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Brazilian Spotted Fever (BSF) is an infectious disease transmitted by ticks to humans.
A new human rickettsial infection was reported to cause spotted fever in the State of Sao
Paulo and was named Rickettsia sp. Strain Atlantic Forest. This study aimed to detect and
identify proteins with potential to stimulate the immune system of mammalian host of this
new strain described. Therefore, we performed total protein extraction Rickettsia sp. Strain
Atlantic Forest. The extracted proteins were fractionated by electrophoresis. The protein
bands were transferred to nitrocellulose membrane by electrical migration and subjected
to Western blot for protein detection. In all, seven immunoreactive proteins were detected.
Two proteins showed higher abundance, with molecular weight of 200 and 130 kDa res-
pectively. By comparing existing proteomic maps and the molecular weight of these pro-
teins showed that, it is suggested that the two proteins detected representing rOmpA (200
kDa) and rOmpB (130 kDa). The other detected proteins had lower occurrence and mole-
cular weight less than 78 kDa, which may represent members of the cell surface antigens
Family (Sca - Surface cell antigen). The detected proteins may serve as a study based on the
development of sensitive and specific diagnostic methods in the development of vaccines
and they enable further studies to more effective therapies.

INDEX TERMS: Immunoreactive proteins, Rickettsia sp. Atlantic Forest strain, rickettsial diseases,
intracellular bacteria, Brazilian Spotted Fever, immunogenic proteins.

RESUMO.- A Febre Maculosa Brasileira (FMB) é uma doen-
c¢a infecciosa, transmitida por carrapatos ao homem. Uma
nova riquetsiose humana foi descrita como causadora de
Febre Maculosa no Estado de Sdo Paulo, sendo denominada
de Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica. O presente trabalho
teve como objetivo detectar e identificar proteinas com po-
tencial de estimular o sistema imune de hospedeiro mami-
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fero, desta nova cepa descrita. Para tanto, foi realizado a ex-
tracdo proteica total de Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica.
As proteinas extraidas foram fracionadas por eletroforese.
As bandas proteicas foram transferidas para membranas
de nitrocelulose por migracdo elétrica e submetidas a téc-
nica de Western-blot, para detecgdo proteica. Ao todo sete
proteinas imunorreativas foram detectadas. Duas proteinas
apresentaram maior abundancia, com peso molecular, de
200 e 130 kDa respectivamente. Através da comparacgdo de
mapas protedmicos existentes e pelo peso molecular que
estas proteinas apresentaram, sugere-se que as duas pro-
teinas detectadas representem rOmpA (200 kDa) e rOmpB
(130 kDa). As demais proteinas detectadas apresentaram
menor ocorréncia e peso molecular inferior a 78 kDa, po-
dendo representar membros da familia de antigenos de
superficie celular (Sca - Surface cell antigen). As proteinas
detectadas poderao servir como base de estudo na elabo-
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racdo de métodos diagnoésticos sensiveis e especificos, no
desenvolvimento de vacinas, além de possibilitarem novos
estudos para terapias mais eficazes.

TERMOS DE INDEXAGAO: Proteinas imunorreativas, Rickettsia sp.
cepa Mata Atlantica, riquetsiose, bactéria intracelular, Febre Ma-
culosa Brasileira, protefnas imunogénicas.

INTRODUCAO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) é uma doenga zoono-
tica febril aguda, que tem como agente etioldgico as bac-
térias do género Rickettsia. As riquétsias sdo bactérias
da ordem Rickettsiales, familia Rickettsiaceae, subgrupo
a-Proteobacteria e caracterizam-se por serem gram-nega-
tivas, intracelulares obrigatorias, cocobaciliar pleomorficas,
visiveis a microscopia 6ptica comum (Raoult & Roux 1997).

As diferentes espécies pertencentes ao género Rickett-
sia sdo classificadas em cinco grupos distintos: Grupo do
Tifo (Thyphus Group - TG), Grupo de Transi¢cdo (Transi-
tional Group - TRG), Grupo Canadensis (Canadensis group
- CG), Grupo Belli (Belli Group - BG) e Grupo da Febre
Maculosa (Spotted Fever Group - SFG), sendo este ultimo
composto por mais de 22 espécies e subespécies (Weinert
et al. 2009). Atualmente no Brasil, cinco espécies circulan-
tes foram identificadas: Rickettsia rickettsii, Rickettsia riphi-
cephali, Rickettsia amblyommi, Rickettsia felis e Rickettsia
parkeri. No entanto, no Brasil, as principais espécies rela-
cionadas aos sinais clinicos em humanos foram R. rickettsii
e R. parkeri (Labruna et al. 2001). Estudos no Estado do Rio
Grande do Sul descreveram R. parkeri como principal agen-
te causador da doenca (Sangioni et al. 2011).

