segundos a 20% de amplitude e
15 segundos de intervalo cada ciclo) em banho de gelo. A suspensdo foi entdo centrifugada a
10.000 x g a 4°C por 20 minutos.

O sobrenadante de rOmpA e rPhenAl foi descartado e o pellet foi ressuspenso com
tampao sarkosil (50 mM NaH2PO4, 500 mM NacCl, sarkosil 1,5% [m/v], pH 7,4) a 4°C por 20
minutos. Apds tratamento com sarkosil, a preparagao foi centrifugada a 10.000 x g a 4 °C por
20 minutos. O sobrenadante rYJBL foi centrifugada a 10.000 x g a 4°C por 20 minutos € o
pellet descartado. O sobrenadante de rOmpA, rPhenAl e rYJBL foi tratado com triton X-100
na concentragao final de 2% e CaCl, na concentracgao final de 1 mM e diluido em tampao de
equilibrio (50 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, pH 7,4). A purificagcdo da proteina de afinidade

foi realizada aplicando o sobrenadante a coluna HisTrap™ High Performance (HP) de 5 mL
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previamente equilibrada (GE Healthcare Life Sciences®, Chicago, IL, EUA) no Fast Protein
Liquid Chromatography (AKTA™ Pure, Cytiva Life Sciences ®, Marlborough, MA, EUA). A
coluna foi lavada com 10 volumes de coluna (CV) com imidazol 20 mM para remover a
proteina nao ligante. A proteina foi entao eluida com 10 CV de um gradiente linear de 20 a 500
mM de imidazol, usando o tampao de eluicdo (50 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 500 mM
imidazol, pH 8,0). O his-tag ndo foi removido das proteinas apos a purificagdo. As fracdes
eluidas foram analisadas em SDS-PAGE, dialisadas, concentradas e quantificadas pelo método

BCA.

4.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE)

As fragcdes de purificagdo foram analisadas por SDS-PAGE sob condicdes de
desnaturacdo e reducdo. Para isso, as amostras foram misturadas com um tampao de amostra
contendo 10% de 2-mercaptoetanol, incubadas a 95°C por 5 min e carregadas em um Gel a
10% de poliacrilamida. A corrida foi realizada a uma voltagem de 30 V durante a noite a 4°C,
o gel foi fixado com solucdo contendo 10% de metanol e 10% de 4cido acético (glacial) por 10
minutos, corado com solucao de corante Coomassie G-250 Brilliant Blue por 30 minutos e em
seguida descorado com solucdo contendo 10% de metanol e 10% acido acético (glacial) a
temperatura ambiente. Para estimar o peso molecular das proteinas, foi utilizado o TrueColor
High Range Protein Marker 10-245 kDa. (Sinapse Biotecnologia). O software Imagel
(Schneider et al., 2012), foi usado para estimar a porcentagem de pureza das proteinas em SDS-
PAGE. A porcentagem foi calculada considerando a area do pico correspondente a banda de
proteina em relagdo a area total de todas as bandas identificadas na pista de gel de proteina

purificada.

4.7. Analise de immunoblotting

Para analise de Western blot, o gel de poliacrilamida a 10% foi subsequentemente transferido
para uma membrana de nitrocelulose de 0,22 um na célula de transferéncia semi-seca Trans-
Blot SD para Western Blotting, por 45 minutos a 25°C usando 15 V. Para imunodeteccdo de
proteinas, a membrana foi bloqueada com solugdo de leite desnatada 5% (p/v) em PBS, a
temperatura ambiente e sob agitacdo por 1 h. A membrana foi lavada 3 vezes sob agitacao lenta
usando PBST (PBS suplementado com 0,05% Tween 20 [v/v]) por 3 min, cada lavagem. A

membrana foi incubada com um anticorpo comercial anti-his-tag de coelho (Sigma-Aldrich, St.
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Louis, MO, EUA) a 1:1.000 em uma solug¢ao de 2,5% (p/v) de leite desnatado em PBS e agitada
por 2h em temperatura ambiente. A membrana foi entdo lavada 3 vezes com PBST e incubada
com IgG de cabra anti-coelho conjugada com peroxidase de rabano (HRP) (Santa Cruz
Biotechnology™, Dallas, TX, EUA), 1:10.000 em uma solucao de 2,5% (p/v) leite desnatado
em PBS e agitado por 1 hora em temperatura ambiente. A membrana foi lavada 3 vezes com
PBST e incubada com solu¢des do kit SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent
Substrate (Thermo Fisher Scientific™, Waltham, MA, EUA) seguindo a recomendagao do
fabricante. A reacao foi visualizada no sistema de imagem iBright™ 1500 CL (Thermo Fisher
Scientific™, Waltham, MA, EUA) e as amostras foram comparadas com padrdes de peso

molecular usados em SDS-PAGE.

