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RESUMO

Ehrlichia canis € o principal agente etioldgico da erliquiose monocitica canina (EMC), uma
das mais importantes doencas infecciosas de caes no Brasil. A quantidade de informacgdes a
respeito da variabilidade genética e de mecanismos utilizados por este patdgeno que garantam
sua evasdo imune permanece insuficiente. Assim, o presente estudo relatou o primeiro
isolamento e cultivo de E. canis utilizando células DH82 em Uberlandia, a partir de um cao
naturalmente infectado. Sequéncias parciais dos genes dsb e p28 deste novo isolado de E.
canis foram obtidas e alinhadas com sequéncias correspondentes de outras cepas acessiveis no
GenBank. Além disso, a possivel fusdo de lisossomos com endossomos contendo E. canis foi
investigada em células DHS82 infectadas. Lisossomos em células com 50% de infec¢do foram
marcados citoquimicamente com fosfatase acida para documentar a fusdo endossomo-
lisossomal (E-L). A nova cepa, designada como isolado Uberlandia, apresentou 99—100% de
similaridade com sequéncias do gene dsb de outros isolados de E. canis provenientes de
diferentes areas geograficas, incluindo: Brasil, Africa e América do Norte. Por outro lado, a
sequéncia parcial do gene p28 de E. canis Uberlandia diferiu em varios nucleotideos das
sequéncias correspondentes em E. canis provenientes do Brasil, Venezuela e América do
Norte. Através dessas variagdes o indice antigénico previu determinantes antigénicos dos
isolados de E. canis, sendo observadas similaridades e algumas diferengas nos epitopos,
sugerindo que esta proteina ¢ antigenicamente diferente entre cepas, independentemente da
origem. Estes achados sugerem que novos estudos sdo necessarios para avaliar a utilidade
deste antigeno no sorodiagnostico da EMC. J4 em relagdo as anélises citoquimicas, a fusdo E-
L geralmente ndo foi observada em vacuolos contendo E. canis vidveis, sugerindo que este

parasito € capaz de inibir este mecanismo de defesa da célula hospedeira.

Palavras-chave: Ehrlichia canis, isolamento de cepa, polimorfismo genético, evasdo imune.
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ABSTRACT

Ehrlichia canis is the primary etiologic agent of canine monocytic ehrlichiosis (CME), one of
the most important infectious diseases of dogs in Brazil. The amount of information about the
genetic variability and the mechanisms used by this pathogen to ensure their immune evasion
remains insufficient. Therefore, the present study reports the first isolation and culture of
Ehrlichia canis in Uberlandia, from a naturally infected dog using the DHS82 cell line. Partial
sequences of dsb and p28 genes of the new E. canis isolate were obtained and aligned with
the corresponding sequences of other Ehrlichia strains accessible in GenBank. Furthermore,
the possible fusion of lysosomes with endosomes containing E. canis was investigated in
infected DHS82 cells. Lysosomes in cells with 50% infectivity were labeled cytochemically
with acid phosphatase to document endosome-lysosome (E-L) fusion. The new strain,
designated as Uberlandia isolate, showed 99—100% of similarity with the dsb gene sequence
of E. canis from different geographic areas including: Brazil, Africa and North America. On
the other hand, the p28 partial sequence for E. canis Uberlandia isolate differed in several
nucleotides from the corresponding sequences of the E. canis strains from Brazil, Venezuela
and North America. Through these variations the antigenic index predicted potential antigenic
determinants of E. canis strains and similarities in antigenicity were observed, however, some
differences in deduced epitopes suggest that this protein is antigenically different among
strains, regardless of origin. These findings suggest that new studies are necessary to evaluate
the utility of this antigen for serodiagnosis of CME. In relation to cytochemical analysis, E-L
fusion was generally not observed in active E. canis containing vacuoles, indicating that E.

canis is able to inhibit this mechanism of host defense.

Keywords: Ehrlichia canis, strain isolation, genetic polymorphism, immune evasion.
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Fundamentacao Teorica
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I. Introducao

As Erliquioses tém sido crescente objeto de estudo na clinica veterinaria e na saude
publica, uma vez que causam severas doencas de importancia veterinaria € sao responsaveis
por duas zoonoses emergentes, Erliquioses Monocitica e Granulocitica Humanas (THOMAS
et al., 2009; DOUDIER et al., 2010).

O género FEhrlichia atualmente compreende cinco espécies conhecidas: Ehrlichia
canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris e E. ruminantium (DUMLER et al., 2001; YU et al.,
2007). Além de uma nova espécie identificada recentemente por Shibata e colaboradores
(2000) no Japao, onde foi isolada de carrapatos Ixodes ovatus, sendo entdo designada Ixodes
ovatus ehrlichia (IOE). Trata-se de pequenas bactérias Gram-negativas pleomorficas, que
residem isoladas ou em compactas inclusdes no interior de vactolos citoplasmaticos de
células hematopoiéticas maduras ou imaturas, especialmente do sistema mononuclear
fagocitico, tais como mondcitos e macrofagos, além de neutrofilos e plaquetas (DUMLER et
al., 2001; NAKAGHI, 2008). Ao microscopio eletronico apresentam duas formas
morfologicas distintas, uma maior (0,4 — 0,6 um X 0,7 — 1.9 um) pleomorfica contendo
nucleodide disperso (reticular) e outra menor (0,4 — 0,6 pm) com nucledide condensado e
densamente corado (YU et al., 2007).

No Brasil apenas trés espécies ja foram descritas; Ehrlichia ewingii, agente etiologico
da Erliquiose Granulocitica Humana (EGH) e Canina (EGC); Ehrlichia chaffeensis, agente
etiologico da Erliquiose Monocitica Humana (EMH) e Ehrlichia canis, agente etiologico da
Erliquiose Monocitica Canina (EMC) (AGUIAR, 2006; MACHADO et al.,, 2006;
OLIVEIRA et al., 2009).

Devido a elevada infestacdo do carrapato vetor e a inexisténcia de vacina, EMC ¢
considerada a mais prevalente e uma das mais importantes doencas transmissiveis por
carrapatos na clinica de pequenos animais no Brasil, o que faz de seu agente etiologico o mais
importante patogeno carreado por carrapatos na América Latina (AGUIAR, 2006; AGUIAR,
et al., 2007; SAITO et al., 2008).

Primeiramente tal agente foi descrito como Rickettsia canis por Donatien e Lestoquard
em 1935 na Argélia, associado a casos agudos de febre e anemia em diversos caes (Canis
familiares), sendo posteriormente reclassificado como E. canis em 1945 (MACHADO, 2004).
No entanto, somente em 1963, a doenga teve destaque mundial apos surto em caes militares
britanicos ¢ americanos em Singapura ¢ Vietna, que resultou em aproximadamente duzentas

mortes ao longo de quatro anos (MAVROMATIS et al., 2006; HARRUS; WANER, 2010).
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Em 1973, foi relatada a primeira ocorréncia de Rickettisiales no Brasil por Costa e
colaboradores, ao encontrarem inclusdes citoplasmaticas, as denominadas morulas, em
linfécitos de cdes com sintomatologia de erliquiose na cidade de Belo Horizonte, Minas
Gerais. Atualmente, a doenga ¢ relatada em todo o pais e considerada endémica em muitas

regides (SANTOS et al., 2009).

L.I. Agente etiologico

Ehrlichia canis ¢ uma bactéria intracelular obrigatoria com tropismo para monocitos e
macrofagos caninos com ocorréncia endémica em varias regides brasileiras (AGUIRRE et al.,
2004; AGUIAR, 2006; GAL et al., 2008; SANTOS et al., 2009; DOUDIER et al., 2010).
Exibe parede celular tipica de bactérias Gram negativas; entretanto, estudos gendmicos
sugerem a auséncia de lipopolissacarideos e peptideoglicanos. Essa deficiéncia resultou no
desenvolvimento de estruturas protéicas complexas na membrana externa, que possuem
importante papel na evasdo do sistema imune e na interagdo de E. canis com as células do
hospedeiro (MAVROMATIS et al., 2006).

Em microscopia eletronica de transmissdo (MET), a moérula de E. canis apresenta-se
delimitada por uma membrana vacuolar simples, contendo corpos elementares (células
erliquiais) redondos ou ovédides envoltos por uma membrana dupla, sendo a membrana interna
lisa e a externa ondulada (HILDEBRANDT et al., 1973).

A taxonomia das riquétsias tem sofrido significante reorganizacao na tultima década
(PAROLA et al., 2005). Recentemente, Dumler e colaboradores (2001) propuseram uma nova
taxonomia para a ordem Rickettsiales em duas familias, Rickettsiaceae, contendo os géneros
Rickettsia e Orientia, os quais compreendem bactérias intracelulares obrigatdrias que crescem
livremente no citoplasma de células hospedeiras eucaridticas e Anaplasmataceae que incluem
todas as espécies de a-proteobactérias contidas nos géneros Ehrlichia, Anaplasma, Cowdria,
Wolbachia e Neorickettsia, que por sua vez replicam-se em compartimentos intravacuolares
no interior das células eucaridticas do hospedeiro.

Desta forma, na familia Anaplasmataceae foram reconhecidas espécies do género
Ehrlichia spp., denominadas E. canis, E. chaffeensis, E ewingii, E. ruminantium (antes
chamada Cowdria ruminantium) e E. muris. No género Anaplasma spp. ocorreram maiores
mudangas, devido a grande similiaridade genética entre E. equi e E. phagocytophila, formou-
se o Anaplasma phagocytophilum, o qual completa o género com A. bovis (antes chamada

Ehrlichia bovis) e A. platys (antes chamada Ehrlichia platys). Ja no género Neorickettsia, N.
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risticii (antes chamada Ehrlichia risticii) ¢ N. sennetsu (antes Ehrlichia sennetsu) foram
incluidas. Assim, baseando-se em analises de biologia molecular referentes aos genes 16S
rRNA e groESL bem como em caracteristicas bioldgicas e antigénicas, E. canis pertence ao

género Ehrlichia, familia Anaplasmataceae e ordem Rickettsiales.

L.L.I1. Ciclo Biologico

O ciclo de desenvolvimento de E. canis nos mondcitos caninos possui trés estagios
que podem ser observados microscopicamente. Inicialmente, os corpos elementares sao
endocitados pelos mondcitos. Trés a cinco dias apos a infec¢do, um pequeno niimero de
corpos elementares em agrupamentos, denominados corpusculos ou corpos iniciais sao
observados como inclusdes citoplasmaticas pleomorficas. No sétimo ou até décimo segundo
dia subsequentes, os corpusculos iniciais desenvolvem-se em inclusdes maduras, vistas ao
microscopio de luz com aspecto de “amoras”, as denominadas morulas, que tipificam o
género (NYNDO et al.,, 1971; RISTIC; HOLAND, 1993; DAGNONE et al., 2001). As
morulas, nada mais sdo do que vactolos citoplasmaticos delimitados por uma membrana
simples que contém em seu interior microcolonias de pequenos corpos elementares em
numeros e tamanhos variados (YU et al., 2007). Os corpos elementares possuem 0,5 a 0,9 um
de diametro, membrana dupla tri-lamelar, formas arredondadas a ovais e multiplicam-se no
interior dos vactiolos por fissdo bindria até sua libera¢do através da ruptura do mondcito ou
exocitose, o que permite a repeticdo do ciclo infeccioso e consequente dissemina¢do do
microorganismo pelo corpo do animal (NYNDO et al., 1971; HILDEBRANDT et al., 1973)

No principal vetor, o carrapato Rhipicephalus sanguineus (Acari: Ixodidae), E. canis
tem transmissdo transestadial, mas ndo transovariana, o que torna o cdo o principal
reservatorio da doenca (AGUIAR, 2006; DOUDIER et al., 2010; NICHOLSON et al., 2010).
Os carrapatos se infectam ao ingerir leucocitos infectados de caes que estdo na segunda ou
terceira semana de infec¢do, fase aguda da doenca, na qual existe maior concentracdo destas
células na corrente sanguinea do cdo (MACEDO, 2007). E. canis multiplica-se nas células
epiteliais do intestino, hemocitos e nas glandulas salivares do carrapato e a transmissao aos
cdes ocorre durante o repasto sanguineo de ninfas e adultos (SMITH et al., 1976;
NICHOLSON et al., 2010). Outra forma da transmissdo da doenga ¢ a transfusdo sanguinea
de um animal infectado para um susceptivel, podendo ocorrer a partir de caes com até cinco

anos de infec¢@o cronica (SWANGO et al., 1992).
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Em estudo sobre o ciclo biologico de E. chaffeensis, analises ultraestruturais
mostraram que tal parasito apresenta duas formas morfologicas distintas nas células de
mamiferos: células densamente coradas (DC — “dense-cored”) e células reticuladas (RC —
“reticulate cells”) residindo no interior das morulas nas células do hospedeiro (Figura 1).
Durante o periodo de incubagdo do parasito, que pode durar de 8 a 20 dias, a bactéria se adere
a membrana e ¢ endocitada pelas células do hospedeiro, sob a forma de células densamente
coradas. No fagossomo, DCs passam por uma fase intermediaria (IM1) e subsequentemente
transformam-se em células reticuladas, que se multiplicam por fissdo binaria, durante
aproximadamente 48 horas. Novamente passam por uma fase intermediaria (IM2) até
maturarem em células densamente coradas apds 72 horas de infecgdo para serem liberadas e,
entdo, endocitadas por outras células (ZHANG et al., 2007). Keysary e colaboradores (1996)
observaram morulas contendo E. canis reticuladas e densamente compactadas, sendo apenas
as reticuladas observadas em processo de divisdo bindria, sugerindo assim semelhante ciclo

bioldgico deste parasito a E. chaffeensis.

&  Adesdo o
"-\.‘. .
Endocitose | g <

]
DC (@
1
Nucleo IM1 (70
)
RC [t
¥
Multiplicagio /'«
bl
. M2 &
‘:.'L_‘_: DC - o
' PE &I
& oy g &
LEL .
Liberagdo .

Figura 1. Ciclo de desenvolvimento de E. chaffeensis na célula do hospedeiro vertebrado. Barra: 0,5 pm.

(Modificado de ZHANG et al., 2007).



