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RESUMO

CASTELAO A. B. C. Caracterizacdo da imunogenicidade das proteinas recombinantes
VirB9, VirB10 e Fator Termo Instavel de Elongacéo de Peptideos de Anaplasma marginale
em camundongos. 2012. 59 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Programa de P6s Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, 2012.

Considerando as limitagcdes dos atuais métodos de controle contra a anaplasmose bovina, o
desenvolvimento de uma vacina efetiva se faz necessario. A partir do advento da analise
gendbmica e protedbmica novas proteinas de membrana de Anaplasma marginale foram
identificadas como possiveis candidatas a componentes de uma vacina. Entre elas estdo
VirB9, VirB10 e Fator Termo Instavel de Elongacdo de Peptideos (EF-Tu). Embora estas
proteinas ainda ndo estejam bem caracterizadas na membrana de A. marginale, a producéo
destas na forma recombinante (rVirB 9, rVirB10 e rEF-Tu) foi realizada, mas as mesmas
ainda ndo foram exploradas em formulagdes vacinais. Neste trabalho avaliou-se o uso de
rVirB9, rVirB10 e rEF-Tu como imundgenos em camundongos emulsionadas em adjuvante
Montanide. Nas condicGes testadas verificou-se a inducdo de forte resposta imune humoral
com a producéo de IgG1 e 1gG2a. Esplendcitos de 50% dos animais, que foram injetados com
rVirB9, produziram Interferon-gama acima do limite de deteccgdo, sinalizando assim indicios
de resposta imune celular especifica para esta proteina. Desta forma, verificou-se que é
possivel utilizar tais proteinas para inducdo de resposta imune especifica, particularmente do
tipo humoral. Assim, novas avaliagdes necessitam ser realizadas com a finalidade de ajustar o
perfil de resposta imune obtido e entdo avancar para a realizacdo de testes no modelo bovino.

Palavras-chaves: Anaplasma marginale, proteinas recombinantes, resposta imune, vacina.



ABSTRACT

CASTELAO A. B. C. Characterization of the immunogenicity of recombinant proteins
VirB9, VirB10 and Elongation Factor Tu of Anaplasma marginale in mice. 2012. 59 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Programa de Pos
Graduagdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande,
2012.

Considering the limitations of currently used control measures for anaplasmosis, the
development of a more effective vaccine is necessary. Previous studies using proteomic and
genomic approaches have identified new membrane proteins in Anaplasma marginale that
may be candidates for vaccines, such as VirB9, VirB10 and elongation factor-Tu (EF-Tu).
Although the role of these proteins has not been well characterized in the membrane of A.
marginale, the production of the recombinant proteins rVirB9, rVirB10, rEF-Tu has been
achieved. However, these recombinant proteins have not yet been investigated in vaccine
formulations. The present study describes the use of rVirB9, rVirB10 and rEF-Tu
emulsificated in adjuvant Montanide in mice. Under these conditions, a strong humoral
immune response was induced, with both 1gG1 and IgG2a production. Splenocytes in 50% of
the animals that received rVirB9 produced gamma interferon above the detection limit,
indicting a specific cellular immune response to this protein. Thus, these proteins can be used
to induce a specific immune response, particularly a humoral immune response. Additional
studies need to be carried out to adjust the profile of the immune response in order to perform
tests on cattle.

Keywords: Anaplasma marginale, recombinant proteins, immune response, vaccine.



INTRODUCAO

A anaplasmose bovina é uma doenga de ruminantes causada pela bactéria gram
negativa intraeritrocitica, Anaplasma marginale, um micro-organismo pertencente a Ordem
Rickettsiales (DUMLER et al., 2001). Essa espécie ocorre principalmente em areas tropicais e
subtropicais em todo o mundo (RIDING et al., 2003), sendo transmitida principalmente por
carrapatos ixodideos (KOCAN et al., 2003; RIKIHISA, 2003). A doenca é caracterizada por
inicio agudo e progressao rapida e por altas riquetsemias (>10° eritrécitos infectados por mL
de sangue (ALLEMAN et al. 1997)) que resultam em anemia e ictericia (FRENCH et al.,
1998). Os sinais clinicos incluem febre, perda de peso, aborto, letargia e morte,
principalmente em animais acima de dois anos (AJAYI; WILSON; CAMPBELL, 1978;
KOCAN et al., 2003). Os animais que sobrevivem a essa fase permanecem persistentemente
infectados, servindo entdo de reservatdrios naturais da doenca (ERIKS; STILLER; PALMER,
1993).