4.8. ELISA

Placas de poliestireno de 96 pogos MaxiSorp (Nunc ®, Rochester, NY, EUA) foram revestidas
durante a noite a 4°C com 0,5 pg/poco de proteinas recombinantes diluidas em 50 pL de tampao
carbonato (60 mM, pH 9,6). No dia seguinte, as placas foram lavadas trés vezes com PBST
(PBS suplementado com 0,5% Tween 20 [v/v]) e depois tratadas com 100 pL/poco de tampao
de bloqueio (PBST contendo 5% de leite em p6 desnatado [m/v]) por 1 hora em temperatura
ambiente. As placas foram lavadas 6 vezes com PBST e incubadas com amostras de soro de
javaporcos ou porcos diluidas 1:100 em PBST suplementado com 1% de leite desnatado (p/v).
Apos incubagdo por 1 hora a 37°C, as placas foram novamente lavadas. Em seguida, as placas
foram incubadas por 1 hora a 37°C com 50 pL de IgG anti-porco de cabra conjugada com
peroxidase (Invitrogen) diluido 1:1.000, em PBST suplementado com 1% de leite desnatado
(p/v). Apds a etapa adicional de lavagem, a reagdo foi desenvolvida pela adi¢ao de 50 uL por
poco da solugdo One-Step Substrato colorimétrico Linear TMB (Scienco Biotech, Santa
Catarina, Brasil). Finalmente, a reagdo foi interrompida pela adi¢ao de 50 pL de acido sulfurico
1 M e, em seguida, a absorbancia foi medida a 450 nm usando o leitor MB-580 ELISA
(Heales®, Shenzhen, China).

Calculo de Indice ELISA, a formula geral para um valor de corte, cutoff = a. média + f.
SD (1) Onde; SD ¢ o desvio padrao das leituras de controle negativo independente, f dois
multiplicadores, os multiplicadores podem ser definidos arbitrariamente, f = 3, cut-off = trés
vezes a absorbancia média obtida dos controles negativos, ou a = 1 com f = 3, cut-off = média

+ 3 vezes o desvio padrao. (Lardeux et al., 2016).
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4.9. Avaliaciao da avidez do anticorpo IgG

As amostras de soro de javaporcos foram submetidas a ELISA de avidez de IgG usando
tiocianato de potassio (KSCN) como reagente quimico caotropico para avaliar a interagdo entre
eles anticorpos IgG e as proteinas de rOmpA, rPhenAl e rYJBL. Apdés o ELISA, uma etapa
extra foi realizada apds a incubagdo com soro, ap0s a incubacao do soro, as placas foram lavadas
seis vezes com PBST e os pocos foram tratados na presenca ou auséncia de KSCN 1,5 M (50
ul/poco) por 20 min em temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas seis vezes
e incubadas com anticorpo de cabra IgG anti-porco (1:1000) por 1 hora a 37°C, a reacdo foi
revelada com solu¢ao One Step-TMB ELISA indireto. O indice de avidez (IA%) foi expresso
da seguinte forma: Al% = (valor médio da DO da amostra tratada com KSCN dividido pelo
valor médio da DO da ndo tratada) multiplicado por 100. Valores de IA acima de 50% foram
considerados alta avidez de anticorpos; entre 31 a 49%, avidez intermediaria, e abaixo de 30%,

avidez baixa, conforme descrito (Moura et al., 2021).

4.10. Analise de dados estatisticos

Os dados foram analisados usando estatisticas descritivas e conduzidos usando o software
GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, CA). Os dados foram relatados como
média = desvio padrdo da média, mediana e quartil quando apropriado. Os niveis de
significancia entre os diferentes grupos serdo calculados usando o teste t de Student ou o teste
de Mann-Whitney para dos grupos e ANOVA para trés ou mais grupos, quando apropriado.

Valores de P < 0,05 serdo considerados significativos.

4.11. Declaracoes de ética

Amostras de soros de javaporcos e porcos de granja foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr.
Matias Pablo Juan Szabo. As amostras de soros de javaporcos foram obtidas por meio de coleta
de sangue apos abate dos de javaporcos com a devida autorizacdo em conformidade com
Instrucdo Normativa n°® 03/2013 de 31 de janeiro de 2013 (trata do controle de espécie exotica
invasora através da captura e abate). O manejo foi regulamentado conforme Cadastro Técnico
Federal (CTF), com registro n® 7747098, sob autorizacdes do IBAMA n° 7941944748MG2020,
e n° 5215429932MG2021, no periodo entre 21/09/2020 a 10/08/2021. As amostras de porcos
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de granja utilizadas como controle das reacdes de ELISA foram coletadas de acordo com os
preceitos éticos do CONCEA e com protocolo aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais daUniversidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU no 097/13 - coordenador pelo
Prof. Dr. Matias Pablo Juan Szabo).