18

LIL Erliquiose Monocitica Canina (EMC)

A doenga ¢ caracterizada por ser multissistémica e apresenta a primeira manifestagcao
clinica apods o periodo de incubac¢do do microorganismo, que compreende 8 a 20 dias e pode
progredir para trés estdgios consecutivos de infeccdo: agudo, assintomatico e cronico
(MOREIRA et al., 2003).

Apesar de os principais sinais clinicos descritos em erliquiose canina serem letargia,
febre, anorexia, linfadenomegalia, fraqueza, membranas mucosas palidas e hemorragia, cada
fase da doenca apresenta sintomas caracteristicos (BANETH et al., 2009; GAUNT et al.,
2010; NICHOLSON et al., 2010). Além disso, sinais clinicos e achados hematologicos podem
variar de acordo com a regido de estudo (OLIVEIRA et al., 2000; MENDONCA et al., 2005;
BORIN et al., 2009; UENO et al., 2009).

Durante a fase aguda, os organismos multiplicam-se no interior das células
mononucleares, principalmente do sistema fagocitico mononuclear no bago, linfonodo e
medula Ossea, resultando em hiperplasia dessa linhagem celular e organomegalia
(esplenomegalia e linfadenopatia) (CASTRO et al., 2004). Esta fase ¢ caracterizada por febre,
anorexia, depressdo, dispnéia (CODNER et al., 1985), envolvimento ocular (TROY;
FORRESTER, 1990), neurolégico (MEINKOTH et al., 1989) e renal (CODNER; MASLIN,
1992). A trombocitopenia decorrente da destrui¢do periférica das plaquetas, acompanhada ou
nao por leucopenia e anemia ¢ comum durante esta fase (SWANGO et al., 1992).

Apo6s o periodo agudo, a maioria dos animais imunocompetentes podem se curar, ou
entdo entram na fase assintomatica da infec¢do, que pode persistir por anos. Esta fase esta
associada com a persisténcia de E. canis no hospedeiro e com altos niveis de anticorpos no
soro. Isso sugere constante estimulacdo do sistema imune por antigenos com duragdo de
aproximadamente seis a nove semanas, progredindo para a fase cronica (ANDEREG;
PASSOS, 1999). Particularmente em regides enzodticas, alguns animais apesar de nao
apresentarem sinais clinicos aparentes, possuem alteracdes laboratoriais como citopenia e
hipergamaglobulinemia (CODNER et al., 1985).

A fase cronica desenvolve-se apos a fase assintomatica e pode variar de leve a grave.
Nela, o microorganismo continua a persistir intracelularmente e os cdes desenvolvem
pancitopenia e outras manifestagdes imunoldgicas devido a hipoplasia da medula odssea,
plasmocitose, linfocitose ocasionalmente composta de grandes linfocitos granulares,
hiperglobulinemia causada por gamopatia policlonal (ou menos frequentemente monoclonal),

hipoalbuminemia e proteintiria (CODNER et al., 1985; COUTO, 1998). Os sintomas clinicos
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apresentados nessa fase sdo reflexos das alteracdes fisiopatoldgicas resultantes da grave
anemia e da infiltragdo perivascular de muitos sistemas organicos com células
linforreticulares e plasmoécitos (SWANGO et al., 1992). A grande associagdo de infecgdes
secundarias e a hemorragia sistémica durante a fase cronica da doenca podem levar ao dbito
(MAVROMATIS, 2006; BOWMAN et al., 2009).

Porém, o nivel exato da doenga ¢é de dificil determinagdo em infec¢des naturais, uma
vez que os sinais clinicos e os achados laboratoriais sdo similares e a duragdo e gravidade dos

sintomas sao variaveis (GAL et al., 2008; HARRUS, WANER, 2010).

LILI. Diagnostico

O diagnoéstico de doencas transmitidas por carrapatos requer uma combinagdao de
dados provenientes dos seguintes métodos: anamnese, analises clinicas e laboratoriais,
visualizacdo direta dos organismos infecciosos no sangue ou em tecidos por microscopia,
isolamento em cultura celular, testes soroldgicos como imunofluorescéncia indireta (IFI),
“immunoblotting” e ensaio de imunoabsorcdo por ligacdo enzimatica (ELISA) e testes
moleculares como reagcdo em cadeia pela polimerase (PCR) (SHAW et al., 2001; HARRUS et
al., 2004; HARRUS; WANER, 2010).

Na erliquiose canina o diagndstico tem aumentado em resposta ao melhor
conhecimento sobre a doenca, a expansdo geografica de sua ocorréncia ¢ a melhoria nos
métodos de rastreamento utilizados (ANDEREG; PASSOS, 1999).

A técnica usual baseia-se na detec¢do de morulas dentro de leucocitos em amostras de
sangue periférico (coletadas de pequenos capilares auriculares) (CASTRO, 1997). Porém, a
morula ¢ visualizada somente durante a fase aguda da infeccdo e a porcentagem de cé€lulas
infectadas ¢ usualmente entre 1 — 5% (CADMAN et al., 1994; RODRIGUEZ-VIVAS et al.,
2005). Assim, a auséncia do microorganismo no sangue nao exclui a possibilidade de infecgao
e torna frequente o resultado falso-negativo (HOSKINS, 1991).

A identificagdo da bactéria na citologia por aspiracdo com agulha fina do bago, dos
linfonodos e dos pulmdes € possivel, mas pouco aplicavel, uma vez que se observa frequente
plasmocitose (COUTO, 1998).

A utilizacdo do isolamento do microorganismo em cultura celular para a detec¢do de
E. canis em amostras sanguineas de cdes infectados ¢ sensivel e especifica. Entretanto,

necessita de profissional habilitado, possui alto custo e requer uma a dez semanas para a
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obtencdo do resultado, limitando sua eficiéncia como uma ferramenta de diagnostico rapido
(McBRIDE et al., 1996; HARRUS; WANER, 2010).

A imunofluorescéncia indireta (IFT) € o teste sorologico mundialmente mais utilizado
no diagnostico da EMC, sendo considerado o padrao ouro para a detec¢ao e quantificagdo de
anticorpos anti — E. canis (WANER et al., 2001). Porém a IFI somente pode ser feita em
laboratorio especializado com equipe qualificada apta a interpretar visualmente os resultados,
o que prejudica sua aplicagdo como método para diagndstico em clinicas veterinarias
(WANER et al., 2000). Além disso, consideragcdes e limitagdes da IFI incluem a reagao
cruzada com outros organismos relacionados, principalmente entre membros do mesmo
género; a dificuldade em distinguir o agente etiologico especifico; a baixa reprodutibilidade e
a falta de um procedimento padronizado que garanta a nao variabilidade dos resultados inter-
e intra-laboratorios (AGUIRRE et al., 2004; CARDENAS et al., 2007). A presenca de
anticorpos anti — E. canis no soro de animais infectados indica prévia exposicdo ao agente
mas ndo necessariamente infeccdo ativa (GAL et al., 2008). Caes com erliquiose clinica
podem ndo possuir anticorpos nos primeiros dias apds o inicio da infec¢do, antes do
desenvolvimento de um titulo de anticorpos detectavel (McBRIDE et al., 1996).

Outra opg¢do diagnéstica ¢ o “western immunoblotting” que além de possuir alta
sensibilidade apresenta objetividade da leitura, pois ndo sofre influéncia da subjetividade do
operador. Porém, ¢ um método de alto custo, que consome tempo e requer tecnologia mais
avangada do que a IFI (ANDEREG; PASSOS, 1999).

O teste ELISA apresenta como vantagens alta sensibilidade, custo relativamente baixo
e a ndo necessidade de equipamentos sofisticados. Essas qualidades fazem com que este seja
um método amplamente empregado na detec¢do de antigenos e anticorpos, bem como, na
quantificagdo de anticorpos produzidos em diversas doencas bacterianas, flngicas e virais,
humanas ou veterindrias (MADRUGA et al.,, 2001). Cardenas e colaboradores (2007)
determinaram um teste ELISA para E. canis com 100% de especificidade e sensibilidade
usando polipeptideos recombinantes gp36, gpl9 e gp200. A deteccdo precoce da erliquiose,
apenas com 14 dias de infeccdo, corresponde a maior vantagem deste método em relagdo a
IFL.

Kits comerciais para o diagnostico da erliquiose canina se baseiam no principio do
“dot-ELISA”, como o Immunocomb® (Biogal, Israel) e o Snap® 3Dx (IDEXX Laboratories
Inc., USA). Sao praticos e detectam anticorpos IgG especificos contra o parasito,

possivelmente se tornardo exames de rotina na clinica veterindria (HARRUS et al., 2002).
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Me¢étodos de diagndstico molecular permitem a deteccdo direta do microorganismo e
facilitam sua comparagdo com cepas geograficamente diferentes (WARNER; DAWSON,
1996). A técnica de reagao em cadeia da polimerase (PCR) que amplifica um fragmento do
gene 16S RNA ribossomal (16S rRNA) ¢ efetiva na detec¢do de E. canis em tecidos € em
mondcitos sanguineos (IQBAL; RIKIHISA, 1994a) e tem sido aplicada com frequéncia no
diagnéstico das erliquioses (MACHADO et al., 2006; CARVALHO et al., 2008; BANETH et
al., 2009; SANTOS et al., 2009).

Muitas variacdes na PCR foram descritas na tentativa de melhorar a sensibilidade e a
especificidade da técnica (DOYLE et al.,, 2005; AGUIRRE et al.,, 2008). Alves e
colaboradores (2005) desenvolveram novos primers para deteccdo de E. canis a partir do
alinhamento genético de cepas conhecidas de Ehrlichia spp. depositadas no GenBank. Do
alinhamento selecionou-se uma regido semiconservada, um iniciador especifico para E. canis,
designada EBR1 (5’- CCT CTG GCT ATA GGA AAT TG- 3’) e uma regido conservada, um
iniciador genérico EBRS (5’-GGA GTG CTT AAC GCG TTA G- 3°). A reacdo de PCR
apresentou positividade para todos os isolados de E. canis, amplificando o fragmento
esperado de 765 pares de bases (bp) do gene 16S rRNA. Resultados negativos foram
verificados nas reagdes de PCR para amostras de DNA gendmico de Babesia canis,
Hepatozoon canis, Haemobartonella sp., Trypanosoma evansi e do hospedeiro (Canis
familiaris) livre de infec¢do, indicando a seguranga do método quanto a especificidade.

Genes dsb erliquiais possuem regidoes de acidos nucléicos altamente conservadas e
heter6logas necessarias ao desenvolvimento de primers género-especificos e espécie-
especificos, que garantem 100% de especificidade e sensibilidade as reagdes de PCR

(DOYLE et al., 2005; LABRUNA et al., 2007).

L.IL.IL. Epidemiologia

Atualmente, sabe-se que a infec¢@o possui distribui¢do mundial, mas ¢ particularmente
frequente em regides tropicais e subtropicais principalmente em areas urbanas e suburbanas,
fato relacionado a maior concentracdo do seu principal vetor, o carrapato Rhipicephalus
sanguineus (LABRUNA; PEREIRA, 2001; UNVERA et al., 2009).

Como um tipico carrapato nidicola, R. sanguineus tem colonizado comunidades em
areas urbanas de todo Brasil, onde ¢ ativo por todo ano. Tem o habito de viver em ninhos,
tocas ou abrigos do seu hospedeiro e quando ndo estdo parasitando, encontram-se livres no

ambiente onde vive o cao (LABRUNA; PEREIRA, 2001; LABRUNA, 2004). Embora nao
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frequentemente, algumas populagdes deste vetor se estabelecem em regides rurais,
especialmente quando cdes sdo criados confinados a pequenas areas, o que oferece condigdes
adequadas ao habito nidicola dos carrapatos (LABRUNA; PEREIRA, 2001). Porém, ¢
importante ressaltar que os cades sao considerados importantes reservatorios de E. canis na
natureza, uma vez que o parasito causa infecgdes prolongadas nestes animais € ndo persiste
nos carrapatos mais do que uma geragdo (SMITH et al., 1976).

Johnson e colaboradores (1998) descreveram transmissao experimental de E. canis
pelo Dermacentor variabilis, relatando a primeira demonstragdo de outra espécie de carrapato
apta em transmitir transestadialmente este importante patdgeno. Foi também demonstrado que
0 Amblyoma americanum e o Otobius megnini sao vetores em potencial (ANDEREG;
PASSOS, 1999).

A erliquiose monocitica canina ja foi relatada em todos os continentes do mundo
(GAUNT et al., 2010). Dados nacionais mostraram que 10 — 30% dos caes admitidos em
hospitais veterinarios apresentaram testes soroldgicos positivos para E. canis e/ou reagao em
cadeia da polimerase (PCR) ao gene 16S rRNA de E. canis (DAGNONE et al., 2003;
LABARTHE et al., 2003; TRAPP et al., 2006; CARVALHO et al., 2008). Semelhantemente,
Morais e colaboradores (2004) relataram que aproximadamente 20% dos caes atendidos em
hospitais e clinicas veterinarias dos estados do Pernambuco, Minas Gerais, Bahia, Alagoas,
Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul,
Cearia e Distrito Federal apresentaram anticorpos anti — E. canis.

Em estudo retrospectivo sobre a casuistica clinica de erliquiose em caes atendidos
entre marco de 1998 e setembro de 2001 em Belo Horizonte — MG, 16% dos animais
possuiam morulas de E. canis no esfregaco sanguineo (MOREIRA et al., 2003). J4 em areas
rurais de Minas Gerais foram encontrados 65,6% de caes reagentes para E. canis na regiao de
Nanuque; 37,8% em Belo Horizonte e 24,7% em Lavras; utilizando imunofluorescéncia
indireta (COSTA Jr. et al., 2007).

Em é4reas do municipio de Monte Negro — RO foram observadas mais reagdes
positivas para E. canis em caes urbanos (37,9%) do que em caes rurais (24,8%) (AGUIAR,
2006).