Essa enfermidade é responsavel por importantes prejuizos econdmicos em varios
paises do mundo, principalmente devido a alta morbidade e mortalidade em rebanhos bovinos
susceptiveis. Essas perdas sdo avaliadas por diversos parametros, como reducédo de peso e da
producdo de leite, abortos, custos com tratamentos e mortalidade. No entanto, poucos estudos
controlados foram conduzidos para determinar os prejuizos com anaplasmose, destacando-se
a estimativa de U$ 875 milhdes/ano na América Latina (BROWN, 1997). No Brasil, as perdas
econbmicas com carrapatos na pecudria, incluindo o complexo Tristeza Parasitaria Bovina (o
qual inclui, além de A. marginale, os protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina) sdo
consideraveis, atingindo, segundo estimativas do Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento, atualizadas por Grisi et al. (2002), 500 milhGes de dolares anuais, na qual a
infeccdo bovina por A. marginale teria uma das principais contribuicdes para prejuizos desta
grandeza. Em geral, esses estudos ndo contemplam um dos mais importantes impactos: a
limitacdo do uso de racas européias (Bos taurus), sabidamente mais susceptiveis a
anaplasmose, em programas de melhoramento genético nos paises de clima tropical (KOCAN
et al., 2003).

O controle da anaplasmose é realizado pela reducdo das populac@es de vetores, pela

aplicacdo de antibioticos e por vacinacdo. O controle de carrapatos, por meio da utilizacdo de
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acaricidas, ndo é pratico em muitas &reas e protege apenas parcialmente contra A. marginale,
ja que essa riquétsia pode ser transmitida por outros mecanismos, tais como dipteros
hematofagos e fémites contaminados. A quimioprofilaxia, utilizando principalmente
tetraciclinas, € dispendiosa e seu uso intensivo pode levar a selecdo de cepas de A. marginale
resistentes (KOCAN et al., 2003).

A vacinagdo tem sido considerada uma forma econdmica e eficiente de controlar a
anaplasmose bovina (PALMER et al., 1989; KOCAN et al., 2003). No entanto, os métodos de
imunizacéo tradicionais, que utilizam A. marginale ou A. marginale centrale provenientes de
eritrécitos infectados, também apresentam limitagcGes em seu uso, como efeitos adversos em
algumas categorias de animais (vacas prenhes, animais adultos), possibilidade de veiculagao
de agentes patogénicos (no caso da premunicdo), sensibilizacdo de vacas contra grupos
sanguineos e consequente isoeritrolise neonatal em bezerros (BRIZUELA et al., 1998;
KESSLER; SCHENK, 1998), razdes pelas quais, estudos para o desenvolvimento de novos

imunGgenos sdo necessarios.

O genoma do isolado norte-americano Saint Maries de A. marginale foi recentemente
clonado em cromossomo artificial bacteriano, sequenciado e anotado apresentando 1.197.687
pares de bases (pb) (BRAYTON et al., 2005). Um dos aspectos mais relevantes da analise
gendmica de A. marginale foi a descoberta de novos genes que codificam novas proteinas de
membrana da riquétsia. Assim as pesquisas voltadas para o desenvolvimento de vacinas mais
eficazes e seguras contra anaplasmose estdo focalizadas nas proteinas de membrana dos
corpusculos iniciais de A. marginale. Essas proteinas sdo expostas na superficie da riquétsia,
sendo facilmente acessiveis ao sistema imunoldgico do hospedeiro. Além de que
desempenham importantes funcdes para a sobrevivéncia do parasito (ARULKANTHAN et
al., 1999), tais como aderéncia e invasdo dos eritrocitos do hospedeiro e transporte de
nutrientes (DE LA FUENTE et al., 2001; MCGAREY; ALLRED, 1994).

Este trabalho compreende dois artigos, o primeiro € um artigo de revisao, A Vacinagao
no Controle da Anaplasmose Bovina, que descreve a utilizacdo da vacinagdo no controle da
anaplasmose bovina. Essa revisdo principia-se abordando o emprego das vacinas de primeira
geracdo, vacinas de micro-organismos mortos ou inativados e vacinas de micro-organismos
vivos ou atenuados, disponiveis no mercado ha algumas décadas e completa-se discutindo 0s
avancos e as perspectivas no desenvolvimento de novas vacinas contra A. marginale,

enfatizando as vacinas derivadas de proteinas de membrana (proteinas principais de superficie
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e as novas proteinas identificadas), imunizacdo utilizando A. marginale proveniente de cultivo

celular, vacinas de DNA e a transformagéo.