5. RESULTADOS

5.1. Analise in silico das propriedades bioquimicas de proteinas recombinantes de

Rickettsia rickettsii

A modelagem de proteinas demonstrou que rOmpA e rYJBL possuem uma estrutura
tridimensional relativamente compacta, enriquecida com folha beta, caso contrario, rPhenAl
mostra uma forma de aglomerado molecular com trés dominios globulares mantidos por um
arranjo secundario de hélices alfa e folhas beta, uma analise de dominios proteicos qualificado
como alto vermelho e baixo azul, rOmpA; Confianca de 39,0% e Cobertura de 56%, Distarbio
(7%), Alfa-hélice (2%), Cadeia beta (46%), rPhenAl; Confianga de 100% e Cobertura de 96%,
Disturbio (3%), Alfa-hélice (23%), Cadeia beta (27%) e rYJBL; A confianca 4,3% foi
considerada muito baixa com uma Cobertura de 47%, Desordenada (3%), Alfa-hélice (2%),
Cadeia beta (30%) (Figura 4A).

As sequéncias de rOmpA, rPhenAl e rYJBL também foram avaliadas com o software
ProtParam para realizar anélises bioquimicas de cada proteina. A molécula rOmpA (fragmento)
tem um peso molecular calculado computacionalmente de 41,1 kDa, um ponto isoelétrico de
4,8 e um coeficiente de extingdo previsto de 17,420 M ! cm ~!. Os amino4cidos mais comuns
na molécula rOmpA foram glicina (G) 16,4%, alanina (A) 10,8% e asparagina (N) 10,6%.
rYJBL mostra peso molecular calculado computacionalmente de 63,1 kDa, ponto isoelétrico
6,5 e coeficiente de extingdo previsto em 17,420 M ! cm !, com abundancia de amino4cidos
asparagina (N) 18%, serina (S) 12,8% e isoleucina (I) 10,7%. rPhenAl tem um peso molecular
calculado computacionalmente de 90,9 kDa, um ponto isoelétrico de 5,8 e um coeficiente de
extingdo previsto de 59,250 M ! cm ~!. Os amino4cidos mais comuns na molécula de rPhenAl
foram 10,2% de isoleucina (I), 9,7% de leucina (L) e 8,5% de lisina (K) (Figura 4B, C). Além
disso, a meia-vida estimada e a estabilidade de trés proteinas em células de E. coli foram

previstas como superiores a 10 horas e estdveis, o que nos levou a optar por usar E. coli como
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célula hospedeira para produzir R. rickettsii recombinante (Figura 4C). Além disso, todas as

proteinas de R. rickettsii foram consideradas antigenos provaveis (acima do valor limite de 0,4),
com boa antigenicidade (escore VaxiJen de 0,8773 para rOmpA, 0,4163 para rYJBL e 0,4842
para rPhenAl).

rOmpA

A. Analise Estrutural

Biochemical analyses

B. Caracteristicas dos aminoacidos

rPhenAl

C. Analise ProtParam

Characteristics rOmpA rPhenAl rYJBL Characteristics rOmpA rPhenAl rYJBL
Ala(A) 10.87 % | Ala(A)8.07 % | Ala(A)4.39 % Isoelectric 4.856 5.805 6.503
Arg (R)0.97 % | Arg(R)3.91 % | Arg(R) 1.05 % Point
Asn (N) 10.63% | Asn (N)5.62 % | Asn(N) 18.0% M"l\l,[““lar 41,181.1552Da | 90,8954218Da | 63,171.6259 Da
Asp(D) 5.8 % | Asp (D) 6.36 % | Asp (D) 5.26 % = *‘s:_
sorption
Cys (C)0.24% | Cys (C) 1.59% | Cys (C) 0.7 % Coem‘:iem 17,420M 'em ™ | 59250 M 'em ! 17,420 M 'em ™

Amino acid
composition

Glu(E) 145 %
GIn (Q) 1.93 %
Gly (G) 16.43 %
His (H) 0.48 %
Tle (1) 5.56 %
Leu(L) 6.52 %
Lys (K) 4.59 %
Met (M) 1.45 %
Phe (F) 3.86 %
Pro (P) 2.9 %
Ser (S) 7.49 %
Thr (T) 8.45 %
Tip (W) 0.24 %
Tyr (Y) 1.93 %
Val (V) 8.21 %

Glu (E) 7.46 %
Gln (Q) 2.44 %
Gly (G) 6.36 %
His (H) 1.47 %
Tle (1) 10.27 %
Leu(L)9.78 %
Lys (K) 8.56 %
Met (M) 1.1 %
Phe (F) 4.16 %
Pro (P) 2.81 %
Ser (S) 6.72 %
Thr (T) 4.4 %
Tip (W) 0.49 %
Tyr (Y) 3.06 %
Val (V) 5.38 %