Utilizando a “nested-PCR”, Oliveira (2008) analisou cem amostras de sangue de caes
que chegaram para a realizagdo de exames no Hospital Veterinario em Vigosa — MG. Os
resultados demonstraram 32% e 5% dos animais infectados com E. canis e E. ewingii,
respectivamente. Semelhantemente; 38,9% dos animais avaliados em Ribeirdo Preto — SP

também foram positivos para E. canis (SANTOS et al., 2009).
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Diniz e colaboradores (2007) avaliando amostras de sangue de 198 caes com
alteracdes clinicas e patoldgicas consistentes com infec¢des transmitidas por carrapatos em
Botucatu — SP encontraram 78% delas positivas para E. canis. Um total de 125 cdes possuia
anticorpos contra E. canis ¢ DNA erliquial amplificado pela PCR. Entretanto 20 caes eram
soronegativos € PCR positivos. Porém utilizando apenas PCR, Ueno e colaboradores (2009)
encontraram 40% de positividade em caes da mesma regido.

Estudos sobre aspectos epidemiologicos da erliquiose canina em Uberlandia indicam
prevaléncia da doenca variando entre 5% (BORIN et al., 2009) e 15% (SANTOS et al., 2004).
Embora a prevaléncia da doenca ndo tenha apresentado associacdo com o sexo, a raga € a
idade dos caes, a positividade dependeu significativamente da presenca de carrapatos nos
animais (CARVALHO et al., 2008).

Previamente, E. canis ndo era considerada um patdégeno humano até Perez e
colaboradores (1996) relatarem o primeiro isolamento, caracterizacdo molecular e antigénica
de uma espécie erliquial humana na América do Sul, a Erliquia Humana Venezuelense
(VHE). Tais autores descreveram, com base na sequéncia do gene 16S rRNA de VHE, que
este agente etiologico era intimamente relacionado a E. canis Oklahoma. Baseados nesta
andlise sugeriram que VHE poderia ser uma nova cepa ou subespécie de E. canis, que
causaria infec¢do assintomadtica persistente em humanos. A partir destes resultados, o
potencial zoonoético de E. canis tem sido analisado por varios pesquisadores (DAGNONE et
al., 2001; MACHADO, 2004).

Unver e colaboradores (2001) comprovaram que a cepa de E. canis, também isolada
de humanos na Venezuela era idéntica a cepa de E. canis isolada de cdes e carrapatos na
mesma regido geografica. Baseados no gene 16S rRNA, os autores verificaram também que
estas erliquias apresentavam alta similaridade (99,9%) com o isolado de VHE e com E. canis
Oklahoma, além de perfis antigénicos semelhantes. Estas observacdes sugerem que o cao
serve como reservatorio de E. canis na América do Sul e que R. sanguineus ¢ o principal vetor
da doenca, que ocasionalmente pode picar residentes ou viajantes.

A bactéria E. chaffeensis, agente etiologico da erliquiose humana, apresenta 98,2% de
homologia com o rRNA de E. canis (ANDERSON et al., 1991) e tais espécies compartilham
as principais proteinas antigénicas (CHEN et al., 1994). Assim, os avangos na caracterizagao
do agente canino contribuirdo diretamente aos estudos da infec¢do humana. O melhor
entendimento da ecologia destas bactérias ¢ necessario ao aperfeicoamento de estratégias de

controle e prevengao.
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Considerando a relevante importancia de estudos sobre a EMC, o presente trabalho
buscou obter informagdes adicionais sobre a caracterizagdo genética de diferentes isolados,
em especial do isolado local que circula em Uberlandia e sobre a estratégia de evasdo de E.

canis.
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“ISOLAMENTO, PROPAGACAO E CARACTERIZACAO
GENETICA DE UM NOVO ISOLADO DE Ehrlichia canis
(Rickettsiales: Anaplasmataceae) IN VITRO”

Capitulo I
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1. Introducao

Apesar da ampla distribuicdo de E. canis, o perfil genético e antigénico deste patdogeno
parece ser altamente conservado entre diferentes isolados. O gene 16S rRNA por ser
altamente conservado em todas as espécies de bactérias, ¢ frequentemente utilizado no
diagnéstico e caracterizacdao de Ehrlichia sp. (MACHADO et al., 2006; CARVALHO et al.,
2008; BANETH et al., 2009; SANTOS et al., 2009). Sequéncias deste gene possuem 99,9 —
100% de similaridade entre diferentes isolados de E. canis da América do Sul (cepas VHE e
VDE), América do Norte (cepa Oklahoma), Asia (gendtipos chineses AF162860 e japoneses
Kagoshima e Okinawa) e Oriente Médio (Israel e Turquia) (UNVER et al., 2001; AGUIRRE
etal., 2004; YU et al., 2007).

Pouco ¢ conhecido sobre o gene responsavel por codificar proteinas formadoras das
ligacdes dissulfeto (dsb) e sobre o papel de tais componentes inter e intramoleculares na
estrutura do envelope celular das erliquias. Embora acidos nucléicos codificantes de genes dsb
apresentem significante divergéncia entre diferentes géneros de bactérias, as proteinas Dsb
(thio-dissulfoxido oxidorredutases) possuem fung¢des e dominios conservados entre estes
microorganismos. Eles sdo, portanto, excelentes alvos para ensaios moleculares género-
especificos (DOYLE et al., 2005).

Analises adicionais de genes que sofrem pressdo do hospedeiro (ex., familias génicas
de proteinas de membrana externa) podem elucidar a diversidade e a evolucao de cepas
distintas geograficamente (PINYOOWONG et al., 2008). Assim, a regulacdo da
antigenicidade de superficie, parece ser um importante mecanismo para o estabelecimento da
infeccdo persistente, tal como a EMC, no hospedeiro. Mesmo a patogénese da doenca sendo
pouco compreendida, familias multigénicas descritas em membros de géneros relacionados
tais como: Ehrlichia, Anaplasma e Cowdria, podem estar envolvidas na variagdo da expressao
antigénica de superficie, relacionada a evasao da resposta imune (McBRIDE et al., 2000).

Proteinas imunodominantes de peso molecular de 28 KDa a 32 KDa presentes na
membrana externa de E. ruminantium, E. chaffeensis e E. canis sdo codificadas por familias
multigénicas homologas do gene p28, também chamado p30. Andlises comparativas deste
gene entre tais patdgenos revelaram a presenca de quatro regides conservadas separadas por
trés regides altamente varidveis. Assim, a ocorréncia de genes multiplos contendo regides
conservadas e variaveis nas erliquias pode resultar em recombinac¢des genéticas levando a

variag0es nos epitopos imunogénicos de superficie (REDDY et al., 1998).
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A diversidade no gene p28 ja foi relatada entre isolados de E. chaffeensis (YU et al.,
1999). Porém, estudos t€ém demonstrado que o gene p28 apresenta-se conservado entre sete
isolados de E. canis da América do Norte, permitindo o desenvolvimento de vacinas e de
antigenos para diagnéstico (McBRIDE et al., 1999).

Estudos de hibridizacdo gendmica mostraram alta variabilidade no gene p44 entre
cepas de 4. phagocytophilum. O gene pertence a familia multigénica OMP1-44 que codifica
proteinas de superficie semelhantemente ao gene p28 de E. canis (HOTOPP et al., 2006).

O desenvolvimento de métodos de diagndstico sorologicos € moleculares eficientes,
bem como o de vacinas efetivas para a erliquiose monocitica canina ¢ dependente do real
entendimento sobre a diversidade genética de E. canis (ZHANG et al., 2008). Além disso, o
isolamento do patdgeno em cultura celular auxiliara na melhor caracterizacdo do agente e
providenciara a area geografica para a aplicacdao de antigeno especifico na utilizacao de testes
sorologicos sensiveis (UNVER et al., 2001).

Ha relatos de diversos isolamentos e caracterizacdo genética de cepas de E. canis em
todo o mundo (KEYSARY et al.,, 1996; AGUIRRE et al., 2004; AGUIAR et al., 2008).
Porém, at¢ o momento, somente trés isolados foram propagados em laboratorios no Brasil:
um no Rio de Janeiro — RJ (TORRES et al., 2002), outro em Jaboticabal — SP (AGUIAR et
al., 2007) e o terceiro em S3ao Paulo — SP (AGUIAR et al., 2008). Sendo os dois ultimos
detalhados geneticamente.

No presente estudo, casos clinicos de erliquiose monocitica canina no municipio de
Uberlandia — MG foram investigados para a confirmagdao da presenga do patdgeno,

isolamento e comparagdo deste com isolados provenientes de diferentes regioes.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Isolar E. canis de caes naturalmente infectados de Uberlandia — MG e avaliar a

existéncia de polimorfismos entre o isolado local e cepas de diferentes localidades.

2.2. Objetivos especificos

e Identificar cdes naturalmente infectados com EMC através da ‘“nested-PCR”no
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (HOVET - UFU).

e Isolar uma cepa local de E. canis in vitro.

e (Clonar fragmentos do gene dsb e p28 dos isolados local e Sao Paulo de E. canis.

e Sequenciar, analisar a identidade e a presenca de polimorfismos entre os fragmentos

clonados e os dados referentes a outros isolados disponiveis no GenBank.
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3. Material e Métodos

3.1. Origem do isolado local de E. canis

Um cdo macho de cinco anos, ra¢a Poodle, foi atendido no Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Uberlandia (HOVET - UFU) em junho de 2009, apresentando apatia,
febre, mucosas hipocoradas e historico recente de infestagdo pelo carrapato R. sanguineus.
Amostras de sangue periférico e total para esfregaco sanguineo, hemograma, isolamento em
cultura celular ¢ PCR foram coletadas. Posteriormente, o animal recebeu tratamento com
doxiciclina e transfusdo sanguinea. O protocolo experimental foi previamente aprovado pelo
Comité de Etica na Utilizagdo de Animais da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA-
UFU) (ANEXO).

3.2. Isolamento e cultivo do isolado local de E. canis

A amostra de sangue heparinizado destinada ao isolamento foi coletada
assepticamente da veia jugular do animal naturalmente infectado. A amostra foi estocada a
4°C até o momento do processamento realizado no mesmo dia da coleta. Apds a
centrifugacdo da amostra, o plasma foi descartado e as células foram processadas de acordo
com Paddock e colaboradores (1997) com algumas modificagdes. Inicialmente, o material foi
diluido em solugao salina balanceada de Hanks (HBSS) estéril sem cloreto de calcio, cloreto
de magnésio, sulfato de magnésio e vermelho de fenol (Gibco Brl, Grand Island, NY, USA)
na propor¢do 1:1. A fracdo leucocitaria foi separada em Histopaque 1083 (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA), ressuspensa em 5 mL de meio Dulbecco’s Modified Eagle’s
(DMEM) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) com 20% de soro de bezerro (HyClone
Laboratories, Logan, Utah, USA) e mantida em garrafa de cultura de 25 cm’ a 37°C e 5% de
CO; para o cultivo leucocitario primario. Apds 24 horas, os leucécitos foram inoculados em
garrafa de cultura de 25 cm” contendo monocamada néo infectada de células DH82, linhagem
celular continua estabelecida por Wellmam e colaboradores (1988) a partir de células
progenitoras de um histiocitoma canino (ATCC n®: CRL-10389; gentilmente fornecidas pelo
Prof. Dr. Marcelo B. Labruna, Universidade de Sao Paulo). Para o crescimento e manutencao
celular foi utilizado o meio DMEM acrescido de 5% de soro de bezerro, renovado

parcialmente a cada 2-3 dias e mantido a 37°C e 5% de CO, (AGUIAR, 2006).
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A cultura celular foi monitorada a cada 5 dias para a presenca de morulas através de
esfregacos da monocamada celular corados com Kit Pandtico Rapido (Laborclin, Pinhais, PR,
BR) e através da “nested-PCR” do gene 16S rRNA para a confirmagdo da infec¢ao. Quando a
monocamada desta primeira passagem apresentou minimo de 50% de infecgdo, aliquotas
foram inoculadas em novas monocamadas de DH82 ndo infectadas, a fim de estabelecer
novas passagens. Este procedimento foi realizado em passagens subsequentes, até que a
monocamada apresentasse 90 a 100% de infeccdo apods poucos dias de inoculagdo,

caracterizando o estabelecimento do isolado local em cultivo celular.

3.3. Extraciio de DNA genomico

O DNA das amostras sanguineas e do pellet de células DH82 infectadas com a cepa
local foi obtido por extragdo manual conforme Azevedo e colaboradores (2003) com
modificac¢des.

Inicialmente, retirou-se uma aliquota de 500 pL. de cada amostra e adicionou-se 1000
pL de tampao de lise celular gelado (320 mM de sacarose; 100 mM de Tris HCI; 5 mM de
MgCly; 1% de Triton X-100; pH 7,5). Apds centrifugagdo a 6.800 g por 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 400 pL de master mix (10 mM de EDTA; 10 mM
de NaCl; 0,5% de SDS; 10 mM de Tris HCL; pH 7,5) para a ressuspensdo do pellet. As
amostras foram entdo incubadas durante 2 horas com a enzima proteinase K (10 mg/mL) a
65°C e centrifugadas a 17.900 g durante 5 minutos para decantar os debris celulares. O
sobrenadante foi coletado, 200 uL. de NaCl saturado (7M) foi adicionado e incubado em gelo
durante 10 minutos. Apos nova centrifugagdo a 17.900 g durante 15 minutos, o sobrenadante
foi coletado e 1000 puL de etanol absoluto gelado foi adicionado a fim de precipitar o DNA.
Apos centrifugacdo (17.900 g durante 10 minutos) para decantar o DNA precipitado, o
sobrenadante foi descartado, o pellet foi lavado com 1000 pL de etanol 70% gelado e
centrifugado novamente a 17.900 g por 10 minutos. Finalmente, descartou-se o sobrenadante,
o pellet foi diluido em 200 pL de agua ultrapura, quantificado através do espectrofotometro
NanoDrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, Montchanin, DE, USA) e estocado a -20°C até
sua utilizagao.

Paralelamente, o DNA de células DHS2 infectadas com o isolado E. canis Sao Paulo e
de células ndo infectadas, fornecidas pelo Prof. Dr. Marcelo B. Labruna da Universidade de
Sao Paulo, foram extraidos para utilizagdo como controles positivo e negativo nas reagdes de

PCR.
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3.4. Reacido em cadeia pela polimerase (PCR)

Amostras de sangue e aliquotas de células DHS82 infectadas com o isolado local foram
submetidas a “nested-PCR” para amplificacdo do gene 16S rRNA de Ehrlichia spp. a fim de
confirmar a infec¢do. Apos a confirmagdo do isolamento, a amplificacdo dos genes dsb e p28
dos isolados local e Sdo Paulo foi realizada por meio de PCR convencional para a clonagem e
sequenciamento dos fragmentos.