O segundo artigo, Caracterizacdo da Imunogenicidade das Proteinas Recombinantes
VirB9, VirB10 e Fator Termo Instavel de Elongacédo de Peptideos de Anaplasma marginale
em Camundongos, é oriundo de um projeto de pesquisa cientifica executado na Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) Centro Nacional de Pesquisa de Gado de
Corte que teve como objetivo verificar a capacidade imunogénica de rVirB9, rVirB10 e rEF-
Tu de A. marginale emulsionadas em adjuvante Montanide, em camundongos BALB/c
(modelo experimental de facil manipulacdo, reprodutivel e econémico), para avaliar a
utilizacdo dessas proteinas recombinantes como possiveis candidatas a componentes de uma

vacina contra anaplasmose em bovinos.
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RESUMO

A anaplasmose bovina € uma importante enfermidade, principalmente de &reas tropicais e
subtropicais de todo o mundo, causada pela riquétsia intraeritrocitica Anaplasma marginale.
A forma mais econémica e eficiente para controle dessa enfermidade tem sido o uso da
vacinacdo. Vacinas vivas e com micro-organismos mortos ou inativados vém sendo
utilizados, no controle desta enfermidade, e cada qual apresentam vantagens e desvantagens
particulares. Os métodos de imunizacdo tradicionais apresentam limitacfes quanto ao seu uso,
razdo pela qual, estudos para a identificacdo de novos imundgenos sao necessarios. Avangos
gendmicos, protedbmicos, imunolégicos, bioquimicos e moleculares tém permitido progressos
nas pesquisas envolvendo A. marginale, bem como o desenvolvimento de novas estratégias de
controle e prevencdo da doenca. Pesquisas recentes apontam novas proteinas de membrana
dos corpusculos iniciais de A. marginale como possiveis candidatas a componente de uma
nova vacina. A imunizacdo utilizando A. marginale proveniente de cultivo celular destaca-se
com suas vantagens, entretanto, sem resultados concretos até o momento. Avangos na
tecnologia do DNA recombinante apontam vacinas de DNA como uma alternativa promissora
de imunizacdo em um futuro proximo. O conhecimento gendmico associado a
transformacao/transfeccdo sera fundamental para fechar as lacunas do conhecimento atual e

assim contribuir para a formulag&o de novas vacinas e outras intervengdes terapéuticas.

Palavras-chave: Anaplasma marginale, vacina, imundgeno.
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INTRODUCAO

A anaplasmose bovina ¢ uma doenca hemolitica causada pela riquétsia intraeritrocitica
Anaplasma marginale (Kocan et al. 2003). Esse micro-organismo pertence ao Super-reino
Bactéria, Filo Proteobactéria, Classe Alphaproteobacteria, Ordem Rickettsiales, Familia
Anaplasmataceae (Theiler 1910; Dumler et al. 2001), a qual compreende bactérias gram-
negativas, pequenas, muitas vezes pleomorficas, visualizadas em microscopia Gptica como
pequenos pontos escuros de localizacao periférica. Sao organismos intracelulares obrigatorios

que em geral infectam células hematopoiéticas (Popov et al. 1998; Dumler et al. 2001).

A transmissdo de A. marginale ocorre principalmente por carrapatos ixodideos (Kocan
et al. 2003; Rikihisa 2003). Mais de 20 espécies de carrapatos foram citadas como vetores
bioldgicos (Dikmans 1950), sendo que no Brasil, Rhipicephalus (Boophilus) microplus é o
unico vetor bioldgico identificado (Kessler & Schenk 1998). A infeccdo também pode ocorrer
por dipteros hematdfagos (Foil 1989), fomites contaminados por sangue (Kocan et al. 2003)
ou ainda, pela via transplacentaria (Zaugg 1985).

O periodo de incubacdo dessa enfermidade depende do nimero de organismos da dose
infectante, e pode variar de 7 a 60 dias, com média de 28 dias (Gale et al. 1996, Kocan et al.
2003). Apos a infeccdo, o nimero de eritrdcitos infectados aumenta geometricamente. A fase
aguda é caracterizada por altas riquetsemias, podendo alcancar mais de 10° eritrdcitos
infectados por mililitro de sangue (French et al. 1998). Os eritrocitos infectados sdo
posteriormente fagocitados por macrofagos, principalmente no baco, resultando em anemia de
branda a severa, e ictericia sem ocorréncia de hemoglobinemia ou hemoglobinuria (Ajayi et
al. 1978).