Glu (E) 2.46 %
Gln (Q) 4.04 %
Gly (G) 2.98 %
His (H) 0.7 %
Tle (1) 10.7 %
Leu(L) 8.25 %
Lys (K) 6.49 %
Met (M) 0.7 %
Phe (F) 7.02 %
Pro (P) 0.18 %
Ser (S) 12.81 %
Thr (T) 8.07 %
Trp (W) 0.18 %
Tyr (Y) 1.4 %
Val (V) 4.56 %

30 hours (mammalian
reticulocytes, in

30 hours (mammalian
reticulocytes, in

30 hours (mammalian
reticulocytes, in

. Vitro). Vitro). Vitro).
EStlm;d.t:d half- >20 hours (yeast, in | >20 hours (yeast, in | >20 hours (yeast, in
e Vivo ). vivo ). Vivo ).
>10 hours (E. coli, | >10 hours (E. coli, | >10 hours (E. coli,
in vivo). invivo). in vivo).
Tnstability 24.08 36.92 2733
index
Overall
prediction for 0.8773 0.4842 0.4163
the protective |(Probable ANTIGEN) |(Probable ANTIGEN)|(Probable ANTIGEN)

antigen

Figura 4. Andlise bioinformatica das propriedades bioquimicas das proteinas rOmpA, rPhenAl e rYJBL.
(A) Representacdo do diagrama de fita e uma representacdo de exibicdo de epitopo. Imagem colorida pelo arco-
iris N — C terminal (B) Composicdo de aminoacidos de proteinas recombinantes. (C) Andlise in silico das

propriedades bioquimicas das proteinas recombinantes rOmpA, rPhenAl e rYJBL.
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5.2. Transformaciao das cepas de Escherichia coli

A producdo méaxima de proteina recombinante foi alcancada com as melhores condi¢des
de expressdo para as proteinas rOmpA, rPhenAl e rYJBL, com a aplicagdo de diferentes
concentragdes de IPTG de (0,1; 0,5; 1 e 2) mM otimizando o rendimento da expressao da
proteina com 1 mM de IPTG, um plasmideo pET32a his-tag expressou com sucesso as proteinas
recombinantes rOmpA, rPhenAl e rYJBL através da E. coli BL21, foram observadas o controle
negativo de transformagao foi inoculado apenas com agua, como esperado sem crescimento ao
contrario do controle positivo que teve crescimento com o vetor pUC19 da (Thermo Scientific)
(Figura 5A, 6A e 7A).

O perfil protéico do extrato celular dessas proteinas foi verificado em diferentes
momentos, durante a pré-indu¢do e pos-indu¢do por IPTG em um intervalo de 4 horas,
utilizando a eficiéncia de inducdo de 1 mM IPTG. A expressao de extratos celulares seguida de
analise SDS-PAGE com coloragdo Coomassie Brilliant Blue revelou a presenca de bandas, das
proteinas recombinantes como rOmpA com crescimento abundante de colonias e uma 6tima
expressao a partir de duas horas de indug¢ao, com uma banda de 53kDa (Figura 5B), rPhenAl
com crescimento médio de coldnias e 6tima expressdo na primeira hora de indu¢do, com banda
de 103kDa (Figura 6B) e rYJBL com crescimento abundante de coldnias, tendo 6tima
expressao na primeira hora de inducao, com banda de 75kDa (Figura 7B), em relacdo as bandas
do marcador. Através do gel SDS-PAGE verificou-se que todas as proteinas recombinantes se

expressaram muito bem.
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A Controle Negativo Controle Positivo rOmpA

Inducio e Expressao rOmpA

53kDa « rOmpA

Figura 5. Analise eletroforética da proteina rOmpA. (A) controle negativo (LB Amp), controle positivo
(pUC19) e a proteina rOmpA transformada. (B) Frag em gel de poliacrilamida 10% corado com o Comassie
Brillant Blue. M. marcador molecular (KDa) True Color High Range Protein Marker, 1; Tempo zero ndo induzido.
2; Tempo 1 induzido ap6s 1h. 3; Tempo 2 induzido apés 2h. 4; Tempo 3 induzido apds 3h. 5; Tempo 4 induzido
apos 4h, a seta indica a posicao da proteina.
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A Controle Negativo Controle Positivo rPhenAl