A extragdo de DNA, a elaboracdo do mix para o PCR e as reagdes de amplificacao
foram realizadas em salas diferentes com o intuito de evitar a contaminacdo das amostras. Os
produtos amplificados foram separados por um sistema de eletroforese horizontal (Loccus
Biotecnologia LCH, Sao Paulo, SP, BR) em gel de agarose 1,5% e visualizados com brometo
de etideo sob luz ultravioleta no transiluminador ImageMaster VDS (Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ, USA). Em todas as reacdes foram incluidos um controle positivo (DNA de E.
canis isolado Sdo Paulo) e pelo menos um negativo (dgua ou DNA de células DH82 nao

infectadas) para assegurar a confiabilidade dos resultados.

3.4.1. Amplificacdo do gene 16S rRNA

Utilizou-se a “nested-PCR” para a amplificacdo do gene 16S rRNA conforme Murphy
et al. (1998) com modificacdes. Dois pares de primers: ECC (5'- AGA ACG AAC GCT GGC
GGC AAG C -3") combinado com o primer reverso ECB (5'- CGT ATT ACC GCG GCT
GCT GGC A -3") e ECANS (5° CAA TTA TTT ATA GCC TCT GGC TAT AGG A 3’)
combinado com HE3 (5> TAT AGG TAC CGT CAT TAT CTT CCC TAT 3’) foram
utilizados para amplificar fragmentos com 478 bp e 365 bp, respectivamente. Enquanto o
primeiro par de primers ¢ designado para identificar um amplo espectro de Ehrlichia spp., o
segundo ¢ especifico para E. canis.

A reagdo foi composta de 100 — 200 ng de DNA; 25 pmol de cada primer; 0,2 mM de
cada nucleotideo dATP, dTTP, dCTP e dGTP (Promega, Fitchburg, WI, USA); 2 mM MgCly;
1,25 U Platinum Taq Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); tampao da Taq contendo
50 mM KClI e 20 mM Tris-HCI e dgua ultrapura para completar o volume final de 50 pL.

Utilizou-se PCR com partida a quente, na qual a enzima ¢ adicionada apos a
desnatura¢do inicial de 3 minutos a 94°C. A reagdo consiste em dois programas de ciclos que
foram realizados no termociclador Mastercycler personal (Eppendorf, Edison, NJ, USA). No

primeiro, utilizam-se os outer primers ECC e ECB com desnaturacdo inicial a 94°C por 3
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minutos, seguida de 30 ciclos de desnatura¢do a 94°C por 1 minuto, anelamento a 65°C por 2
minutos e extensdo a 72°C por 2 minutos. Ao final, uma extensdo a 72°C por 5 minutos. Para
o segundo ciclo, utiliza-se 5 uL. do produto amplificado na primeira reacao, em um novo mix
com inner primers ECANS e HE3. Para esta reacao foi utilizada uma desnaturagdo inicial a
94°C por 3 minutos, seguida de 3 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a
55°C por 2 minutos e extensdo a 72°C por 1,5 minuto. Em seguida, iniciam-se 37 ciclos de
desnaturagdo a 92°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 2 minutos e extensdao a 72°C por

1,5 minuto. Ao final, uma extensao a 72°C por 5 minutos.

3.4.2. Amplificaciao do gene dsb

Para a amplificacdo do gene dsb, utilizou-se o primer dsb-330 (5> GAT GAT GTC
TGA AGA TAT GAA ACA AAT 3’) combinado com o primer reverso dsb-728 (5’ CTG
CTC GTC TAT TTT ACT TCT TAA AGT 3’) para amplificar um fragmento de 409 bp.

A reacao continha 100 — 200 ng de DNA; 25 pmol de cada primer; 0,25 mM de uma
mistura contendo cada nucleotideo dATP, dTTP, dCTP e dGTP (Promega, Fitchburg, WI,
USA); 2 mM MgCly; 1,25 U Platinum Taq Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA);
tampao da Taq contendo 50 mM KCl e 20 mM Tris-HCI e 4gua ultrapura para completar o
volume final de 50 pL conforme descrito por Doyle e colaboradores (2005) modificado.

Foi utilizada uma desnaturagdo inicial a 95 °C por 2 minutos, seguida de 30 ciclos de
desnaturagdo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por
2 minutos e uma extensao final a 72°C por 5 minutos no termociclador Mastercycler personal

(Eppendorf, Edison, NJ, USA).

3.4.3. Amplificacdo do gene p28

Os primers 793 (5 GCA GGA GCT GTT GGT TAC TC 3’) e 1330 (5 CCT TCC
TCC AAG TTC TAT GCC 3’) foram utilizados para amplificar um fragmento de 518 bp do
gene p28 conforme McBride e colaboradores (1999) modificado.

A reacdo de amplificagdo foi realizada com: 100 — 200 ng de DNA; 25 pmol de cada
primer; 0,25 mM de uma mistura contendo cada nucleotideo dATP, dTTP, dCTP e dGTP
(Promega, Fitchburg, WI, USA); 2 mM MgCl,; 1,25 U Platinum Taq Polimerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA); tampao da Taq contendo 50 mM KCl e 20 mM Tris-HCI e agua

ultrapura para completar o volume final de 50 pL.
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Inicialmente, as amostras foram desnaturadas 95 °C por 2 minutos, seguidos de 30 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 1 minuto, extensdao a 72°C por
2 minutos e uma extensao final a 72°C por 5 minutos no termociclador Mastercycler personal

(Eppendorf, Edison, NJ, USA).

3.5. Purificacio dos amplicons

Apos a visualizacao do gel de agarose, as bandas de amplificacdo dos genes dsb e p28
dos isolados local e Sao Paulo foram cortadas e colocadas em eppendorfs contendo 13 de vidro
(Synth, Sdo Paulo, SP, BR) para a purificagdo do DNA amplificado. As amostras foram entdao
centrifugadas repetidamente a 2.200 g durante 10 minutos até que acima da 1a de vidro apenas
existisse agarose. Acrescentou-se acetato de amoénia 7,5 M, etanol absoluto gelado e
glicogénio 10 pg/mL ao volume filtrado para precipitar o DNA. O material foi deixado
overnight a -20°C. Ap0s tal periodo, efetuou-se uma centrifuga¢do a 13.200 g durante 20
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se etanol 70% para ressuspender o
pellet. O material foi novamente centrifugado como descrito anteriormente, o sobrenadante
foi descartado e o pellet foi seco a temperatura ambiente. O pellet foi ressuspenso em agua
ultrapura estéril, quantificado no espectrofotdometro NanoDrop ND-1000 (Nanodrop
Technologies, Montchanin, DE, USA), sujeito a eletroforese em gel de agarose 1% e estocado

a -20°C até sua utilizagdo nas reagdes de clonagem.

3.6. Clonagem dos genes dsb e p28

3.6.1. Reacao de ligacao

Os produtos purificados do gel de agarose foram inseridos em vetor plasmidial
pGEM-T Easy (Promega, Fitchburg, WI, USA) (Figura 2), o qual provém de um sistema de
clonagem de produtos da PCR preparado pela clivagem com a enzima de restricdo EcoV e
adi¢do de timidina nas extremidades 3’. Essas timidinas localizadas na posi¢do 3’ do sitio de
clonagem aumentam a eficiéncia da ligacdo do produto da PCR no plasmideo, prevenindo a
recircularizagdo do vetor e oferecendo uma base compativel para os produtos da PCR
amplificados por algumas polimerases termoestaveis. Para a selecdo dos clones positivos, o
vetor possui um gene de resisténcia a ampicilina e promotores para RNA polimerase T7 e

SP6, seguido do sitio multiplo de clonagem dentro da regido codificadora o-peptideo da
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enzima [-galactosidase. A inativagdo do a-peptideo pela insercdo do fragmento de DNA no
sitio de clonagem permite a detec¢do dos clones positivos pela auséncia de cor, sendo que os
clones negativos apresentam-se azulados (NAKAGHI, 2008).

As reagdes de ligacdo entre os produtos purificados do gel de agarose e o vetor
pGEM-T Easy foram executadas conforme indicacdes do kit. Posteriormente, as amostras

foram incubadas overnight a 14°C para obten¢do do nimero méaximo de clones.
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Figura 2. Mapa do vetor de clonagem pGEM-T Easy.

3.6.2. Transformacao das bactérias Escherichia coli competentes

O processo de transformagdo baseia-se na introducdo de um DNA exdgeno
(plasmideo) em uma célula hospedeira bacteriana (£. coli). Uma vez dentro da bactéria, como
o DNA possui origem de replicagdo autonoma, ou seja, capacidade de se replicar
independentemente da replicacdo do cromossomo bacteriano, produzirda inimeras copias
idénticas dentro da célula transformada.

O produto da reacdo de ligagdo (3ul) foi misturado levemente com 200 pL de
bactérias eletrocompetentes E. coli XL1Blue, colocado em cuveta gelada e eletroporado em
Eletroporador Bio-Rad (Bio-Rad, Berkeley, CA, USA). Apos eletroporagdo adicionou-se,
rapidamente a cuveta, ]| mL de meio SOC (triptona, extrato de levedura, NaCl, glicose e

MgCl,) lavando-a com o meio por duas vezes. O material coletado foi incubado por 1 hora a
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37°C em shaker a 250 rpm e plaqueado em 100 pL de meio LB sélido contendo 100 pg/mL
de ampicilina para crescimento das colonias bacterianas transformadas e resistentes

(AZEVEDO et al., 2003).

3.6.3. Minipreparaciao do DNA plasmidial

Colonias bacterianas transformadas incolores (clones positivos) foram inoculadas em
5 mL de meio LB liquido contendo ampicilina (100 pg/mL) e incubadas a 37°C por 16-24
horas, sob agitagdao (250 rpm) para replicagcdo. Posteriormente, realizou-se a lise bacteriana
para a obten¢do do DNA plasmidial conforme Azevedo e colaboradores (2003) com algumas
modificagdes. Inicialmente as amostras foram centrifugadas a 6.000 g durante 20 minutos e o
sobrenadante foi descartado. As células foram ressuspensas em 200 pL de GET (glicose 20%;
EDTA 0,5 M pH 8; Tris-HCI 1 M pH 7,4) e incubadas em gelo por 5 minutos. Em seguida
foram adicionados 240 pL de solugdao II (NaOH 2 M, SDS 10%) recém preparada e
homogeneizou-se por inversdao. Apos a lise celular foram adicionados 150 pL de solugdo II1
(acetato de potassio 3M) e 2 pL de RNase (10 mg/mL). As amostras foram incubadas por 10
minutos e centrifugadas (4.000 g) durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido
para outro tubo, ao qual foram adicionados 100 puL de isopropanol e centrifugou-se (4.000 g)
durante 45 minutos a 20 °C. O pellet foi lavado com 600 pL de etanol 70% gelado e
ressuspenso em 20 pL de agua ultrapura estéril. O DNA plasmidial foi quantificado no
espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, Montchanin, DE, USA) e

visualizado em gel de agarose 0,8%.

3.7. Sequenciamento dos genes dsb e p28

No minimo, trés amostras clone de cada gene foram submetidas a reacdo de
sequenciamento utilizando o Kit DYEnamic ET Dye Terminator em sequenciador automatico
MegaBace 1000 (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA), segundo seu manual
de instrugdes, o qual preconiza a utilizagdo dos oligonucleotideos iniciadores “M13 foward”
(5’-GTA AAA CGA CGC CGC CCA-3’) e “M13 reverse” (5’-AAC AGC TAT GAC CAT
G-3’) ao sequenciamento do plasmideo pGEM-T Easy.
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3.8. Analises in silico

Todas as sequéncias de nucleotideos obtidas foram editadas utilizando o algoritmo
CAP3 do Software BioEdit (HALL, 1999) e analisadas pelo programa BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) com a finalidade de procurar e comparar genes similares
disponiveis no GenBank, banco de dados internacional. J& as sequéncias de aminoacidos
foram traduzidas pelo programa Expasy Proteomics Server
(http://ca.expasy.org/tools/dna.html). O alinhamento das sequéncias de nucleotideos e
aminodcidos foi realizado pelo programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994)
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw). Os indices antigénicos das sequéncias protéicas foram
deduzidos pelo algoritmo de antigenicidade Jameson-Wolf através do Software Lasergene

(JAMESON; WOLF, 1888) (DNASTAR Inc., Madison, WI, USA).

3.9. Numero de acesso as sequéncias de nucleotideos

As sequéncias de nucleotideos do gene dsb utilizadas para comparacao neste estudo
estdo disponiveis no GenBank com os seguintes numeros de acesso: E. canis Jaboticabal,
DQ460716; E. canis Sao Paulo, DQ460715; E. canis Camardes, DQ124260; E. canis Jake,
CP000107 e E. canis Oklahoma, AF403710. Ja4 o produto amplificado do gene p2§ foi
comparado as sequéncias dos isolados Jaboticabal, EF014897; Sao Paulo, DQ460713; VHE,
AF165815; Jake, CP000107 e Oklahoma, AF078553.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://ca.expasy.org/tools/dna.html
http://www.ebi.ac.uk/clustalw
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=72393774&dopt=GenBank&RID=MCR7XHGK013&log$=nucltop&blast_rank=1
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4. Resultados
4.1. Caso clinico

Anélise hematoldgica do cdo aparentemente infectado com E. canis, revelou
trombocitopenia (contagem de plaquetas: 33 x 10°/uL™), anemia (hematdcrito: 11,8%;
hemoglobina: 3,7 g/dL; contagem de células vermelhas: 1,8 x 10%uL™) e leucocitose

(contagem de células brancas: 20,6 x 10°/uL™") com desvio a esquerda. Porém ndo foram

observadas morulas no esfregaco sanguineo de capilar auricular.
4.2. Isolamento e cultivo do isolado local de E. canis

A “nested-PCR”, utilizando primers especificos para amplificagdo de um fragmento
do gene 16S rRNA de E. canis, amplificou o produto esperado de 365 bp a partir do DNA
extraido tanto do sangue total do cdo quanto da monocamada de células DHS8?2 infectadas apds

13 dias de inoculagao (Figura 3).