Os sinais clinicos incluem febre, perda de peso, aborto e letargia. A morte ocorre
principalmente em animais acima de dois anos de idade (Ajayi et al. 1978; Kocan et al. 2003).
Os animais que sobrevivem a fase aguda da anaplasmose desenvolvem infeccGes persistentes,
caracterizada por baixas riquetsemias ciclicas, ndo detectaveis microscopicamente (10* a 10°
eritrocitos infectados/mililitro de sangue), servindo entdo como reservatorios naturais de A.
marginale (Kieser et al. 1990; Eriks et al. 1993).

A ocorréncia de A. marginale se da principalmente em paises tropicais e subtropicais

(Riding et al. 2003) e é um dos principais problemas para a producédo de bovinos em varios
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paises. Ha relatos da infeccdo em varios paises do continente europeu (Baumgartner et al.
1992; Caeiro 1999; De la Fuente et al. 2004), margens do Mediterraneo (Kocan et al. 2000),
Oriente Médio (Rajput et al. 2005), Asia (Liu et al. 2005) e continente africano (Theiler
1910). Esta enfermidade ocorre ainda nos Estados Unidos (Kocan et al. 2000), América
Central e América do Sul, com excecdo as areas de deserto e de elevadas altitudes, como 0s
Andes (Guglielmone 1995). No Brasil, ocorrem areas de instabilidade e estabilidade enzoética
para A. marginale (Kessler & Schenk 1998). Ha relatos de casos de anaplasmose bovina nas
cinco regides do pais, como na Amazonia (Brito et al. 2010), no Sertdo da Paraiba (Costa et
al. 2011), Bahia (Barros et al. 2005), Pantanal sul-matogrossense (Tomich et al. 2004), S&o
Paulo (Gongalves 2000), Parana (Marana et al. 2009) e Rio Grande do Sul (De Almeida et al.
2006).

Nos Ultimos anos, cada vez mais casos de anaplasmose tém sido relatados em paises
de regides temperadas, como o norte da Europa (Hofmann-Lehmann et al. 2004), Canada
(Von Donkersgoed et al. 2004) e Japao (Ooshiro et al. 2009), fato este atribuido a transmissdo
mecanica a partir da introducdo de animais portadores em areas até entdo, livres da doenca.
No entanto, estes casos servem de alerta para os riscos do aquecimento global e suas

influéncias na distribuicdo dos vetores e consequentemente na distribui¢do das doencas.

Neste contexto, a anaplasmose bovina é responsavel por significativos prejuizos
econdmicos nas pecudrias de corte e de leite, principalmente devido as elevadas taxas de
morbidade e mortalidade nos rebanhos susceptiveis. Tais perdas séo mensuraveis em diversos
parametros: baixo ganho de peso, reducdo na producdo de leite, abortos, altos custos de
tratamento e mortalidade. No entanto, poucos estudos controlados foram conduzidos para
determinar os reais prejuizos econémicos causados por doencas ou danos causados por
carrapatos, destacando-se a estimativa de U$ 875 milhdes/ano na América Latina (Brown
1997). No Brasil, as perdas econdmicas com carrapatos na pecuaria, incluindo a transmissao
do complexo Tristeza Parasitaria Bovina (a qual inclui, aléem de A. marginale, os protozoarios
Babesia bovis e Babesia bigemina) sdo consideraveis, atingindo, segundo estimativas do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, atualizadas por Grisi et al. (2002), 500
milhdes de ddlares anuais, na qual a infeccdo bovina por A. marginale teria expressiva
contribuicdo para prejuizos desta grandeza (De Almeida et al. 2006). Assim, a busca de

programas de controle mais eficazes séo justificaveis.

Existem, atualmente, alternativas empregadas no controle da anaplamose bovina: a

18



utilizacdo de acaricidas, a administracdo de antibidticos e a premunigdo. Sabe-se que 0 uso de
vacinas é a forma mais eficiente e econémica para o controle de doengas em todo o mundo.
No entanto, para a anaplasmose, os métodos de imunizacdo tradicionais, que utilizam A.
marginale ou A. centrale oriundas de eritrocitos infectados, apresentam limitagdes de uso,
além de ndo serem capazes de proteger 0s animais contra a infeccdo persistente, o grande

desafio frente a anaplasmose bovina.