Inducio e Expressao rPhenAl

103 kDa <«— rPhenAl

Figura 6. Analise eletroforética da proteina rPhenAl. (A) controle negativo (LB Amp), controle positivo
(pUC19) e a proteina rPhenAl transformada. (B) Frag em gel de poliacrilamida 10% corado com o corante
Comassie Brillant Blue. M. marcador molecular (KDa) True Color High Range Protein Marker, 1; Tempo zero
ndo induzido. 2; Tempo 1 induzido apds 1h. 3; Tempo 2 induzido apds 2h. 4; Tempo 3 induzido apds 3h. 5; Tempo
4 induzido apds 4h, a seta indica a posi¢do da proteina.
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A Controle Negativo Controle Positivo YJBL

Inducio e Expressao YJBL

75 kDa | — rYJBL

Figura 7. Analise eletroforética da proteina rYJBL. (A) controle negativo (LB Amp), controle positivo
(pUC19) e a proteina rYJBL transformada. (B) Frag em gel de poliacrilamida 10% corado com o corante Comassie
Brillant Blue. M. marcador molecular (KDa) True Color High Range Protein Marker, 1; Tempo zero ndo induzido.
2; Tempo 1 induzido apds 1h. 3; Tempo 2 induzido apds 2h. 4; Tempo 3 induzido ap6s 3h. 5; Tempo 4 induzido
apos 4h, a seta indica a posi¢ao da proteina.
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5.3. Analise Eletroforética de Purificaciao

As fracdes isoladas por HPLC com a coluna HisTrap™ HP demonstraram um grau de
pureza relativamente bom, com 87,4%, 77,9% e 79,1% de pureza para as proteinas rOmpA,
rPhenAl e rYJBL, respectivamente (Figura 8A-C). A analise de Western blot usando um
anticorpo anti-his-tag mostrou que as proteinas recombinantes sdo expressas nos lisados
celulares apos a indugdo de IPTG, enquanto os lisados celulares ndo induzidos ndo expressaram
as proteinas recombinantes (Figura 8D). As bandas apresentam um perfil de reatividade intensa

na reagdo de quimioluminescéncia.

M 1 2 3 4 5 6

A. C.
103 kDa
53 kDa — |« ompa
Anilise
Purificagdo
B. D.
M1 2 3 4 5 &
Pheﬂal 103 ma - —— lisados celulares
75 kDa 1 —YJBL YIBL75 kD - ndo induzides
OmpaS3kon | gy

Figura 8. Producao e purificaciio das proteinas rOmpA, rPhenAl e rYJBL e imunotransferéncia.

(A-C) SDS-PAGE sob condigdes de desnaturacdo mostrando fragdes de purificacdo e perfil de pico obtido pela
analise do software ImageJ usando imagem SDS-PAGE da fra¢do purificada de rOmpA, rPhenAl e rYJBL,
respectivamente, (A). M: Marcador de Proteina True Color High Range; 1: Tratamento de lisado com sarkosil pos-
desnaturante; 2: Flow-through; 3: Etapa de lavagem; 4: 1° eluato; 5: 2° eluato; 6: 3° eluato, (B). M: Marcador de
proteina True Color High Range; 1: Tratamento de lisado com sarkosil pos-desnaturante; 2:Flow-through; 3:Etapa
de lavagem; 4: eluato, (C). M: Marcador de proteina True Color High Range; 1: sobrenadante Tratamento de
desnaturagao pos-lisado. 2: lisado sarkosil; 3: Flow-through; 4: Etapa de lavagem; 5: 1° eluato; 6: 2° eluato, (D).
Western blot das etapas de purificagdo de proteinas usando um anti-his-tag comercial, foi desenvolvida usando um
substrato quimioluminescente, enquanto as imagens foram registradas usando um sistema de imagem e foram
ajustadas para brilho e contraste (D. 1: lisado induzido por rOmpA; 2: lisado induzido por rYJBL; 3: lisado
induzido por rPhenAl; 4: lisado ndo induzido por rOmpA; 5: lisado ndo induzido por rYJBL; 6: lisado ndo induzido
por rPhenAl).
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5.4. Anticorpos IgG de suinos expostos a espécies de Rickettsia reconhecem proteinas