PM 1
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N
N

600hp

200b <—365bp

Figura 3. “Nested-PCR”, produtos da amplificacdo dos primers HE3 e ECANS para E. canis. PM: padrao de
peso molecular de 100 bp. Coluna 1: amostra do cdo naturalmente infectado (sangue). Coluna 2: amostra de
DHS82 com o isolado local aos 13 dias pés-inoculag@o (cultura celular). Coluna 3: amostra de DH82 (cultura
celular). Coluna 4: controle positivo de E. canis isolado Sdo Paulo (cultura celular). Coluna 5: controle negativo
da reag@o (dgua). Os produtos foram corados com brometo de etideo, revelados em gel de agarose 1,5% e

observados sob luz ultravioleta.



38

Entretanto, inclusdes citoplasmaticas compativeis com Ehrlichia spp. foram
encontradas nestas células apos 26 dias de inoculagdo (Figura 4). O isolado replicou-se
lentamente, alcancando 90 — 100% de infec¢do apds 3 meses. Porém, apds sucessivas
inoculacdes em células DH82 ndo infectadas, o mesmo passou a atingir 90 — 100% de

infeccdo em 15 dias.

— ~ 5

e®, , _

Figura 4. Fotomicrografia de células DH82 infectadas por E. canis isolado local sob a forma de moérulas (setas)

aos 26 dias pos-inoculag@o. Coloragdo pelo Panotico Rapido. Barra: 10 um.
4.3. Caracterizacio molecular dos isolados local e Sao Paulo de E. canis

Amostras de células DH82 infectadas com os isolados local ou Sdo Paulo de E. canis
apresentaram-se positivas nas PCRs dos genes dsb e p28, com produtos amplificados de 409
bp e 518 bp, respectivamente (Figura 5).

Sequéncias parciais dos genes dsb (401 bp) e p28 (526 bp) da cepa Sao Paulo
cultivada em células DH82 na cidade de Uberlandia — MG nomeadas como E. canis Sao
Paulo CC, foram obtidas apds o ressequenciamento deste isolado. Também realizou-se o
primeiro sequenciamento de um novo isolado, denominado E. canis Uberlandia, o qual
resultou em sequéncias parciais dos genes dsb com 400 nucleotideos e p28 com 528
nucleotideos. Tais sequéncias foram depositadas no GenBank ¢ encontram-se disponiveis sob
os numeros de acesso GU586135 e GU951532, respectivamente.

Apds a exclusdo das porcdes correspondentes aos primers, as sequéncias geradas
foram analisadas quanto a similaridade em relacdo a outras cepas de E. canis acessiveis no

GenBank. Assim, pode-se observar alto grau de identidade entre elas (Tabela 1).
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Figura 5. PCR, produtos da amplificagdo dos primers 330 e 728 para gene dsb (A) e dos primers 793 e 1330
para gene p28 (B). PM: padrdo de peso molecular de 100 bp (A ¢ B). Colunas 1 — 6 (A): amostras positivas de E.
canis isolado local. Colunas 7 ¢ 8 (A): controles negativos da reacdo (agua). Colunas 9 — 12 (A): amostras
positivas de E. canis isolado S&do Paulo. Colunas 1 — 5 (B): amostras positivas de E. canis isolado local. Coluna 6
(B): controle negativo da reag@o (dgua). Colunas 7 — 12 (B): amostras positivas de E. canis isolado Sdo Paulo.

Os produtos foram corados com brometo de etideo, revelados em gel de agarose 1,5% e observados sob luz

ultravioleta.

Tabela 1. Similaridade entre as sequéncias parciais de nucleotideos referentes aos genes dsb e p28 do isolado E.

canis Uberlandia e as diferentes cepas de E. canis disponiveis.

Isolados de E 1 Similaridade das sequéncias génicas (%)
solados de E. canis

dsb p28

E. canis Séo Paulo 100 97
E. canis Jaboticabal 100 98
E. canis Camardes 100 Na
E. canis Jake 99 96

E. canis Oklahoma 99 96
E. canis VHE Na 98

T , ~ . ;7 . . , ~ N
Numeros de acesso no GenBank estdo disponiveis no Material e Métodos. Na: ndo avaliado.
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Polimorfismos em trés nucleotideos do gene dsb de E. canis foram observados entre os

isolados de Uberlandia e da América do Norte (Figura 6).

Uberlandia = =  —=—————— - oo AAGATATGAAACAAATAGTACAA 23
Jaboticabal ~ @ —————--—-"—-—-""""""————————— == AGTACAA 7
SaoPaulo = = =  —-mmmmmm e e e — AGTACAA 7
SaoPauloCC = =  ——————————————————————————— ATGATGTCTGAAGATATGAAACAAATAGTACAA 33
Oklahoma TTTGATTACT CATGCGGCTATTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAAACAAATAGTACAA 360
Jake TTTGATTACT CATGCGGCTATTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAAACAAATAGTACAA 360
Cameroon =  —---m——mm———————————— TTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAAACAAATAGTACAA 40
Uberlandia GACGGTAAAGTGCATGTTATATTCAGAGATT TTCCAATACTTGGTGAGTCTTCACTCAAA 83
Jaboticabal GACGGTAAAGTGCATGTTATATTCAGAGATT TTCCAATACTTGGTGAGTCTT CACTCAAA 67
SaoPaulo GACGGTAAAGTGCATGTTATATTCAGAGATT TTCCAATACTTGGTGAGTCTT CACTCAAA 67
SaoPauloCC GACGGTAAAG TGCATGTTATATTCAGAGATT TTCCAATACTTGGTGAGTCTT CACTCAAA 93
Oklahoma GACGGTAAAGTGCATGTTATATTCAGAGATT TTCCAATACTTGGTGAGTCTTCACTCAAA 420
Jake GACGGTAAAGTGCATGTTATATTCAGAGATT TTCCAATACTTGGTGAGTCTTCACTCAAA 420
Cameroon GACGGTAAAGTGCATGTTATATTCAGAGATT TTCCAATACTTGGTGAGTCTTCACTCAAA 100
Uberlandia GTTGCCCAAGCAGCACTAGC TGTACATATGATTAATCCAAATAAGTACATAGACTTCTAT 143
Jaboticabal GTTGCCCAAGCAGCACTAGC TGTACATATGATTAATCCAAATAAGTACATAGACTTCTAT 127
SaoPaulo GTTGCCCAAGCAGCACTAGC TGTACATATGATTAATCCAAATAAGTACATAGACTTCTAT 127
SaoPauloCC GTTGCCCAAGCAGCACTAGC TGTACATATGATTAATCCAAATAAGTACATAGACTTCTAT 153
Oklahoma GTTGCCCAAGCAGCACTAGC TGTACATATGATTAATCCAAATAAGTACATAGACTTCTAT 480
Jake GTTGCCCAAGCAGCACTAGC TGTACATATGATTAATCCAAATAAGTACATAGACTTCTAT 480
Cameroon GTTGCCCAAGCAGCACTAGC TGTACATATGATTAATCCAAATAAGTACATAGACTTCTAT 160
Uberlandia TATGCAGCAC TACATTACAAGCAACAGTTTAATGATGAGTCAATATTAAGTATCATAAAA 203
Jaboticabal TATGCAGCAC TACATTACAAGCAACAGTTTAATGATGAGTCAATATTAAGTATCATAAAA 187
SaoPaulo TATGCAGCAC TACATTACAAGCAACAGTTTAATGATGAGTCAATATTAAGTATCATAAAA 187
SaoPauloCC TATGCAGCAC TACATTACAAGCAACAGTTTAATGATGAGTCAATATTAAGTATCATAAAA 213
Oklahoma TATGCAGCAC TACATTACAAGCAACAGTTTAATGATGAGTCAATATTAAGTATCATAAAA 540
Jake TATGCAGCAC TACATTACAAGCAACAGTTTAATGATGAGTCAATATTAAGTATCATAAAA 540
Cameroon TATGCAGCAC TACATTACAAGCAACAGTTTAATGATGAGTCAATATTAAGTATCATAAAA 220
Uberlandia TCAATAGGTATAACTGAAGAAGACTTCAAAG TATCATTAGCAAAAAATGCTGATGCTATA 263
Jaboticabal TCAATAGGTATAACTGAAGAAGACTTCAAAG TATCATTAGCAAAAAATGCTGATGCTATA 247
SaoPaulo TCAATAGGTATAACTGAAGAAGACTTCAAAGTATCATTAGCAAAAAATGCTGATGCTATA 247
SaoPauloCC TCAATAGGTATAACTGAAGAAGACTTCAAAGTATCATTAGCAAAAAATGCTGATGCTATA 273
Oklahoma TCAATAGGTATAACTGAAGAAGACTTCAAAG TATCATTAGCAAAAAATGCTGATGCTATA 600
Jake TCAATAGGTATAACTGAAGAAGACTTCAAAGTATCATTAGCAAAAAATGCTGATGCTATA 600
Cameroon TCAATAGGTATAACTGAAGAAGACTTCAAAG TATCATTAGCAAAAAATGCTGATGCTATA 280
Uberlandia GACAAAATGATACAATCTAC CAGAGAACTAGCACAGAACATTAATATAAGGGGCACTCCT 323
Jaboticabal GACAAAATGA TACAATCTAC CAGAGAACTAGCACAGAACATTAATATAAGGGGCACTCCT 307
SaoPaulo GACAAAATGA TACAATCTAC CAGAGAACTAGCACAGAACATTAATATAAGGGGCACTCCT 307
SaoPauloCC GACAAAATGA TACAATCTAC CAGAGAACTAGCACAGAACATTAATATAAGGGGCACTCCT 333
Oklahoma GACAAAATGATACAATCTAC CAGAGAACTAGCACAGAACATTAATATAAGGGGCACTCCT 660
Jake GACAAAATGA TACAATCTAC CAGAGAACTAGCACAGAACATTAATATAAGGGGCACTCCT 660
Cameroon GACAAAATGA TACAATCTAC CAGAGAACTAGCACAGAACATTAATATAAGGGGCACTCCT 340
Uberlandia GCTATCATAG TAGGGGATACATTTATCGGTGGTGCAGCTGATATATCAACTT TAAGAAGT 383
Jaboticabal GCTATCATAG TAGGGGATACATTTATCGGTGGTGCAGCTGATATATCA-——— ———————~— 355
SaoPaulo GCTATCATAG TAGGGGATACATTTATCGGTGGTGCAGCTGATATATCA-——- ———————— 355
SaoPauloCC GCTATCATAG TAGGGGATACATTTATCGGTGGTGCAGCTGATATATCAACTT TAAGAAGT 393
Oklahoma GCTATCATAG TAGGGGATACATTTATCGGTGGTGCAGCTGATATATCAACTT TAAGAAGT 720
Jake GCTATCATAG TAGGGGATACATTTATCGGTGGTGCAGCTGATATATCAACTT TAAGAAGT 720
Cameroon GCTATCATAG TAGGGGATACATTTATCGGTGGTGCAGC—————————————————————— 378
Uberlandia AAAATA( GAGCAGAA---- 400

Jaboticabal ~ = -—--—---—f=p--—---—--

SaoPaulo = —--mm-——mmem——————— -

SaoPauloCC AAAATAGA==—————————-— 401

Oklahoma AAAATAGATATGCAGAAATAA 741

Jake AAAATAGATATGCAGAAATAA 741

Cameroon = -—----——-E=gb-——-—-—-—-

Figura 6. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas do gene dsb dos seguintes isolados de E. canis: Uberlandia,
Jaboticabal, Sdo Paulo, Sdo Paulo CC, Oklahoma, Jake ¢ Camardes. As bases nucleotidicas divergentes estdo

selecionadas. As sequéncias foram extraidas do GenBank e alinhadas pelo programa computacional ClustalW.
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Consequentemente, as sequéncias de aminoacidos apresentaram uma unica diferenca
representada pela substitui¢do de uma metionina (M) nos isolados norte americanos por um
glutamato (E) no isolado local (posicao 244).

Ja a sequéncia parcial do gene p28 de E. canis Uberlandia apresentou dezoito
polimorfismos com os isolados Sdo Paulo CC, VHE, Sao Paulo, Jake, Oklahoma e
Jaboticabal (Figura 7). O isolado de Oklahoma foi o que obteve a maior quantidade de
variacoes, apresentando dezessete bases nucleotidicas diferentes.

As divergéncias apresentadas entre as sequéncias de aminodcidos dos diferentes
isolados de E. canis considerados em comparagdo ao novo isolado brasileiro estdo
apresentadas na Tabela 2. Pode-se notar que todos os isolados apresentam aminoécidos
diferentes nas posigoes 153, 154 e 249.

Apenas uma base nucleotidica do gene p28 foi diferente entre a sequéncia previamente
publicada de E. canis Sdo Paulo (AGUIAR et al., 2008) e a ressequenciada neste estudo
(Figura 7). Esta diferenca baseou-se na substituicdo de uma guanina (G) por uma adenina (A)
(posicao 469), que resultou na troca de um aspartato (D) por uma asparagina (N) na sequéncia
deduzida de aminoacidos (Tabela 2).

Os determinantes antigénicos foram delineados a partir do perfil linear da superficie
das proteinas P28 deduzidas do diferentes isolados de E. canis. Os polimorfismos entre estas
sequéncias de aminoacidos resultaram em apenas algumas diferengas de antigenicidade entre

1solados (Figura 8).