R. parkeri, foi isolada pela primeira vez em Amblyom-
ma maculatum, na Costa do Golfo dos Estados Unidos da
América em 1937, porém foi considerada ndo patogénica
(Parker et al. 1939). Apenas em 2004 foi classificada como
responsavel por causar Febre Maculosa em humanos, sen-
do considerada agente de uma leve ou moderada doenca
em muitos paises do continente Americano (Paddock et
al. 2004). Uma nova riquetsiose humana foi descrita como
causadora de FMB no Estado de Sdo Paulo, apresentando
um quadro clinico semelhante em infec¢des causadas por
R. parkeri (Spolidorio et al. 2010). Este novo agente riquet-
sial foi denominado de Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica
devido a sua similaridade filogenética com as espécies R.
parkeri, Rickettsia africae e Rickettsia sibirica (Spolidorio et
al. 2010). Além do Brasil, este novo agente foi identificado
em outros paises da América Latina, como Colombia e Ar-
gentina, e na América Central (Lopes et al. 2016, Parola et
al. 2013, Londofio et al. 2014, Monje et al. 2015). Estudos
epidemiolégicos demonstraram que as espécies envolvidas
na transmissao do agente sdo Rhipicephalus sanguineus,
Amblyomma aureolatum e Amblyomma ovale, sendo esta
ultima considerada o principal vetor envolvido na dissemi-
nacdo de Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica no Estado de
Sado Paulo (Medeiros et al. 2011, Szab6 et al. 2013).

Devido a sua natureza intracelular obrigatéria, a ma-
nipulagdo genética das bactérias pertencentes ao género
Rickettsia tem sido dificultada. Alternativamente, os perfis
de expressdo de proteinas (proteoma) tém sido utilizados

para identificar os mecanismos de patogénese e diferenciar
espécies riquétsiais reconhecendo a especificidade da res-
posta imune do hospedeiro frente as moléculas de superfi-
cie celular, referidas como proteinas de membrana externa
(OMP) (Anacker et al. 1987). Mapas protedmicos tem sido
o foco de diversas pesquisas envolvendo principalmente R.
parkeri, Rickettsia prowazekii, Rickettsia conorii e R. felis.
(Chao et al. 2004, Renesto et al. 2005a, Ogawa et al. 2007,
Pornwiroon et al. 2009). Além das proteinas de membra-
na conhecidas (rOmpA e rOmpB) novas proteinas envolvi-
das na traducdo e no metabolismo tém sido identificadas
(Renesto et al. 2005a). Diante disso, este estudo teve como
objetivo detectar e identificar proteinas desta nova cepa
descrita, com o potencial de estimular o sistema imune do
hospedeiro.

MATERIAL E METODOS

Infeccdo experimental. O antigeno foi obtido a partir de cé-
lulas VERO (green monkey kidney cells) infectadas com Rickettsia
sp. cepa Mata Atlantica, mantidas em meio de cultivo (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium® - DMEM, Life Technologies Corporation)
com soro fetal bovino a 10%, cultivadas em garrafas de cultivo
celular de 50mL e incubadas em estufa microbiolégica a 28°C,
sendo realizadas trés passagens em monocamadas celulares. O
nivel de infec¢do celular foi monitorado através da identificagdo
do agente por meio da coloragdo de Gimenez, nas células infecta-
das e desprendidas da monocamada inoculada. A partir da tltima
passagem, o tapete celular infectado foi desprendido através de
um scraper e, juntamente com o meio de cultivo, foi transferido
para tubos Falcon® estéreis com capacidade para 50 mL, na con-
centracdo final de 2,5 x 10° células VERO infectadas/mL.

Para obtencdo de soro hiperimune, utilizou-se um coelho do-
méstico (Oryctolagus cuniculus), do sexo masculino, com idade de
aproximadamente 90 dias, com peso inicial de 2,0 kg, sem contato
prévio com carrapatos e produtos acaricidas. O animal foi inocu-
lado com 2,5x10° células VERO infectadas com Rickettsia sp.cepa
Mata Atlantica via intraperitoneal. Apds 21 dias de infecgdo, foi
coletado o sangue pela veia auricular e posteriormente obtido o
soro sanguineo. A amostra foi aliquotada, identificada e armaze-
nada a -70°C até o momento de uso.