recombinantes

Um painel de 36 amostras de soro de porcos selvagens hibridos (javaporco) e 4 amostras
de porcos de fazenda foram usados para avaliar a sororreatividade (anticorpos IgG) para as
proteinas rOmpA, rPhenAl e rYJBL. Como esperado, ao usar as amostras suinas de porcos de
granja, ndo hé reatividade contra nenhuma das proteinas recombinantes em ELISA, com valores
medianos do indice ELISA de 0,63, 0,72 e 0,75 para rOmpA, rPhenAl e rYJBL,
respectivamente. Por outro lado, uma alta reatividade foi observada para as amostras de java-
porcos, com valores médios do indice ELISA de 1,41, 1,63 e 1,27 para rOmpA, rPhenAl e
rYJBL, respectivamente. Uma diferenca significativa na sororreatividade média entre
javaporcos e suinos foi observada para todas as trés proteinas analisadas (P = 0,001 para
rOmpA; P = 0,0004 para rPhenAl e P = 0,0004 para rYJBL). Alta taxa de positividade foi
observada em amostras de porcos usando as proteinas rOmpA, rPhenAl e rYJBL. A
positividade atingiu valores de 97,2% (35 amostras de 36) para as proteinas rPhenAl e rYJBL
enquanto a positividade para rOmpA foi de 94,4% (34 amostras de 36), indicando que
javaporcos estdo expostos a Rickettsia sp. na natureza (Figura 9A). Quando as proteinas
recombinantes foram analisadas em paralelo, uma correlacdo significativa foi observada nos
niveis de anticorpos IgG para as proteinas rPhenAl e rYJBL (p = 0,0005), enquanto nenhuma
correlacdo foi observada nos niveis de IgG para rOmpA e rPhenAl (p = 0,513) ou rOmpA e
rYJBL (p = 0,975) (Figura 9B).
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Figura 9. Reatividade de amostras de soro de porcos e javaporco (hibrido javali e porco) as proteinas
rOmpA, rPhenAl e rYJBL. (A) Niveis de anticorpos IgG de porco (n=4) e javaporco (n=36) para as proteinas
rOmpA, rPhenAl e rYJBL determinados por ELISA. (B) Analise de correlagdes (correlagdo de Person) entre as

proteinas rOmpA, rPhenAl e rYJBL usando 36 amostras de soro de porcos-javali. Valores de p < 0,005 foram
considerados estatisticamente significativos
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5.5. Avaliacio da avidez de IgG

Adicionalmente, os soros de javaporcos também foram avaliados a forga de ligacao dos
anticorpos IgG contra as proteinas rOmpA, rPhenAl e rYJBL, medida pelo indice de avidez
(IA). Os resultados mostraram apresentam uma alta avidez para anticorpos IgG, atingindo
acima de 80% de avidez (Figura 10). O soro do grupo controle de porcos de granja nao

apresentaram reatividade contra as proteinas rOmpA, rPhenAl e rYJBL.
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Figura 10. Avaliacio da avidez de IgG especifica. (A-C) Niveis de IgG anti-suino (pontos pretos), IgG anti-
suino apds tratamento com KSCN (pontos vermelhos) e controle negativo amostras de porco (circulos pretos). O
indice de avidez (Al%) é mostrado em pontos vermelhos descontinuos. Os dados do ELISA foram apresentados
como um indice ELISA (EI) e as linhas pontilhadas pretas mostram o valor de corte, no qual foram considerados
positivos os resultados de IE > 1. As reacdes de blots foram reveladas usando um substrato quimioluminescente,
enquanto as imagens foram registradas usando um sistema de imagem e foram ajustadas para brilho e contraste.
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6. DISCUSSAO

O diagnostico da riquetsiose na fase aguda continua sendo um grande desafio por ser
considerada potencialmente fatal, com uma mortalidade de 85% no Brasil causada pela R.
rickettsii (Aratjo et al., 2016). Além disso, a identificagdo de suideos e animais domésticos ou
reservatorios naturais silvestres de Rickettsia sp. pode ser vantajosa para a defini¢cdo do cenario
epidemiologico e para a adogao de estratégias preventivas dessa zoonose. A PCR em tempo
real tem sido aplicada no diagnéstico de FMMR, no entanto, o padrao-ouro para o diagnostico
de infec¢des por Rickettsia ainda ¢ o ensaio de IFI (Piotrowski & Rymaszewska, 2020; A. G.
Stewart & Stewart, 2021). Portanto, investigacdes focadas em novas abordagens e/ou moléculas
de R. rickettsii podem aumentar a sensibilidade e especificidade de ensaios sorologicos para
detectar a fase aguda precoce de FMMR ou FMB em humanos ou também para definir
importantes reservatorios naturais de animais silvestres.

Neste estudo, trés proteinas de R. rickettsii, previamente identificadas pela tecnologia
Phage Display, foram caracterizadas imunoquimicamente, a tecnologia Phage Display permite
a obtencdo de peptideos que imitam os epitopos alvo, conhecidos como mimotopos onde os
peptideos ndo necessariamente representam equivaléncia estrutural, mas representam uma
imagem funcional, que poderia substituir o antigeno original pelo desenvolvimento de proteinas
alvo (Coelho et al., 2015). Portanto, alvos moleculares identificados pela abordagem Phage
Display podem ser Uteis no desenvolvimento de novas vacinas e na plataforma de diagnostico
(Wang & Yu, 2004; Aghebati-Maleki et al., 2016).