SaoPauloCC - ———TTGCAGGAGCTETT GGT TAGT CAA TGGGT GG CCCAAGAATAGAAC TTGAAGTTCTG 56

VHE e et et - ~-AATGGGTGGCCCAAGAATAGAACTTGAAGTTCTG 34

SaoPaulo e e - —-AATGGGTGGCCCAAGAATAGAACTTGAAGTTCTG 34

Jake GGGT TT GCAGGAGCTAITT GGT TANT CAATGGGT GGCCCAAGAATAGAACTTGAAGTTCTG 360
Ok lahoma -———--——----GCTA[TTGGT TAIT CAATGGGTGGCCCAAGAATAGAACTTGAAGTTCTG 48

Jaboticabal GGGT TT GCAGGAGCTAITT GGT TA[NIT CAATGGGT GGCCCAAGAATAGAACTTGAAGTTCTG 360
Uberlandia -———-————-—-GCTETT GGT TA|T CAATGGGT GGCCCAAGAATAGAACTTGAAGTTCTG 48

SaoPauloCC TACGAGACATTCGATGTGAAAAATCAGAACAATAATTATAAGAACGGCGCACACAGATAC 116
VHE TACGAGACATTCGATGTGAAAAATCAGAACAATAATTATAAGAACGGCGCACACAGATAC 94

SaoPaulo TACGAGACATTCGATGTGAAAAATCAGAACAATAATTATAAGAACGGCGCACACAGATAC 94

Jake TACGAGACATTCGATGTGAAAAATCAGAACAATAATTATAAGAACGGCGCACACAGATAC 420
Ok lahoma TACGAGACATTCGATGTGAAAAATCAGAACAATAATTATAAGAACGGCGCACACAGATAC 108
Jaboticabal TACGAGACATTCGATGTGAAAAATCAGAACAATAATTATAAGAACGGCGCACACAGATAC 420
Uberlandia TACGAGACATTCGATGTGAAAAATCAGAACAATAATTATAAGAACGGCGCACACAGATAC 108
SaoPauloCC TGTGCTTTATCTCATCATAGT TCAGCRA AT GCAAGTAACAAATTTGTT 176
VHE TGTGCTTTATCTCATCATAGT TCAGCAA CAT GCAAGTIAACAAATTTGTT 154
SaoPaulo TGTGCTTTATCTCATCATAGT TCAGCRA AT GCAAGTGACAAATTTGTT 154
Jake TGTGCTTTATCTCATCATAGT TCAGCAA AT GCAAGTIAACAAATTTGTT 480
Ok lahoma TGTGCTTTATCTCATCATAGT TCAGCAA CAT GCAAGTIAACAAATTTGTT 168
Jaboticabal TGTGCTTTATCTCATCATAGT TCAGCAA AT GCAAGTAIACAAATTTGTT 480
Uberlandia TGTGCTTTATCTCATCATAGT TCAGCRA AT GCAAGTAACAAATTTGTT 168
SaoPauloCC TTCTTAAAAAATGAAGGGTTAAT TGACT TATCATT TATGATAAATGCATGCTATGACATA 236
VHE TTCT TAAAAAATGAAGGGTTAAT TGACT TATCATT TATGATAAATGCATGCTATGACATA 214
SaoPaulo TTCTTAAAAAATGAAGGGTTAAT TGACT TATCATT TATGATAAATGCATGCTATGACATA 214
Jake TTCT TAAAAAATGAAGGGTTAAT TGACT TATCATT TATGATAAAT GCATGCTATGACATA 540
Ok lahoma TTCTTAAAAAATGAAGGGTTAAT TGACT TATCATT TATGATAAATGCATGCTATGACATA 228
Jaboticabal TTCT TAAAAAATGAAGGGTTAAT TGACT TATCATT TATGATAAAT GCATGCTATGACATA 540
Uberlandia TTCTTAAAAAATGAAGGGTTAAT TGACT TATCATT TATGATAAATGCATGCTATGACATA 228
SaoPauloCC ATAATTGAAGGAATGCCTTTT TCACCTTATATTTGTGCAGGT GTTGGTACTGATGTTGTT 296
VHE ATAATTGAAGGAATGCCTTTT TCACCTTATATTTGTGCAGGT GTTGGTACTGATGTTGTT 274
SaoPaulo ATAATTGAAGGAATGCCT TTT TCACCTTATATT TG TGCAGGT GTTGGTACTGATGTTGTT 274
Jake ATAATTGAAGGAATGCCTTTT TCACCTTATATT TGTGCAGGT GTTGGTACTGATGTTGTT 600
Ok lahoma ATAATTGAAGGAATGCCTTTT TCACCTTATATT TGTGCAGGT GTTGGTACTGATGTTGTT 288
Jaboticabal ATAATTGAAGGAATGCCTTTT TCACCTTATATTTGTGCAGGT GTTGGTACTGATGTTGTT 600
Uberlandia ATAATTGAAGGAATGCCTTTT TCACCTTATATT TGTGCAGGT GTTGGTACTGATGTTGTT 288
SaoPauloCC TCCATGTTTGAAGCTATAAAT CCTAAAATTTCTTACCAAGGAAAACTAGGATTAGGTTAT 356
VHE TCCATGTTTGAAGCTATAAATCCTAAAATTTCTTACCAAGGAAAACTAGGATTAGGTTAT 334
SaoPaulo TCCATGTTTGAAGCTATAAAT CCTAAARATTTCT TACCAAGGAAAACTAGGAT TAGGTTAT 334
Jake TCCATGTTTGAAGCTATAAAT CCTAAAATTTCTTACCAAGGAAAACTAGGAT TAGGTTAT 660
Ok lahoma TCCATGTTTGAAGCTATAAAT CCTAAAATTTCT TACCAAGGAAAACTAGGAT TAGGTTAT 348
Jaboticabal TCCATGTTTGAAGCTATAAATCCTAAAATTTCTTACCAAGGAAAACTAGGATTAGGTTAT 660
Uberlandia TCCATGTTTGAAGCTATAAAT CCTAAAATTTCTTACCAAGGAAAACTAGGAT TAGGTTAT 348
SaoPauloCC AGTATAAGT TCAGAAGCCTCTGT TT TTATCGGT GGACACT TTCACAGAGTCATAGGTAAT 416
VHE AGTATAAGT TCAGAAGCCTCTGT TT TTATCGGT GGACACT TTCACAGAGTCATAGGTAAT 394
SaoPaulo AGTATAAGT TCAGAAGCCTCTGT TT TTATCGGT GGACACT TTCACAGAGTCATAGGTAAT 394
Jake AGTATAAGT TCAGAAGCCTCTGTTT TTATCGGTGGACACT TTCACAGAGTCATAGGTAAT 720
Ok lahoma AGTATAAGT TCAGAAGCCTCTGT TT TTATCGGT GGACACT TTCACAGAGTCATAGGTAAT 408
Jaboticabal AGTATAAGT TCAGAAGCCTCTGT TT TTATCGGT GGACACT TTCACAGAGTCATAGGTAAT 720
Uberlandia AGTATAAGT TCAGAAGCCTCTGT TT TTATCGGT GGACACT TTCACAGAGTCATAGGTAAT 408
SaoPauloCC GAATTTAGAGACATCCCTGCTATGGITCCTAGT T CTTCC ACCAATTT 476
VHE GAATTTAGAGACATCCCTGCTATGGITCCTAGT T CTTCC ACCAATTT 454
SaoPaulo GAATTTAGAGACATCCCTGCTATGGITCCTAGT T CTTCC ACCAATTT 454
Jake GAATTTAGAGACATCCCTGCTATGGITCCTAGT T CTTCC ACCAATTT 780
Ok lahoma GAATTTAGAGACATCCCTGCTATGGITCCTAGT T CTTCC ACCAATTT 468
Jaboticabal GAATTTAGAGACATCCCTGCTATGGITCCTAGT T CTTCC ACCAATTT 780
Uberlandia GAAT TTAGAGACATCCCTGCTATGGGTCCTAGT T CTTCC ACCAATTT 468
SaoPauloCC GCAATAGTAACAC TAAAT GTG TG TCACT TTGAEAIT AGAAC TT GGAGGANG--[F-F-- - - 526
VHE GCAATAGTAACACTAAATGTGTGTCACTTTGG AGAACTTGGAGGANGG --- 505
SaoPaulo GCAATAGTAACACTAAATGTIGTGTCACTTT - | ——-—————————- --- 484
Jake GCAATAGTAACACTAAATGTGTGTCACTTTGGTTI AGAACTT GGAGG. GAITT CTT 839
Ok lahoma GCAATAGTAACACTAAATGTGTGTCACTTTGGT T AGAACTT GGAGG. GAITT CTT 527
Jaboticabal GCAATAGTAACACTAAATGTGTGTCACTTTGGT T AGAACTT GGAGG. GAITT CTT 839
Uberlandia GCAATAGTAACACTAAATGTGTGTCACT TTGGCATAGAACTT GGAGG. {GART) CTT 528
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Figura 7. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas do gene p28 dos seguintes isolados de E. canis: Sdo Paulo
CC, VHE, Sao Paulo, Jake, Oklahoma, Jaboticabal ¢ Uberlandia. As bases nucleotidicas divergentes estdo

selecionadas. As sequéncias foram extraidas do GenBank e alinhadas pelo programa computacional ClustalW.
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Tabela 2. Diferencas entre aminodcidos traduzidos do gene p28 do isolado E. canis Uberlandia e diferentes

cepas de E. canis disponiveis.

Isolados de E. canis'

Posicdo do aminoacido’

151 5 154 157 249 252 254 257 272 278 279 280
E. canis Uberlandia S P G N G E S K I N Q L
E. canis Séo Paulo CC . S S . v G N E . Na Na Na
E. canis Séo Paulo . S S D v G N E Na Na Na Na
E. canis Jaboticabal ° S S ° v ° ° ° L N
E. canis Jake ) S S ° v G N E L N F
E. canis Oklahoma N S S ° v G N E L N Na
E. canis VHE N S S ° \Y G N E ° Na Na Na

1 , ~ . 7 . . 7 ~ .
Numeros de acesso no GenBank estao disponiveis no Material e Métodos. Na: nao avaliado.

2 . , . A e . . A .
Pontos representam aminoacidos idénticos ao isolado E. canis Uberlandia.

177

Uberlandia ©

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ™
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 8 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160

Figura 8. Comparagéo dos indices de antigenicidade das proteinas traduzidas a partir das sequéncias parciais do

gene p28 para os seguintes isolados de E. canis: Uberlandia, Sdo Paulo CC, Sdo Paulo, Jaboticabal, Jake,

Oklahoma e VHE. As regides com valores acima de zero representam determinantes antigénicos potenciais. Os

epitopos divergentes entre os isolados em relag@o ao isolado local de E. canis estdo selecionados. A escala indica

a posicdo do aminoacido na sequéncia deduzida.
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5. Discussao

Apesar da distribui¢do mundial de E. canis e de sua importancia tanto na medicina
veterinaria quanto na saude publica, a quantidade de informagdes a respeito de sua
variabilidade antigénica permanece insuficiente. Assim, o isolamento de cepas em cultura
celular ¢ fundamental para a caracterizacdo do agente e identificagdo de antigenos especificos
presentes em determinada area geografica para a elaboragao de testes diagndsticos confiaveis
e vacinas efetivas.

O presente trabalho relatou o isolamento e caracterizagdo genética parcial de uma nova
cepa de E. canis encontrada em cdo naturalmente infectado do municipio de Uberlandia —
MG, designada isolado E. canis Uberlandia. Procedimento similar foi realizado em Sao Paulo
— SP, o qual relatou resultados semelhantes (AGUIAR, 2006).

O cdo atendido apresentou sinais clinicos e hematologicos compativeis com a EMC
aguda. A trombocitopenia ¢ o achado mais frequente em cdes experimentalmente e
naturalmente infectados por E. canis e estd associada a cascata de coagulacdo, a resposta
inflamatéria e a diminui¢ao da meia-vida das plaquetas pelo desenvolvimento de anticorpos
antiplaquetarios (MACHADO et al., 2004; MENDONCA et al., 2005; GAUNT et al., 2010).
J& a anemia estd relacionada a supressdo da eritropoiese e a destruicdo acelerada destas
células, que ocorre progressivamente durante a fase aguda da doenga (TENORIO et al., 2007).

O isolamento e cultivo in vitro de E. canis utilizando células DH82, provenientes de
um histiocitoma canino, vém sendo realizados em diversas partes do mundo (KEYSARY et
al., 1996; UNVER et al.,, 2001; AGUIRRE et al., 2004; AGUIAR et al., 2008). A
monocamada de células DH82 cultivadas neste estudo, apresentou inclusdes citoplasmaticas
caracteristicas do isolado local aos trinta dias apos a inoculag@o, periodo similar também
descrito para as cepas espanhola (AGUIRRE et al., 2004) e brasileiras Jaboticabal (AGUIAR
et al., 2007) e Sdo Paulo (AGUIAR et al., 2008). Entretanto as moérulas da cepa VHE isolada
de humano na Venezuela, puderam ser vistas precocemente, apds 4 dias de inoculagdo em
cultura celular (PEREZ et al., 1996). Estudos que utilizaram a cultura primaria de mondcitos
caninos para o isolamento de E. canis relataram a visualizacdo de moérulas apés 7 a 9 dias
(KEYSARY et al., 1996; GUTIERREZ et al., 2008). O tempo requerido para a cultura celular
tornar-se positiva ndo ¢ influenciado apenas pelo tipo de cepa, mas também pelo nimero de
organismos erliquiais presentes no indculo (IQBAL; RIKIHISA, 1994b).

A amplificag@o parcial do gene 16S rRNA através da “nested-PCR” mostrou-se util a

detec¢do molecular de E. canis. Embora a PCR convencional permita detectar todos os
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membros de Ehrlichia spp. e identificar as espécies de acordo com a aplicagdo de primers
espécie-especificos, sua sensibilidade ¢ influenciada pelo tipo de amostra e pela baixa
concentracdo do agente durante a fase cronica da doenca (HARRUS et al., 1998). A “nested-
PCR” mostrou-se capaz de detectar precocemente 0,2 pg de DNA purificado de E. canis ao
contrario da PCR convencional que apenas detectou concentragdes superiores a 20 pg
(IQBAL et al., 1994; WEN et al.,, 1997). Além disso, amostras sanguineas de caes
cronicamente infectados por E. canis apresentaram-se positivas através da “nested-PCR”
(HARRUS et al., 1998). Assim, este teste molecular tem apresentado alta sensibilidade e
especificidade no diagnostico da EMC em todas as fases da doenga.