Reacio de imunofluorescéncia indireta (IFI). A amostra de
soro sanguineo foi submetida a IFI, a partir de laminas sensibili-
zadas com antigenos brutos da cepa Mata Atlantica, conforme a
descri¢do de Horta et al. (2004), para a confirmacgdo da presenca
de anticorpos contra Rickettsia sp. O soro sanguineo foi diluido
a partir de 1:64 em Tampao salina fosfato (PBS) (NaCl 8g/L, KCI
0,2g/L, Na,HPO, 1,44g/L, KH,PO, 0,24g/L). Em seguida, 15uL do
material diluido foi depositado sobre cada poco das laminas de
IFI e incubados em cdmara umida a 37°C por 30 minutos. As la-
minas foram lavadas com solu¢do de Tampao de Lavagem (NacCl
8g/L, KCl 0,2g/L, Na,HPO, 1,44g/L, KH,PO, 0,24g/L, Triton®
X-100 1g/L) e mantidas em cuba com a mesma solu¢do durante
10 minutos, por duas vezes. Apds a secagem, foram incubadas a
37°C por 30 minutos com isotiocianato de fluoresceina conjugado
com imunoglobulina G anti-coelho (Sigma®) na diluigio de 1:300.
Posteriormente foram novamente lavadas e coradas em cama-
ra escura, em solugdo de Tampao de Lavagem e corante azul de
Evans a 0,2%. Apds as laminas estarem completamente secas, fo-
ram cobertas com glicerina tamponada e inserida a laminula para
realizar a leitura em microscépio com luz ultravioleta (Olympus
BX60, Japan) com objetiva de 40x.

Extracido das proteinas totais. A extragdo das proteinas to-
tais foi realizada através da utilizagdo do tampao Radio-Immuno-

Pesq. Vet. Bras. 37(1):52-57, janeiro 2017



54 Caroline S. Oliveira et al.

precipitation Assay (RIPA Buffer - Sigma®) seguindo as recomen-
dacdes do fabricante. As células VERO infectadas com Rickettsia
sp.cepa Mata Atlantica foram removidas por centrifugacdo a 450 x
g por 5 minutos. O meio suspendido foi cuidadosamente retirado
por aspiracdo. O pellet de células foi ressuspendido e lavado duas
vezes com 1mL de PBS. Centrifugou-se a 450xg por 5 minutos e
o meio suspendido foi retirado. Posteriormente foi adicionado
300uL de RIPA Buffer, seguido de homogeneizacdo em um agita-
dor para tubos e a solucdo armazenada a 2°C por 5 minutos. O
lisado foi centrifugado a 8000 x g por 10 minutos a 4°C para se-
dimentar os detritos celulares. O sobrenadante contendo a solu-
¢do proteica foi cuidadosamente transferido para um microtubo,
onde foi adicionado 3 pL de coquetel inibidor de protease (Sig-
ma®) e armazenado a -202C até o momento de uso.

SDS-PAGE. Os extratos proteicos foram homogeneizados com
igual volume de tampao de amostra (Tris-HCI 0,065M, SDS 2%,
glicerol 10%, azul de bromofenol 0,0005% e (-mercaptoetanol
2,5%) e aquecidos a 90°C por 4 minutos. As amostras preparadas
foram centrifugadas a 14.000xg e submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida a 12% para o gel de separacdo e 7,5% para o
gel de aplicagdo, sob 120V por 90 minutos em tampao Tris-glicina
(Tris base 25mM pH 8,3, glicina 250mM e SDS 0,1%). O gel foi
preparado com solugdo de acrilamida 30%, SDS 10%, APS 10%,
TEMED (0,1%) e 1,5M de Tris HCl com pH de 8,8 para preparacao
do gel de separagdo e 1,5M de Tris HCl com pH de 6,8 para pre-
paracdo do gel de aplicagdo. Posteriormente, foi corado com azul
de Comassie em temperatura ambiente por 2 horas e lavado em
solucdo descorante total (metanol 30% e acido acético 10%) por
8 horas. O padrao das bandas de proteina foi analisado através da
comparag¢do com um marcador de massa molecular.