Neste trabalho, foram produzidas proteinas de R. rickettsii, incluindo a proteina de
membrana externa A (rOmpA), a subunidade beta da fenilalanil tRNA ligase (rPhenAl) e a
proteina que contém a repeti¢do do pentapeptideo (anteriormente descrita como proteina
rYJBL). Andlises realizadas para avaliar a estrutura molecular das proteinas produzidas
demonstraram que rOmpA e rYJBL possuem uma estrutura tridimensional relativamente
compacta com abundancia de pequena estrutura secundaria em folha beta. A presenga da folha
beta sugere que rOmpA e rYJBL sdo moléculas relativamente estdveis expressas em R.
rickettsii, uma vez que pelo menos um quarto de todas as proteinas conhecidas tém estrutura
molecular exclusivamente composta por fitas beta e loops (D. N. Kim et al., 2016). Esses
achados também foram apoiados pela analise da plataforma ProtParam, demonstrando baixo
indice de instabilidade para rOmpA e rYJBL. A alta estabilidade molecular das proteinas de

Rickettsia sp. pode ser uma adaptacdo evolutiva dessas espécies de bactérias, uma vez que
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utilizam diferentes hospedeiros (vertebrados e invertebrados) até infectar seres humanos
produzindo FMB ou FMMR.

Por outro lado, rPhenAl exibe trés dominios globulares mantidos por um arranjo
secundario de hélices alfa e folhas beta, com caracteristicas moleculares de fenilalanil tRNA
ligases, incluindo a subunidade beta proxima da t fenilalanil tRNA ligase descrita de Rickettsia
typhi (estirpe ATCC VR-144 / Wilmington; PDB Q68WW 1) e a subunidade beta expressa pelo
complexo Pseudomonas aeruginosa PheRS, uma classe I de aminoacil tRNA sintetase simples.
A maior complexidade estrutural observada com PhenAl estd correlacionada com suas
caracteristicas bioquimicas, incluindo dominios para ligagdo de ATP e tRNA, a localizagdo do
grupo hidroxila aminoacilado na ribose terminal do tRNA, e também a formagdo de a-
mondmeros ou a2-homodimeros cataliticos (Arnez & Moras, 1997; Abibi et al., 2014). Além
disso, as proteinas rOmpA, rYJBL e PhenAl também foram preditas como potenciais antigenos
e com meia vida superior a 10 horas em E. coli; o que nos levou a optar por usar E. coli como
um sistema para expressar proteinas recombinantes de R. rickettsia.

Recentemente, o Brasil experimentou um surto de febre maculosa em uma fazenda no
estado de Sdo Paulo com registros de quatro mortes (MinSal, 2023). Portanto, a avaliacdao de
reservatorios animais de infec¢ao pode ser vantajosa para definir areas geograficas de risco para
FMB/FMMR e auxiliar os profissionais de saude. Um trabalho recente mostrou que um
mimotopo derivado da molécula OmpA tem uma boa capacidade de discriminar anticorpos
especificos para gamba (sensibilidade de 85,7%), embora com uma fraca capacidade de
discriminar amostras de soro de cavalo e capivara previamente definidas como IFI positivas e
IFI negativas em ELISA (Muniz et al., 2023).

Neste trabalho avaliamos a reatividade IgG das proteinas rOmpA, rPhenAl e rYJBL
usando ELISA com um painel de soros de javaporcos bem caracterizado com (36 hibridos
javali-porco amostras positivas e 7 negativas e 4 porcos [amostras de soro controle negativo])
diagnostico laboratorial confirmado por IFI. Uma alta positividade de IgG para proteinas
recombinantes foi observada para amostras de soro de javaporco (97,2% para rPhenAl e rYJBL;
e 94,4% para rOmpA), sugerindo que as proteinas rOmpA, rPhenAl e rYJBL como possiveis
candidatos antigenos para melhorar a detec¢do de anticorpos especificos de animais silvestres
naturalmente expostos a Rickettsia sp.

Um estudo recente no Brasil demonstrou a possibilidade de silenciar a expressao génica
da principal proteina inibidora da apoptose do garrapato Amblyomma sculptum, reduz-se o
crescimento da bactéria e torna-se o aracnideo mais resistente a infeccdo de FMB (Nassar et al.,

2023). Na procura dos alvos potenciais para vacinas, as proteinas de R. rickettsii, que expressam
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duas proteinas de membrana externa imunodominantes, OmpA e OmpB, que sdo conservadas
em todo o GFM e consideradas com um papel fundamental na patogénese das rickettsias. A
OmpA desempenha um papel importante na adesao da bactéria ao hospedeiro ¢ especifica para
as riquétsias do grupo GFM (Noriea et al., 2015). Em estudos experimentais contra a infec¢do
por A. baumannii, a imuniza¢ao de camundongos induziu uma alta produgao de anticorpos IgG
foram estudadas vacinas de subunidades candidatas para fornecer protecao parcial ou completa
onde a proteina rOmpA, deficientes em LPS e BamA sdao imunogénicos e tém fortes efeitos
protetores (Yang et al., 2022). Estes dados estdo de acordo com relatorios anteriores
demonstrando que rOmpA induz anticorpos reativos a R. rickettsia e foi protetor contra a
infec¢do de Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica (Oliveira et al., 2017).