Estudos prévios t€ém demonstrado que alguns genes tais como: 16S rRNA, dsb e p28,
exibem alto nivel de conservagdo entre cepas de E. canis provenientes de diferentes regides
geograficas (PEREZ et al., 1996; AGUIRRE et al., 2004; YU et al., 2007, AGUIAR et al.,
2008; PINYOOWONG et al., 2008; CARDOSO et al., 2010; HSIEH et al., 2010). No entanto,
uma comparacdo soroldgica sugeriu a existéncia de variabilidade antigénica entre isolados de
diferentes regides do mundo (HEGARTY et al., 1997).

O fragmento parcial do gene dsb analisado neste estudo demonstrou completa
conservagdo (100%) com as sequéncias correspondentes dos isolados Sao Paulo, Jaboticabal e
Camardes. Porém, polimorfismos foram encontrados entre o isolado local e as cepas norte
americanas (Jake e Oklahoma), levando a substituigdo de um aminodcido hidrofilico
(glutamato) por um apolar hidrofébico (metionina), respectivamente. Embora as propriedades
fisico-quimicas dos aminoacidos sejam consideradas importantes na determinagao estrutural e
funcional protéica, esta alteragdo ndo modificou os determinantes antigénicos potenciais das
diferentes cepas de E. canis em questdo (dados ndo mostrados), sugerindo que tais cepas
possuem perfis similares de antigenicidade. Analises comparativas entre isolados brasileiros
de E. canis e o 1solado norte americano Jake demonstraram total similaridade em relagao ao
gene dsb (AGUIAR et al., 2007; LABRUNA et al., 2007; AGUIAR et al., 2008). Isto pode
estar relacionado ao fato de que tais estudos utilizaram sequéncias comparativas menores,
variando de 350 a 355 bp, ja o presente estudo baseou-se em andlises de fragmentos contendo
400 bp.

O fragmento do gene p28 de E. canis Uberlandia apresentou diversos nucleotideos
diferentes quando comparado as sequéncias correspondentes dos isolados Sado Paulo,
Jaboticabal, Jake, Oklahoma e Venezuela. Estes achados estao de acordo com estudos prévios
que relataram um pequeno nimero de substituigdes no gene p28 do isolado Sdo Paulo em

relagdo aos isolados Jake, Oklahoma e¢ Venezuela (AGUIAR et al., 2008). Entretanto, a
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completa conservacdo deste gene entre isolados de E. canis distintos geograficamente da
América do Norte, sugere que este patdgeno apresenta-se conservado nesta area (McBRIDE
et al., 1999).

Os resultados deste estudo sao consistentes aos achados que relatam a alta conservacao
do gene dsb e a variagdo no gene p28, que codifica proteinas imunodominantes de membrana
sujeitas a pressao imune de diferentes hospedeiro (DOYLE et al., 2005; YU et al., 2007).
Através dessas variagdes, o indice antigénico identificou os determinantes antigénicos
potenciais presentes nas diferentes cepas de E. canis. Similaridades na antigenicidade foram
observadas, mas alguns epitopos apresentaram diferencas, sugerindo que proteinas traduzidas
pelo gene p28 sdo diferentes entre isolados, independentemente da origem.

Substituicdes de aminoacidos em quatro regides variaveis da proteina P28 sdo
responsaveis por diferencas antigénicas entre FE. canis e E. chaffeensis. Porém, a
imunoreatividade documentada e a conservacao da proteina P28 entre sete diferentes isolados
de E. canis na América do Norte, indicam sua aplicacdo como antigeno para diagnostico e
producdao de vacinas (McBRIDE et al., 1999). Tal conservacdo sugere que a expressao
diferencial dos membros da familia génica p28 pode estar envolvida nas infeccdes
persistentes, mais do que os eventos de recombinacdo genética (McBRIDE et al., 2000).

Sequéncias génicas que codificam a proteina imunoreativa gp36 em 34 amostras de
caes naturalmente infectados por E. canis em Taiwan, apresentaram apenas 86,7 — 87,2% de
identidade com outros onze isolados provenientes de diferentes localidades, indicando assim a
caracterizacdo de uma nova cepa (HSIEH et al., 2010).

A substituicdo de uma guanina por uma adenina no fragmento ressequenciado do gene
p28 de E. canis Sdo Paulo, sugere possivel mutagdo neste isolado durante a cultura celular.
Semelhantemente, resultados prévios indicam que o isolado E. canis Israel pode ter sofrido
atenuacao apoOs passagens multiplas em cultura de células (OR et al., 2009). No entanto, o
novo aminoacido traduzido do fragmento ressequenciado apresenta propriedades fisico-
quimicas similares ao aminoécido substituido, provavelmente nao influenciando a atividade
protéica.

A auséncia de diversidade genética entre os isolados de E. canis pode ser explicada
pelo fato de que este parasito vem enfrentando pequena pressdo durante a selecdo natural,
uma vez que ¢ mantido predominantemente em uma espécie Unica de carrapato e de
hospedeiro canino (YU et al.,, 2007). Alternativamente, todos os isolados de E. canis
poderiam ter sido originados a partir de um ancestral comum introduzido recentemente no

ambiente (McBRIDE et al., 2000; PARZY et al., 2009).
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Com o intuito de elucidar a diversidade e a evolugdo das cepas, pesquisas adicionais
sobre os polimorfismos genéticos presentes em isolados de E. canis provenientes de
diferentes areas geograficas e de diferentes hospedeiros, sdo fundamentais para determinar
seu papel na viruléncia e antigenicidade. Assim, diferencas no gene p28, observadas neste
estudo, indicam a necessidade de novos estudos com o intuito de avaliar a aplicagdo deste

antigeno (P28) no diagnostico e na produgdo de vacinas.
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6. Conclusoes

A partir dos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

e O gene dsb do isolado E. canis Uberlandia apresenta conservagao genética e protéica
com os isolados africano e brasileiros, entretanto possui alguns polimorfismos com os
isolados norte americanos;

e O gene dsb do isolado E. canis Uberlandia apresenta perfil antigénico similar aos
isolados da mesma bactéria depositados no GenBank;

e O gene p28 do isolado E. canis Uberlandia possui polimorfismos quando comparado a
todos os isolados da mesma bactéria depositados no GenBank, principalmente em relagdo
aos isolados norte americanos;

e O gene p28 do isolado E. canis Uberlandia apresenta perfil antigénico com alguns
epitopos distintos dos apresentados pelos outros isolados, sugerindo a variacao antigénica
entre isolados, independentemente da origem;

e Nao houve variagdo no perfil protéico do isolado E. canis Sao Paulo apds sucessivas

passagens em cultura celular.



“MECANISMO DE EVASAO IMUNE DE Ehrlichia canis
(Rickettsiales: Anaplasmataceae) IN VITRO”
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1. Introducao

Para que membros da familia Anaplasmataceae, na qual E. canis estd incluida,
consigam infectar os leucécitos de mamiferos, tais microorganismos utilizam estratégias a fim
de garantir tanto sua evasdo a resposta imune do hospedeiro, quanto sua permanéncia
temporaria no interior das células invadidas, essenciais a sua multiplicagdo e consequente
disseminagdo no organismo do hospedeiro.

Quando tais bactérias interagem com as células do hospedeiro, sinais sdao ativados,
tanto no interior da célula quanto na bactéria. Estes sinais desarmam o sistema de alarme, bem
como os mecanismos microbicidas dos leucocitos e condicionam a célula hospedeira a aceitar
estes intrusos no compartilhamento de espago e nutrientes. Sinais ativados no interior das
bactérias permitem que elas regulem seu metabolismo e fisiologia no novo ambiente celular
para que sua permanéncia temporaria nao prejudique a fisiologia da célula hospedeira até que
tenham se multiplicado suficientemente (RIKIHISA, 2003).

Viérias sdo as estratégias utilizadas pelas bactérias 4. phagocytophilum e E. chaffeensis
para que permanecam fora do alcance de diversos mecanismos imunes do hospedeiro. Dentre
elas, pode-se destacar a inibi¢cdo e/ ou atraso de cascatas de sinaliza¢do cruciais a ativagdo dos
fagocitos e as vias de diferenciacdo celular, além da inibicdo da sinalizacdo da citocina
interferon-y (IFN- y) e alteracdo no metabolismo de ferro da célula hospedeira (RIKIHISA,
2006).

A. phagocytophilum prorroga o tempo reduzido de vida dos neutréfilos infectados,
atrasando a apoptose espontidnea destas células para que haja tempo suficiente a sua
replicagdo e dispersdo. Tal resultado ¢ consequéncia do aumento na expressdo de proteinas
anti-apoptoticas da familia Bcl-2, da manutengdo do potencial de membrana mitocondrial e da
prevencdo da ativacdo de caspases 3, relacionados a cascata de sinalizagdo apoptotica (GE et
al., 2005).

De acordo com o hospedeiro no qual E. chaffeensis se encontra, membros da familia
multigénica codificantes de proteinas de membrana externa com 28 KDa (p28) expressam-se
diferentemente (SINGU et al., 2005). Esta adaptacdo ao ambiente do hospedeiro pode estar
relacionada ao escape imune do patdgeno, uma vez que a imunizacdo em camundongos
utilizando proteinas P28 recombinantes conferiu protecdo aos animais (LI et al., 2002).
Resultados semelhantes foram observados para A. phagocytophilum (RIKIHISA, 2010).

Diversas proteinas de superficie pertencentes a estas bactérias também sdo

diferencialmente expressas durante o desenvolvimento intracelular, o que as torna marcadores
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de superficie para a distingdo entre células reticuladas e densamente coradas por microscopia
de imunofluorescénia (NIU et al., 2006; ZHANG et al., 2007). Baseando-se nesta observagao,
c€lulas reticuladas de A. phagocytophilum foram co-localizadas com uma glicoproteina de
membrana 1 associada ao lisossomo (LAMP-1), sugerindo que estagios do ciclo biologico
influenciam a natureza de ligag@o a célula hospedeira e a evasdo da via lisossomo-endossomo-
tardio (NIU et al., 2006).

Para criar um nicho permissivo a replicagdo, a bactéria intracelular deve se ligar a um
receptor apropriado na célula hospedeira, que induz sua internalizagdo sem sinalizagdo anti-
microbiana e sem a fusdo de vesiculas lisossomais (RIKIHIZA, 2006). Assim, a entrada de A.
phagocytophilum e de E. chaffeensis na célula do hospedeiro, ocorre através de um processo
de endocitose mediado por receptores de membrana, chamados cavéolas (LIN; RIKIHISA,
2003a). Os microorganismos sao entdo direcionados a compartimentos, ou inclusdes, onde
ndo hé geracdo de anions superoxido (O,) nem aquisicdo de componentes de endossomos
tardios/lisossomos. A notdvel habilidade destas bactérias em prevenir a geracdo de O,
principal sistema de defesa de monocitos/macrofagos e neutrofilos, esta na ndo ativagdo da
enzima NADPH oxidase pré-existente pela diminuicdo nos niveis dos seus componentes
(MOTT et al., 2002). J& o mecanismo que previne a fusdo destes compartimentos com o0s
lisossomos permanece sob investigacdo. Porém, estudos demonstram a ndo co-localizacdo
entre tais microorganismos e proteinas lisossomais, tais como LAMP-1 e LAMP-3
(BARNEWALL et al., 1997; MOTT et al., 1999). Além de inclusdes contendo E. chaffeensis
apresentarem caracteristicas de endossomos precoces, incluindo os marcadores Rab$,
antigeno 1 de endossomo precoce (EEA1) e receptor de transferrina (TfR) (MOTT et al.,
1999).

Estudos relacionados aos mecanismos de evasdo de E. canis ainda sdo escassos.
Entretanto, Mavromatis e colaboradores (2006) observaram a auséncia de enzimas essenciais
ao metabolismo de peptideoglicanos e aglicares aminados na parede celular deste patdgeno.
Estes achados estdo de acordo com dados experimentais que observaram a dele¢do dos genes
requeridos na biossintese de peptideoglicanos e lipopolissacarideos na membrana externa de
A. phagocytophilum e de E. chaffeensis, o que levaria a um baixo reconhecimento das células
imunes efetoras através de seus receptores “Toll-like 2/4” e consequentemente a uma menor
resposta imune inata do hospedeiro (LIN; RIKIHISA, 2003b). Tais receptores sdao de
reconhecimento padrdo expressos por mondcitos/macrofagos e neutrdfilos, capazes de

reconhecer e se ligar a padroes moleculares associados a patogenos (PAMP) conservados,
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incluindo lipopolissacarideos (LPS) ou peptideoglicanos, presentes na parede celular
bacteriana (RIKIHISA, 2006).

Com o intuito de compensar a perda na estabilidade da parede celular decorrente da
delecao destas estruturas, tais patogenos adquiriram a habilidade de captar colesterol do
hospedeiro. Porém, a perda de peptideoglicanos fornece flexibilidade em acomodar erliquias
em um espago intra-vacuolar limitado, melhorando ainda mais a compatibilidade com
leucocitos e hospedeiros invertebrados (LIN; RIKIHISA, 2003b).

Moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) sdao glicoproteinas
de membrana que apresentam antigenos aos linfocitos T de defesa. Em células infectadas com
E. canis observou-se a ndo expressdo de moléculas de MHC classe II, ja& em células ndo
infectadas tal expressdo variou entre 46,2% a 47,6%. Demonstrando assim, uma estratégia
utilizada pelo patdégeno para diminuir a apresentacdo de antigenos, a producao de citocinas ¢ a
resposta anti-erliquial das células de defesa do hospedeiro (HARRUS et al., 2003).

O sistema de secrecdo tipo IV ¢ ancestralmente relacionado a entrega de
macromoléculas efetoras produzidas pelo parasito para as células alvo eucaridticas. Genes
relacionados a este sistema (VirB e VirD) foram identificados em A. phagocytophilum, E.
chaffeensis e E. canis, cujas proteinas traduzidas apresentam importante fun¢do na interagao
parasito-hospedeiro, associada a sobrevivéncia e replicagdo intracelular do microorganismo
(OHASHI et al., 2002; FELEK et al., 2003).

A compreensao adquirida através do estudo de patdgenos intracelulares obrigatorios e
suas estratégias de evasdo permitem aumentar nosso conhecimento sobre as possiveis
estratégias terap€uticas efetivas. Assim, o presente estudo buscou identificar a co-localizacao
entre a enzima fosfatase acida, classico marcador lisossomal, e inclusdes de E. canis em

cultura celular.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Analisar a fusdo de vacuolos contendo inclusdes citoplasmaticas de E. canis a

endossomos tardios ou lisossomos in vitro.