Western-blot. Apds o fracionamento das proteinas por SDS-PA-
GE, realizou-se a andlise da imunorreatividade das proteinas totais
de Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica através da técnica de Western-
-blot. As bandas de proteinas foram transferidas para membranas
de nitrocelulose e, posteriormente, submetidas a detec¢do através
de incubagdo com anticorpos primario e secundario.

O gel (SDS-PAGE) contendo as proteinas fracionadas de Ri-
ckettsia sp.cepa Mata Atlantica e células VERO, foi transferido
para a membrana de nitrocelulose, através do sistema de eletro-
transferéncia imida, onde permaneceu por 1 hora sob gradiente
elétrico 25V. Ao término deste processo a membrana foi imersa
em solucdo salina tamponada com 0,05 % de Tween-20 (PBS-T)
e 10% de leite em p6 desnatado, para bloquear sitios de ligacao
inespecificos. Ap6s este procedimento, a membrana foi incubada
com o soro do coelho previamente imunizados contra Rickettsia
sp. cepa Mata Atlantica (anticorpo primario). O soro foi diluido
em PBS-T e a membrana foi incubada por 1 hora a 37°C, sob leve
movimenta¢do em agitador mecanico. Apds, foi realizada duas la-
vagens da membrana em PBS-T. Posteriormente, a membrana foi
incubada por mais 1 h, com anticorpo anti-IgG espécie especifico
conjugado com peroxidase (anticorpo secundario - Anti-Rabbit
IgG HRP Conjugate PROMEGA®), para detectar os anticorpos pri-
marios ligados as proteinas. A revelacdo foi realizada através de
substrato cromogénico. Devido a natureza intracelular do parasi-
to e a dificuldade de extracdo de proteinas puras de Rickettsia sp.
cepa Mata Atlantica, células VERO nio infectadas foram utilizadas
como controle na técnica de Western-blot, sendo incubadas com
soro de coelho previamente imunizados contra Rickettsia sp. cepa
Mata Atlantica nas mesmas condi¢des para comparagdo com o ex-
trato proteico da bactéria e assim garantir a detecgio de proteinas
imunorreativas exclusivas para esta nova espécie.

Comité de Etica e Biosseguranca. O projeto foi aprovado na
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade de
Sédo Paulo (USP), sob o nimero 2191/2011.
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RESULTADOS

Apoés a inoculacdo experimental de Rickettsia sp. cepa
Mata Atlantica (2,5x10° células infectadas/mL) em coe-
lho doméstico via intraperitoneal, observou-se titulos de
até 1024 aos 21 dias pos infec¢do. Em relagdo a detecgdo
de proteinas imunorreativas neste estudo, foram identifi-
cadas sete proteinas imunorreativas de Rickettsia sp. cepa
Mata Atlantica, das quais 2 apresentaram alto peso mole-
cular (cerca de 200 e 130 kDa) e 5 proteinas com menos
de 78 kDa. Através da compara¢do de mapas protedmicos
existentes e pela analise do peso molecular que estas duas
proteinas de alto peso molecular apresentaram, sugere-se
que rOmpA (200 kDa) e rOmpB (130 kDa) estejam entre as
proteinas detectadas, e as demais proteinas identificadas
possam pertencer a classe Sca - Surface cell antigen.

DISCUSSAO

A membrana externa de uma bactéria é responsavel pela
ligacdo entre o microrganismo e o hospedeiro, desempe-
nhando um papel essencial na adesao a célula e na evasao
da resposta imune do hospedeiro (Mavromatis et al. 2006).
As proteinas bacterianas que intercedem essas intera-
¢coes entre as diferentes espécies de riquétsias sdo alvos
da resposta imune do hospedeiro e tém grande relevancia
no diagnéstico diferencial entre as espécies de riquétsias
(Tjalsma et al. 2008).