FenAl é uma proteina citoplasmatica, com fungdo enzimatica, que estd entre as mais
complexas do tRNA aminoacil-sintético sao enzimas chave na via de tradugdo de proteinas,
com a organizag¢ao das subunidades a ¢ B bem conservada durante a evolugdo (Nyamai & Tastan
Bishop, 2019). Outra nova molécula descrita em nosso trabalho ¢ a proteina YJBL, uma
proteina ndo caracterizada. A YJBL foi inicialmente identificada por abordagem genomica e
posteriormente foi detectado o proteoma predito de R. rickettsia (comunicagdo pessoal), porém,
nunca havia sido produzido e/ou purificado. Portanto, este € o primeiro estudo com foco na
producao e caracterizacdo imunoquimica da proteina YJBL, embora estas moléculas ndo tenhan
sido estudadas em R. rickettsia, como a riquetsiose ¢ um problema mundial com incidéncia
crescente, uma vacina ¢ muito desejada, o conhecimento sobre a resposta imune contra essas
bactérias, em particular, imunidade protetora e novos imundgenos pode ser valiosos. Estudos
com modelos murinos de resposta imune contra Rickettsia podem fornecer novos
conhecimentos sobre reacdes imunes protetoras e patoldgicas em rickettsioses (Osterloh, 2017).
Mais estudos podem ser necessarios para explorar a circulagdo entre suideos e animais silvestres
infectados com Rickettsia spp.

Destacando a importancia da avidez em amostras de javaporcos como um teste adicional
no acompanhamento dos animais infectados com Rickettsia sp. com anticorpos IgG especificos,
as amostras de javaporco podem estar sujeitas a outras infec¢des sendo animais de caga
expostos a outros patdogenos, avaliando a especificidade Rickettsia sp. o indice de avidez foi
alto, maior que 80% nas proteinas rOmpA, rPhenAl e rYJBL, demonstrando especificidade
para Rickettsia sp, isso pode ocorrer porque as riquétsias possuem uma proteina de anquirina

rickettsial que aumenta a avidez (Lehman et al., 2018).
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Atualmente estudos sobre proteinas recombinantes para riquetsioses sdo relativamente
escassos em comparacdo com a importancia da doenga, novas investigagdes focadas em R.
rickettsii podem ser tUteis para melhorar o diagndstico soroldgico humano e veterinario,
incluindo a identificagdo de novos alvos para discriminar a infec¢do por diferentes espécies de

Rickettsia.

7. CONCLUSAO

Ha uma crescente necessidade de testes diagnosticos mais acessiveis e simples de usar,
muitos dos testes disponiveis requerem manipulacdo direta do patdégeno, o que exige muito
trabalho desde a preparagdo da impronta como a (IFI), requer conhecimento técnico,
equipamentos, nao se adapta facilmente a procedimentos automatizados e reagentes caros, o
pode ser um obstaculo para sua utilizagdo especialmente em areas com recursos limitados. E
fundamental dedicar mais esfor¢os para desenvolver e validar outros tipos diagnodsticos para
infecgcOes causadas pelas riquétsias do grupo da febre maculosa (SFG) e também para outras
infeccdes causadas por esse género bacteriano.

Neste estudio trés novas proteinas foram caracterizadas imunoquimicamente, indicando que
as proteinas rOmpA, rPhenAl e rYJBL sdo possiveis candidatos antigenos para diferentes
imunoensaios a serem aplicados na detec¢ao de anticorpos especificos de suideos e outros
animais silvestres naturalmente expostos a Rickettsia sp. € como potencias imundgenos para

futuras investigagdes no desenvolvimento de vacinas contra rickettsioses.



8. ANEXOS

Tabela 1: Nomenclatura dos aminoacidos e seus respectivos codigos (1 letra)

AMINOACIDO

CODIGO (1 LETRA)

ALANINA

A

ARGININA

ASPARAGINA

ACIDO ASPARTICO

CISTEINA

ACIDO GLUTAMICO

GLUTAMINA

GLICINA

HISTIDINA

T QO m O O Z

ISOLEUCINA

e

LEUCINA

LICINA

METIONINA

FENILALANINA

PROLINA

SERINA

TREONINA

TRYPTOFANO

TIROSINA

VALINA

< = =2 1] »n = T Z| R
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