Nos Gltimos anos, os estudos acerca de imunizacao contra A. marginale concentram-se
na obtencdo de fracBes antigénicas. Trabalhos recentes, utilizando avaliacdo genémica e
protebmica, tém sugerido um conjunto de novas proteinas identificadas na superficie da
membrana de A. marginale como potenciais candidatas a componentes de uma vacina. Deste
modo a busca de novos imundgenos se faz necessaria. Novas pesquisas podem originar
oportunidades adicionais ao desenvolvimento de novas estratégias de controle e prevencédo da

anaplasmose bovina.

METODOS DE CONTROLE

O controle da anaplasmose pode ser realizado pela reducdo das populacdes de vetores,
utilizando acaricidas; pela aplicacdo de antibidticos e por vacinacdo. O controle de carrapatos
ndo é pratico em muitas areas e protege apenas parcialmente contra A. marginale, ja que essa
riquétsia pode ser transmitida por outros mecanismos. A quimioprofillaxia, utilizando
principalmente tetraciclinas, é dispendiosa e seu uso intensivo pode levar a selecdo de cepas
resistentes (Kocan et al. 2003). Por sua vez, a vacinacao tem se destacado frente ao controle
da anaplasmose. A busca por uma vacina, que além de proteger contra a doenga também

impeca a infeccdo do animal, € o grande objetivo das pesquisas atuais.

VACINAS CONTRA ANAPLASMOSE

A vacinagdo tem sido considerada a mais econdmica e eficaz forma de controle de A.
marginale em bovinos (Palmer et al. 1989; Kocan et al. 2003). As vacinas contra anaplasmose
bovina atualmente no mercado sdo preparadas a partir de micro-organismos Vvivos ou
inativados, todas derivadas de Anaplasma spp oriundas de eritrocitos bovinos infectados.

Entretanto este tipo de preparacdo pode trazer sérios problemas quanto a sua utilizacdo, ndo
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somente em relacdo a aspectos econdémicos, como também, pelo risco de transmissdo de

outros agentes infecciosos (Kocan et al. 2003).

Todas essas vacinas sdo oriundas das primeiras tentativas de imunizacdo contra a
anaplasmose bovina (premunic¢do), que consiste na inoculacdo do sangue de bovinos
portadores (doadores) em bovinos em que se deseja imunizar (receptores). Assim, essas
vacinas induzem uma resposta protetora capaz de minimizar os efeitos da riquétsia no
organismo ou proteger contra a doenca, porém ndo sdo capazes de proteger os animais de se
tornarem persistentemente infectados, o que contribui para a disseminacao da doenca uma vez

que atuam como reservatorios naturais (Kocan et al. 2003; Kocan et al. 2010).

Siqueira (1998) destaca que a busca por uma vacina eficaz tem possibilitado avancos
no conhecimento dessa enfermidade, dentre estes, a importancia da imunidade celular, a
presenca de antigenos comuns entre isolados distintos de A. marginale e A. marginale
subespécie centrale e a demonstracdo do potencial imunogénico das proteinas de superficie
dos corpusculos iniciais de A. marginale. Pesquisas tém sido realizadas a respeito da natureza
da resposta imune de bovinos infectados com A. marginale, bem como na identificacdo de
antigenos de A. marginale que desempenham um papel chave na resposta imune (Kocan et al.
2010). Assim a vacina ideal para anaplasmose bovina serad aquela capaz de induzir imunidade
que além de controlar a doenca, impeca a infec¢do dos bovinos.

Vacinas de Primeira Geracao

Vacinas de Micro-Organismos Mortos

Vacinas de micro-organismos mortos ou inativados foram desenvolvidas pela primeira
vez nos Estados Unidos na decada de 1960, utilizando A. marginale de eritrdcitos
hemolisados como imunogeno, que foram liofilizados e combinados com um adjuvante
oleoso no momento da imunizacdo. Os animais receberam duas aplica¢bes, com intervalo de
quatro semanas, e reforgo anual (Brock et al. 1965). Entretanto essa primeira vacina estava

fortemente contaminada com estroma dos eritrocitos, o que ocasionou transtornos.