Embora R. parkeri tenha sido identificada ha mais de
70 anos, ha relativamente poucos dados que descrevem a
biologia, ou que identifiquem os componentes moleculares
envolvidos no seu comportamento patogénico nos diferen-
tes hospedeiros. Pornwiroon et al. (2009) construiram um
mapa protedmico de referéncia para R. parkeri cepa Ports-
mouth através das técnicas de eletroforese bidimensional
(2D) associada a espectrometria de massa por Dessor¢ao
e lonizagdo com Laser assistida por Matriz-Tempo-de-voo
(MALDI-TOF), onde identificaram e caracterizaram 91 pro-
tefnas, de peso molecular variando de 10 a 240 kDa. No
presente trabalho optou-se pela utilizagcdo da técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de do-
decil-sulfato de sédio (SDS-PAGE) para fracionamento do
extrato proteico total de Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica.
Apesar de ndo haver diferencas significativas entre as técni-
cas de 2D e SDS-PAGE, esta ultima favorece a identificacdo
de proteinas de baixo peso molecular (Ogawa et al. 2007).

SDS-PAGE é um método de eletroforese em gel para
separar proteinas com base na sua massa. Essa técnica foi
descrita por Laemmli (1970), quando a utilizou com a finali-
dade de determinar a mobilidade das proteinas em gel sub-
metido a corrente elétrica. As proteinas sdo dissolvidas em
dodecil sulfato de s6dio (SDS), um detergente que remove
as estruturas secundadrias e tercidrias da proteina e as man-
tém como cadeia polipeptidica (Roy & Kumar 2014). As pro-
tefnas menores se movem através do gel mais rapidamente,
enquanto as moléculas maiores levam mais tempo de mo-
bilidade, resultando em bandas localizadas no topo do gel.

A Identificacdo de proteinas de superficie celular ex-
pressas por bactérias do género Rickettsia é de grande in-
teresse, pois servem como base para determinar antigenos
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imunorreativos com potencial para elaboracdo de vacinas,
empregos em diagndsticos sensiveis e especificos, além de
possibilitarem novos estudos para terapias mais eficazes
(Tjalsma et al. 2008). Bactérias do género Rickettsia apre-
sentam diferentes proteinas pertencentes a varias catego-
rias funcionais, incluindo a replicagdo (SSB), transcricdo
(RPOA e PnP) e tradugdo (SERS, Gata, GATB, EF-Ts, EF-Tu,
HtrA, e Pepa), além de outras diferentes proteinas envol-
vidas no metabolismo da energia (Renesto et al. 2005a).
Bactérias intracelulares, tais como riquétsias tém um siste-
ma metabélico limitado, que é compensada pelo transporte
através da membrana de fontes de energia a partir do am-
biente (Renesto et al. 2005b). Ogawa et al. (2007) detecta-
ram um numero limitado de proteinas envolvidas em fun-
¢Oes metabdlicas e varios componentes do transportador
ABC em R. felis. Além disso, observaram que as principais
proteinas obtidas sdo aquelas envolvidas com a traducio,
principalmente proteinas ribossomais, caracterizando um
padrdo de abundancia em bactérias intracelulares obriga-
torias, quando comparado com outros grupos bacterianos.

As células riquétsiais sdo compostas por uma cama-
da proteica cristalina, denominada de S-camada, a qual é
composta por antigenos proteicos de superficie imuno-
dominantes (SPAs) (Palmer et al. 1974, Dasch 1981). As
duas principais proteinas de superficie imunodominante
presentes em diversas espécies de riquétsias sdo rOmpA
e rOmpB, ambas estdo envolvidas na adesdo da bactéria a
célula hospedeira (Anacker et al. 1987, Xu & Raoult 1997).
Ambos os antigenos foram identificados em diferentes es-
pécies de riquétsias e sdo os principais determinantes an-
tigénicos responsaveis por desencadear uma resposta imu-
nitaria em pacientes infectados (Teysseire & Raoult 1992).
rOmpA e rOmpB sao duas proteinas grandes, com cerca
de 190 kDa e 135 kDa de peso molecular, respectivamen-
te e ndo apresentam semelhanca de sequéncia significati-
va, exceto o fato de ambas exibirem uma regido altamente
conservada (Gilmore et al. 1991, Li & Walker 1998). Esta
regido, identificada como auto transportadora (AT), possui
estruturas modulares considerados fatores de viruléncia,
incluindo uma sequéncia de sinal N-terminal, um pepti-
deo central de passageiro e um de translocacdo C-terminal
(B-péptido) (Jacob-Dubuisson et al. 2004). Tanto rOmpA
quanto rOmpB tém demonstrado mediar a ligacdo do para-
sito as células hospedeiras, comprovando assim o seu gran-
de potencial imunorreativo e a alta capacidade em induzir
a imunidade protetora no hospedeiro (Diaz-Montero et al.
2001, Feng et al. 2004a, 2004b).