2.2. Objetivo especifico

e Avaliar ultraestruturalmente a co-localizacao entre a enzima lisossomal fosfatase acida

e inclusoes citoplasmaticas de E. canis em diferentes estagios biologicos.



54

3. Material e Métodos

3.1. Coleta e processamento das amostras para microscopia eletronica

Células DH82 (dog histiocyte) infectadas com o isolado Sdo Paulo de E. canis
apresentando aproximadamente 50% de infec¢do, como demonstrado por esfregagcos da
monocamada celular corados pelo Kit Pandtico Rapido (Laborclin, Pinhais, PR, BR), foram
processadas de acordo com Worth e colaboradores (2009), com algumas modificagdes. Os
dados experimentais foram realizados em quadruplicata para posterior quantificagdo.

Inicialmente, as amostras foram fixadas em solucdo de Karnovsky (glutaraldeido
2,5%; paraformoldeido 2%; tampao cacodilato de sédio 0,1M pH 7,2) durante 1 hora,
centrifugadas (2000 g) para decantar as células por 5 minutos e descartar o sobrenadante. Em
seguida, foram lavadas em tampdo cacodilato de sédio 0,2M por 24 horas, novamente
centrifugadas para descartar o sobrenadante e incubadas durante 1,5 hora a 37°C com agitagao
constante em meio Gormori modificado (13,9 mM de B-glicerofosfato; 1 mM de nitrato de
chumbo; 0,05 M de tampao cacodilato de s6édio pH 5; 0,08% de cloreto de calcio; 5% de
sacarose) para a marcacdo da enzima fosfatase acida dos compartimentos lisossomais. Apos a
marcacdo, as células foram extensivamente lavadas em tampao cacodilato de sodio (0,2M)
durante 6 horas, centrifugadas e incluidas em gelatina (0,5%).

O material foi pds-fixado em solugdo de tetroxido de o6smio a 2% por 1 hora.
Adicionou-se ferrocianeto de potassio 1,25% ao material, e aguardou 30 minutos. As
amostras foram desidratadas em séries crescentes de acetona a 50%, 70%, 80%, 90%, 95%.,

100%, 100% e 100% ficando 5 minutos nos cinco primeiros banhos e 10 minutos nos trés
ultimos. Posteriormente, o material foi colocado em solucdo de resina Epon e acetona na
proporcao 1:1 por 12 horas. Apos esse periodo, a solucdo contendo o material foi colocada na
estufa a 37°C por 12-24 horas. Apds a evaporagdo de toda acetona, os blocos foram incluidos
em resina pura e mantidos durante 2 dias em estufa a 60°C. Finalmente, foram obtidos cortes
ultrafinos no ultramicrétomo, os quais foram contrastados com acetato de uranila e nitrato de
chumbo (BOZZOLA; RUSSELL, 1998).

O mesmo procedimento descrito acima foi aplicado na marcacao de células DH82 nao
infectadas, que compreendem o controle negativo da rea¢do e positivo da marcagdo. Para
assegurar a confiabilidade da marcacdo de fosfatase 4cida, amostras de células DH82 nao

infectadas também foram utilizadas como controle negativo da marcagdo, procedimento no
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qual ndo foi adicionado o substrato (p-glicerofosfato) da enzima fosfatase acida no meio

Gormori modificado.

3.2. Analise das eletromicrografias e quantificacio dos vacuolos contendo E. canis

Os cortes foram analisados e documentados fotograficamente em microscopio
eletronico Zeiss EM-109 acoplado ao sistema de captura de imagens Megaview ™ / Olympus
Soft Imaging Solutions.

Em cada amostra processada, 100 células contendo inclusdes citoplasmaticas de E.
canis foram escolhidas aleatoriamente para a quantificagdo de morulas integras e

deterioradas co-localizadas € ndo co-localizadas com a marcagao de fosfatase acida.

3.2. Analise Estatistica

Com o auxilio do Software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA), aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para analise da distribui¢cdo dos dados.
Como os dados ndo apresentaram distribui¢do normal aplicou-se o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney para constatar a existéncia de possiveis variagdes estatisticamente
significativas entre os endossomos marcados e ndo marcados com a fosfatase acida. Em

ambos os casos, foram utilizados nivel de significancia de 95% (a < 0,05).
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4. Resultados

As analises por microscopia eletronica de transmissdao (MET) revelaram a presenca de
morulas de E. canis isolado Sao Paulo em diferentes estdgios de maturacdo no interior dos
macrofagos caninos. Para verificar se tais morulas estavam localizadas em compartimentos
endossomais tardios ou lisossomais, foi realizada a marcacdo da enzima fosfatase acida
presente em altas concentragdes no interior destas organelas.

Observou-se marcacao tanto nos compartimentos citoplasmaticos contendo morulas
integras (Figura 9) quanto nos endossomos com morulas deterioradas (Figura 10). Porém a

porcentagem de morulas deterioradas apresentou maior marcagdo em relagdo as morulas

integras (Figura 11).

E HV | Mag " B DH82 / E.canis
80 KV|20000 x 1um

Figura 9. Eletromicrografia de célula DH82 contendo morula integra de E. canis isolado S@o Paulo. Marcagdes

de fosfatase acida sdo observadas no interior da moérula (setas). Nucleo (N).
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DHB82 / E.canis
2 Um

Figura 10. Eletromicrografia de células DH82 infectada por E. canis isolado Sdo Paulo. Marcagdes de fosfatase
acida sdo observadas no interior das morulas deterioradas (setas). Porém o mesmo ndo ocorre no interior da

morula integra (MI). Lisossomos marcados (*). Nucleo (N).
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Figura 11. Comparacdo da porcentagem de endossomos contendo morulas integras e deterioradas de E. canis
isolado Sdo Paulo, marcadas com a enzima fosfatase acida. Os dados representam a mediana de quatro
experimentos independentes analisados pelo teste de Mann-Whitney. *Significancia estatistica entre os grupos

(a £0,05).
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Assim, embora a ausé€ncia de marcacao também tenha sido observada em endossomos
contendo morulas integras (Figura 12) ou deterioradas da bactéria (Figura 13), andlises
estatisticas revelaram que morulas integras de E. canis praticamente ndo se fundem a
compartimentos lisossomais (Figura 14) e que mesmo nao havendo diferenga significativa

entre a quantidade de morulas degradadas marcadas e ndo marcadas (Figura 15), as

degradadas permitem maior fusdo lisossomal quando comparadas as integras (Figura 11).

DH82 / E. canis
20000 x 1 um

Figura 12. Eletromicrografia de célula DH82 contendo morula integra de E. canis isolado Sdo Paulo sem

marcagdes de fosfatase dcida (MI). Lisossomo marcado (*). Nucleo (N).
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<
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Figura 13. Eletromicrografia de célula DH82 contendo mérula deteriorada de E. canis isolado Sao Paulo sem

marcagdes de fosfatase dcida (MD). Lisossomos marcados (*).
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Figura 14. Comparagdo da porcentagem de endossomos contendo morulas integras e deterioradas de E. canis
isolado Sdo Paulo, ndo marcadas com a enzima fosfatase acida. Os dados representam a mediana de quatro

experimentos independentes analisados pelo teste de Mann-Whitney. *Significancia estatistica entre os grupos

(< 0,05).
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Figura 15. Comparagdo de numero de endossomos contendo morulas deterioradas de E. canis isolado Séo
Paulo, marcadas e ndo marcadas com a enzima fosfatase acida. Os dados representam a mediana de quatro
experimentos independentes analisados pelo teste de Mann-Whitney. N2o houve significancia estatistica entre

os grupos (o> 0,05).

Nao houve co-localizagdo entre os corpos elementares endocitados e a marca¢do de

fosfatase 4cida no interior dos macrofagos caninos (Figura 16).

~ DH82/E. canis
1 um

Figural6. Eletromicrografia de célula DH82 contendo corpo elementar de E. canis isolado Sdo Paulo sem

marcacdo de fosfatase acida (CE). Lisossomos marcados (*). Nucleo (N).
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5. Discussao

Microorganismos ndo adaptados a sobrevivéncia intracelular sdo geralmente
destruidos pela interagdo com macréfagos e células polimorfonucleares fagociticas. A
principal fungdo efetora destas células ¢ matar bactérias fagocitadas através da fusdo dos
lisossomos aos fagossomos, possibilitando assim o contato de enzimas proteoliticas
lisossomais ao microorganismo (ABBAS, 2009). Assim, bactérias intracelulares obrigatorias
desenvolveram diversos mecanismos para evadir desta resposta imune do hospedeiro, os quais
envolvem adaptagdes que garantem a sobrevivéncia e replicacdo do parasito no interior de
diferentes compartimentos intracelulares nas células eucarioticas do hospedeiro. Algumas
estratégias baseiam-se no bloqueio da fusao lisossomal as inclusdes bacterianas como ocorre
com a Mycobacterium tuberculosis, no escape de vesiculas fagociticas para a replicacdo no
citoplasma da célula como a Listeria monocytogenes e na adaptacdo a compartimentos acidos
como a Coxiella burnetii ( HACKSTADT, 1998).

Ehrlichia spp. sobrevive e replica-se exclusivamente dentro de inclusdes no interior de
leucoécitos, tais como, mondcitos € macroéfagos que sdo células efetoras da imunidade inata
para a defesa antimicrobiana. Portanto, as erliquias precisam converter o ambiente hostil do
hospedeiro em um ambiente propicio ao seu desenvolvimento (BARNEWALL et al., 1997).

A citoquimica para fosfatase 4cida marca endossomos tardios e lisossomos, bem como
vactolos que se fundem a estas organelas (HACKSTADT, 1998). Assim, os resultados aqui
apresentados demonstraram que inclusdes citoplasmaticas integras de E. canis praticamente
ndo se fundem a compartimentos lisossomais. Semelhantemente, estudos prévios nao
indicaram nenhum vacuolo contendo N. risticii ou A. phagocytophilum com marcacdo de
fosfatase acida em células ndo tratadas com o antibidtico oxitetraciclina. Uma vez tratadas, as
células apresentaram aumento significativo na co-localizagdo de marcadores lisossomais e
vacuolos contendo o parasito, sugerindo que este farmaco prejudica a estratégia destas
bactérias em inibir a fusdo lisossomal. A inibicdo desta fusdo € especifica aos vactolos
parasitoforos, pois os parasitos intracelulares ndo inibem a fusdo lisossomal com fagossomos
contendo particulas de latex fagocitadas pela mesma célula (WELL; RIKIHISA, 198S;
GOKCE et al., 1999). Além disso, estudos prévios sugerem que E. chaffeensis localiza-se em
endossomos precoces, ja que ndo houve a co-localizagcdo entre este parasito e marcadores
lisossomais LAMP-1 e LAMP-3, mas houve co-localiza¢do com os marcadores Rab5, EEA1
e TR, caracteristicos destes endossomos (BARNEWALL et al., 1997; MOTT et al., 1999). A

ndo co-localizagdo entre inclusdes de A. phagocytophilum e estes marcadores lisossomais



62

também foi observada, no entanto, nenhuma co-localiza¢do com marcadores de endossomos
precoces foi visualizada, sugerindo o isolamento deste parasito do trafico vesicular endocitico
(MOTT et al., 1999).

A evasao da fusao lisossomal pelas inclusdes erliquiais ¢ fundamental a sobrevivéncia
e replicagdo deste patdgeno, apesar de se basear em diferentes estratégias de acordo com a
espécie de Ehrlichia spp. (RIKIHISA, 2003).

Interessantemente, no presente trabalho algumas inclusdes citoplasmaticas integras de
E. canis apresentaram marcacdo fosfatase acida positiva, assim como outras inclusdes
degradadas. Segundo Niu e colaboradores (2006), células HL-60 (human promyelocytic
leukemia) possuem receptores para internalizacdo de A. phagocytophilum em replicagdo, ou
seja, conseguem internalizar bactérias em estadgios precoces de infeccdo. A co-localizagdo
entre estas bactérias e LAMP-1, sugere que a internalizacdo de bactérias no estagio de
desenvolvimento inicial ndo conduz a infec¢do, uma vez que direciona os endossomos a fusao
lisossomal.

Células contendo inclusdes citoplasmaticas de E. canis deterioradas apresentaram
marcagdo para a enzima fosfatase acida (= 50%). Este resultado estd de acordo com estudos
que demonstraram a alta fusdo fagossomo-lisossomal em células contendo Salmonella
typhimurium, M. tuberculosis ou T. gondii inativados em relacao aos viaveis (JOINER et al.,
1990; BUCHMEIER; HEFFRON, 1991; CLEMENS; HORWITZ, 1995). Assim,
microorganismos intracelulares inativos ou mortos perdem a habilidade de inibir a fusdo
fagossomo-lisossomal. Contudo, ndo se pode descartar a possibilidade do processo inibidor da
fusdo fagossomo-lisossomal eventualmente falhar (NIU et al., 2006), o que permitiria a fusao
e consequentemente a degradagdo das bactérias, ou seja, a degradacdo poderia ser efeito e ndo
causa da fusdo. Assim as poucas inclusdes marcadas contendo bactérias aparentemente
integras (< 2,5%) teriam sofrido fusdo recente e as bactérias ainda ndo teriam sofrido
deterioragdo. As inclusdes contendo bactérias deterioradas e ndo marcadas (< 50%), também
corrobora com esta possibilidade, pois mesmo contendo bactérias deterioradas o processo de
fusdo ndo ocorreu.

Analises adicionais sobre a presenga ¢ a auséncia de diferentes marcadores de
compartimentos relacionados a via fagossomo-lisossomal em endossomos contendo E. canis
podem elucidar os possiveis mecanismos que impedem a fusdo fagossomo-lisossomal na

célula hospedeira, permitindo a elaboracdo de novas estratégias terapéuticas.
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6. Conclusao

A partir dos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

e O isolado E. canis Sao Paulo inibe a fusdo de endossomos aos lisossomos, como

mecanismo de evasdo ao sistema imune do hospedeiro.
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