Trabalhos posteriores demonstraram que vacinas mortas ou inativadas sdo efetivas na

protecdo contra a enfermidade, enquanto que, outros trabalhos, demonstraram falhas de
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protecdo (Brock et al. 1965; Figueroa Millan et al. 1999). Estes resultados ajudaram a
evidenciar que cepas dos isolados de A. marginale ndo sdo capazes de conferirem protecéo
cruzada, sendo assim, mais efetiva a utilizacdo de isolados locais na confec¢do de vacinas
mortas (Kuttler et al. 1984).

Mesmo com 0s avangos nas pesquisas envolvendo esse grupo de vacina e até mesmo
ressaltando suas vantagens em relacdo as vacinas vivas, tais como: reduzido risco de
contaminacdo com outros agentes infecciosos, baixo custo de estocagem e minimas reacoes
poOs-vacinais; esse tipo de vacinas ndo sdo utilizadas com frequéncia. Como desvantagens
podem-se citar o elevado custo de purificacdo dos corpusculos iniciais de A. marginale dos
eritrécitos bovinos, a necessidade de reforgos anuais, além de que a imunidade conferida pelas
vacinas inativadas ¢ menor quando comparada a das vacinas vivas (Kocan et al. 2003; Kocan
et al. 2010).

Vacinas de Micro-Organismos Vivos

O uso de vacinas vivas no controle da anaplasmose foi iniciado pelo cientista
veterinario suico Arnold Theiler (1867-1936) no inicio do século passado e até hoje vem
sendo utilizado como método de vacinacdo de escolha em muitos paises. Para a confeccdo
destas vacinas parte-se da infeccdo do animal através da inoculacdo de eritrécitos infectados
oriundos de animais que desenvolveram baixa riquetsemia a cepas de isolados de A. centrale
ou A. marginale; ou entdo, da promocdo de infeccdo experimental com A. marginale,
tratamento dos animais com antibioticos no momento em que ocorre elevacao da temperatura
corporal ou deteccdo de riquetsemia, e entdo, obtencdo dos eritrécitos infectados, métodos
estes conhecidos como “infeccao X tratamento ou premunicao” (Kocan et al. 2003, Kocan et
al. 2010). Para a produgdo comercial, bezerros esplenectomizados, mantidos em quarentena,
sdo inoculados experimentalmente com quantidades da cepa pré-definida e servem como

doadores de eritrdcitos infectados.

Entretanto existem desvantagens na utilizacdo de vacinas vivas, destacando-se
principalmente a transmisséo de outros hemoparasitos carreados silenciosamente pelo doador,
constituindo-se desta forma um risco adicional. Além disso, 0s animais que recebem esse tipo
de vacina desenvolvem infeccdo persistente e a revacinagdo nao é aconselhada, uma vez que

pode ocasionar sensibilizacdo das vacas contra grupos sanguineos e consequente isoeritrolise
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neonatal em bezerros (Abdala et al. 1990; Tebele & Palmer 1991; Kessler & Schenk, 1998).

Vacinas vivas com cepas atenuadas de A. marginale. Cepas atenuadas da riquétsia tém
sido avaliadas, principalmente para uso comercial. Os métodos de atenuacdo envolvem
passagens sucessivas do micro-organismo em ovelhas ou veados (Kuttler & Zaugg 1988),
bovinos esplenectomizados (Kessler & Schenk 1998) ou entdo irradiacdo do patégeno com
Cobalto 60 (Ristic et al. 1968; Sharma & Bansal 1986). Entretanto existem controvérsias
quanto a eficacia e a seguranca dessas vacinas; Ribeiro et al. (1980), no Brasil, e Henry et al.

(1983), nos Estados Unidos, relataram reacdes adversas pds vacinais nos bovinos.

Vacinas vivas Anaplasma marginale centrale. Embora existam vacinas com cepas
atenuadas de A. marginale, A. centrale é a cepa mais largamente empregada em vacinas vivas
no controle da anaplasmose bovina. Este fato pode ser explicado por A. centrale ser menos
patogénica para os bovinos do que A. marginale, além de promover um grau satisfatorio de
imunidade cruzada contra infeccdo por A. marginale. Apesar disso, eventualmente pode
ocorrer falha de protecdo, com consequente desenvolvimento de infec¢éo clinica (Sacco et al.
2001).