A Febre Maculosa pode ser diagnosticada através de
numerosos processos sorologicos, mas a IFI é considera-
da como padrio-ouro para a detec¢do do antigeno, sendo
descrita como a técnica mais conveniente e sensivel (La
Scola & Raoult 1997). No entanto, a especificidade de to-
das as técnicas de diagndstico sorologico é limitada devido
as reagoes cruzadas que apresentam entre as espécies de
riquétsias. Sendo assim, esta reatividade varia conforme a
técnica utilizada e o animal hospedeiro a partir do qual o
soro anti-Rickettsia é obtido (Philip et al. 1978). Os anti-
genos lipopolissacarideos (LPS) reagem de forma cruzada
entre as riquétsias do SFG e TG, além de reagirem com ou-

tras espécies bacterianas, como Proteus spp. e Legionella
spp. (Sompolinsky et al. 1986). Varios trabalhos tém es-
tudado a identificacdo de proteinas heterdlogas entre as
espécies pertencentes ao género Rickettsia. Pornwiroon et
al. (2009) identificaram novas proteinas imunorreativas
para R. parkeri, entre elas reconhecidas por soro de pa-
cientes humanos, caracterizando-as como possiveis alvos
potenciais para o diagndstico e prevenc¢do da doenca. Qi et
al. (2013) identificaram proteinas de superficie expostas
(SEPs) em Rickettsia heilongjiangensis, através de soro de
camundongos infectados, onde OmpA-2 e GroEL obtiveram
maior sororreatividade, demonstrando assim o potencial
para o desenvolvimento de testes sorologicos eficazes.

Tanto a resposta imune humoral, quanto a celular mo-
dulam a infecgdo por riquétsias. Apés a recuperagio do
hospedeiro, que ocorre em torno de 15 dias pds-infecgao,
a imunidade é sélida e duradoura, ndo havendo relatos de
reinfec¢des em humanos ou animais. No entanto, os meca-
nismos de imunidade protetora ndo estdo completamente
elucidados (Valbuena et al. 2002).

Atualmente os principais candidatos para o desenvolvi-
mento de uma vacina eficaz sdo as proteinas rOmpA e rOm-
pB, pois induzem resposta imune mediada por células T e
humorais (Anacker et al. 1987, Sumner et al. 1995). Diaz-
-Montero et al. (2001) observaram a imunizacdo de camun-
dongos frente a uma infec¢do experimental de R. conorii ao
aplicarem uma vacina a partir de fragmentos dos genes de
rOmpA e rOmpB. Os dados validam ambas as proteinas
como imunogénicas potentes e, portanto, como fontes de
elementos imuno-estimuladores com especificidade para
os linfécitos T, que sdo os principais responsaveis pela imu-
nidade protetora efetiva contra infec¢des por riquétsias.

Estes resultados foram comprovados por outros es-
tudos em diferentes espécies de riquétsias em diferentes
hospedeiros. Crocquet-Valdes et al. (2001) demonstraram
o potencial imunoestimulador da proteina rOmpA ao utili-
za-la como vacina recombinante em camundongos, onde os
mesmos apresentaram uma significativa resposta imune ao
serem desafiados com R. conorii. De maneira semelhante,
Sumner et al. (1995) inocularam uma proteina recombi-
nante de rOmpA em cobaias, os quais desenvolveram an-
ticorpos reativos contra R. rickettsii. Para as bactérias per-
tencentes ao SFG, a proteina rOmpA representa o principal
antigeno candidato para produgdo de vacinas, devido esta
proteina apresentar um papel importante na adesao inicial
de R. rickettsii as células hospedeiras (Li & Walker 1998).