As duas espécies de Anaplasma compartilham epitopos imunodominantes que
provavelmente estdo envolvidos na protecdo cruzada induzida por A. centrale, entre eles
epitopos para células T CD4+ (Shkap et al. 1991, Guedes Junior et al. 2010). Estudos recentes
demonstraram que a variacdo antigénica de Proteina Principal de Superficie 2 (MSP2) ocorre
durante infeccOes persistentes de A. centrale de modo similar ao descrito para A. marginale.
Além de que, epitopos para linfécitos T CD4+ se mantém conservados nas duas espécies,
reforcando importante funcdo na imunidade cruzada, conferida entdo com o uso de vacinas
vivas A. centrale (Shkap et al. 2002).

Assim, como qualquer vacina viva, a utilizacdo desse tipo de vacina pode apresentar
alguma(s) das desvantagens ja citadas, entretanto mesmo considerando estas possibilidades,
vacinas vivas utilizando a cepa Anaplasma marginale subespécie centrale tém sido utilizadas
ha aproximadamente um século, e aparentemente aprovada no controle da anaplasmose em

varios paises do mundo.
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Avancos e Perspectivas no Desenvolvimento de Vacinas Contra Anaplasma marginale

Avancos gendmicos, protedmicos, imunoldgicos, bioquimicos e moleculares tém
permitido progressos nas pesquisas envolvendo A. marginale, bem como o desenvolvimento
de novas estratégias de controle e prevencdo da doenca. O sucesso de novas vacinas para
anaplasmose bovina, utilizando tecnologias moleculares, dependera da habilidade das mesmas
de redirecionar o sistema imunolégico do hospedeiro a fim de bloquear ou neutralizar a
infectividade de A. marginale. Assim, conhecer os mecanismos de resposta imune do
hospedeiro frente a riquétsia, bem como 0s mecanismos de evasdo da mesma frente ao
sistema imune do hospedeiro, é fundamental para entender como novos imundgenos podem

atuar como componentes de novas e eficazes vacinas.

Resposta Imune Contra Anaplasma marginale

Os mecanismos de resposta imune contra A. marginale ainda ndo foram totalmente
elucidados, mas ha evidéncias de interacdo entre mecanismos humorais e celulares. Assim, a
resposta imune contra esta riquétsia, requer uma eficiente inducao de resposta do tipo Thl (T
helper 1), mediada principalmente por linfécitos T CD4+, que produzem elevados niveis de
interferon gama (IFN-y), ativando macr6fagos e estimulando linfocitos B a produzirem
anticorpos da classe 1gG2a (Brown et al. 1998), conforme esquematizado na figura 1. De fato,
a opsonizacdo, fagocitose e morte dos micro-organismos, mediada pelos anticorpos 1gG2a e
macrofagos ativados, parecem ser as pecas fundamentais para o controle de A. marginale em

bovinos.

Apesar da importante participacdo dos anticorpos na resposta imune induzida contra A.
marginale, é pouco provavel que, isoladamente, 0s mesmos sejam capazes de proteger 0s
bovinos contra a anaplasmose (Brown et al. 2001). Ha relatos que a inoculagdo de soro de
animais imunes em bovinos susceptiveis ndo protege contra desafio com A. marginale (Gale
et al. 1992), reforcando assim a necessidade de uma resposta conjunta mediada por células e

anticorpos para o efetivo controle da infeccao.

A importéancia da resposta celular na anaplasmose bovina foi avaliada por Brown et al.
(1998). Foi demonstrado que, na presenca de IFN-y, macréfagos sdo eficientemente ativados

gerando um aumento da producéo de d6xido nitrico (NO), expressao de receptores de fracao
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cristalizavel (Fc) e também, o favorecimento da fusdo de fagossomos e lisossomos. Este
conjunto de a¢des atua direta ou indiretamente sobre a riquétsia, quer seja pela acéo toxica de
NO, quer seja pelo aumento da captura de micro-organismos neutralizados por anticorpos.
Além disso, em bovinos, a producdo de 1gG2a € estimulada por esta mesma citocina (Estes et
al. 1994). Este isotipo apresenta alta capacidade de promover fagocitose por meio de
opsonizagdo, estando envolvido, provavelmente, no processo de neutralizacdo da

infectividade de corpusculos iniciais de A. marginale mediada por anticorpos (Tuo et al. 2000).
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Figural. Modelo de resposta imune celular e humoral contra Anaplasma
marginale. Linfécitos T auxiliares (CD4+) estimulados por antigenos de
A. marginale produzem IFN-y (1) que atua sobre macrofagos (2),
ativando-os e sobre plasmdcitos, induzindo-os a secretarem anticorpos da
subclasse 1gG2 (4). Antigenos opsonizados por IgG2 séo favorecidamente
fagocitados por macrofagos ativados (3). Fonte: Aradjo et al. 2003.