Outros cinco antigenos detectados de peso molecular
inferior a 78 kDa possivelmente pertencam a familia de
antigenos de superficie celular (Sca - Surface cell antigen).
As proteinas membros da familia Sca desempenham papéis
importantes na ligacdo a célula hospedeira e tém sido pro-
postos como bons fragmentos para o desenvolvimento de
vacinas (Renesto et al. 20053, Blanc et al. 2005). Renesto et
al. (2005a) identificaram uma espécie de proteina imunor-
reagente com 60 kDa de peso molecular. O reconhecimento
se deu tanto para soros positivos para R. conorii de pacien-
tes humanos, como também de animais de laboratério. A
proteina imunodetectada foi identificada como GroEL,
através de espectrometria de massa.
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GroEL é uma proteina de choque térmico que tem de-
monstrado estar localizado nas superficies de diversas bac-
térias rickettsiais (Renesto et al. 2005a, Ogawa et al. 2007,
Pornwiroon et al. 2009, Sears et al. 2012). Proteinas de
choque térmico sdo componentes essenciais distribuidos
por toda a superficie bacteriana e tem como fung¢do garan-
tir que as proteinas do genoma codificado sejam expressas
como moléculas funcionais (Hartl 1991). O papel destas
proteinas evolutivamente conservadas é importante em
condic¢bes adversas, pois impedem o enrolamento incorre-
to e a agregacdo da proteina (Fayet et al. 1989). As bactérias
do género Rickettsia sdo transmitidas ao homem por carra-
patos, e sua sobrevivéncia requer adaptacdo a diferentes
ambientes, incluindo mudancas fisiolégicas e nutricionais
entre os diferentes hospedeiros. Renesto et al. (2005a)
comprovaram essas mudang¢as metabdlicas necessarias a
sobrevivéncia da bactéria ao detectar proteinas de choque
térmico em alta quantidade em R. conorii, sugerindo que
este fato esteja correlacionado com a exigéncia metabdlica
da bactéria em resistir a condi¢des adversas, sendo muitas
delas letais para o patdgeno.

Homologos putativos GroEL foram detectados e identi-
ficados em diferentes espécies de riquétsias: Rickettsia aka-
rii, Rickettsia australis, Rickettsia bellii e Rickettsia rickettsii
(Eremeeva et al. 1993). Radulovic et al. (2002) compara-
ram a sequéncia de aminoacidos de GroEL de Rickettsia
typhi com R. conorii e R. prowazekii fornecendo fortes evi-
déncias de semelhancas entre as espécies. Apesar do eleva-
do grau de conservagdo de aminoacidos, esta proteina tem
demonstrado ser uma promissora candidata para elabora-
¢do de vacina contra varias infec¢des microbianas, como
Mycobacterium tuberculosis e Helicobacter pylori (Mustafa
2002, Yamaguchi et al. 2003).

Pornwiroon et al. (2009) identificaram outras trés pro-
teinas com potencial imunolégico ao analisar R. parkeri
cepa Portsmouth: fator de inicio de tradugdo (IF-2), pro-
teina de divisdo celular (FtsZ), e cisteina-tRNAsintetase.
As duas ultimas apresentam baixo peso molecular, ambas
apresentando em torno de 50 kDa. Todas as proteinas até
entdo nao tém sido descritas para outras riquétsias, suge-
rindo que representam proteinas imunologicamente reati-
vas exclusivas de R. parkeri. No entanto, a antigenicidade
de IF-2 e FtsZ tem sido relatado em outros trabalhos com
diferentes espécies bacterianas de diferentes géneros (Bo-
onjakuakul et al. 2007, Zhang et al. 2008).

CONCLUSOES

Foram detectadas sete proteinas imunorreativas.

Através da comparagdo dos mapas protedmicos exis-
tentes e por meio do peso molecular que estas proteinas
apresentaram, sugere-se que rOmpA (200 kDa) e rOmpB
(130 kDa) estejam entre as proteinas imunorreativas do-
minantes detectadas.

Outras cinco proteinas foram identificadas, todas apre-
sentando peso molecular inferior a 78 kDa, sendo sugestivo
que pertencam a classe Sca - Surface cell antigen. Contudo,
estudos empregando a técnica de Cromatografia Liquida
Moderna associada a Espectrometria de Massas (LC/MS/
MS) deverao ser conduzidos para caracterizacdo proteica.
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Além disso, outros estudos sdo necessarios, a fim de de-
terminar se as proteinas detectadas representam proteinas
imunologicamente reativas unicas para Rickettsia sp. cepa
Mata Atlantica, ou se sdo homologas a outras espécies.

Os resultados preliminares obtidos nesse estudo repre-
sentaram uma primeira etapa para a busca de proteinas
alvo capazes de proporcionar o desenvolvimento de testes
de diagnésticos ainda mais especificos e podera subsidiar
estudos para o desenvolvimento de vacinas, bem como
possibilitar a andlise proteomica estrutural e funcional de
Rickettsia, podendo ser ttil para avaliar diferengas na ca-
pacidade das diferentes espécies em estimular a resposta
imunoldgica do hospedeiro.
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