O papel das células Tyd no controle da infeccdo por A. marginale também merece
atencdo especial. No experimento conduzido por Valdez et al. (2002), verificou-se expansao
progressiva dessas células no sangue periférico e baco dos animais infectados. Sabe-se que
essas células representam até 75% dos linfocitos T em bezerros (Wyatt et al. 1994), os quais,
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apesar de serem susceptiveis a infeccdo por A. marginale, sdo mais resistentes ao

desenvolvimento de manifestagdes clinicas do que os animais adultos (Jones et al. 1968).

Outros fatores que ajudam a explicar essa resisténcia dos bezerros séo: anticorpos
colostrais, rapida resposta celular e maior atividade eritropoiética (Ristic 1960; Madruga et al.
1986). Costa et al. (2008), em seu trabalho acerca do metabolismo oxidativo dos neutrofilos
de bezerros das ragas nelore e limousin nos primeiros quatro meses de vida, puderam concluir
que o metabolismo oxidativo dos neutréfilos de bezerros de corte se modifica com a idade,
ocorrendo aumento da capacidade oxidativa ao longo dos quatro primeiros meses de vida e
ainda que a infeccdo natural e assintomatica com A. marginale contribui para essa variagdo.
Assis et al. (2009) concluiram que bezerros infectados com A. marginale, via transplacentaria,
apresentaram ja no primeiro dia de vida um acréscimo no metabolismo oxidativo dos

neutrofilos.

Diante do exposto é notdria a importancia da imunidade humoral na infec¢do por
Anaplasma, embora seja necesséria uma interagdo entre a imunidade humoral e celular para
que a resposta imune seja eficaz. Conclui-se entdo que os anticorpos, embora essenciais a
resposta imune, ndo sao capazes por si s6 de combaterem a infec¢do, sendo assim necessaria a
ativacdo de elementos celulares do sistema imune para que os bovinos possam se recuperar
(Madruga et al. 2001).

Mecanismos de Evasdo da Riquétsia ao Sistema Imune do Hospedeiro

Conjuntamente com os trabalhos que possibilitaram o aprimoramento do
conhecimento dos mecanismos de resposta imune frente a infeccdo por A. marginale,
mecanismos de evasdo da riquétsia frente ao sistema imunoldgico do hospedeiro foram
descritos. Estes mecanismos sdo desenvolvidos pelo parasito em oposicdo as barreiras da

resposta imune inata e adaptativa do sistema imune dos bovinos infectados (Brown 2012).

Iniciando a abordagem pelos mecanismos de evasdo ao sistema imune inato, o
primeiro fator a ser considerado é o fato de A. marginale ndo possuir genes que codificam
proteinas como o Lipopolissacarideo e as peptideoglicanas, dois importantes padrdes
moleculares associados a patdgenos (Pathogen-Associated Microbial Patterns, PAMP’s)

(Brayton et al. 2005). Assim, a auséncia destas moléculas permite a este patdgeno escapar do
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reconhecimento pelo sistema imune inato do hospedeiro por meio da interacdo com receptores
Toll-like. Também, o fato de A. marginale infectar e replicar no interior de eritrocitos, células
com auséncia de complexo de histocompatibilidade maior (MHC) e mecanismos inatos de
defesa, representa uma importante via de escape (Brown 2012). Embora a fun¢éo do Sistema
de Secrecgdo do Tipo IV (Type Four Secretion System, TFSS) nédo seja totalmente elucidada
em A. marginale, a retencdo dos genes que codificam este sistema do genoma deste parasito
indicou que 0s mesmos possam ser requisitos para invasdo e sobrevivéncia dessa riquétsia
fora dos eritrécitos e ou células de carrapatos, ou ainda constituir fatores de viruléncia frente
ao hospedeiro (Brayton et al. 2005, Gillespie et al. 2010).

Frente ao sistema imune adaptativo a riquétsia A. marginale tem indicado o
desenvolvimento de mais de um mecanismo para tentar driblar as barreiras do hospedeiro e
garantir sua sobrevivéncia. Esses mecanismos nao sdo totalmente elucidados, mas alguns
pesquisadores corroboram algumas teorias. Sabe-se que a infeccao persistente € estabilizada e
mantida grande parte pela variacdo antigénica da proteina imunodominante MSP2,
correlacionada a MSP3, em A. marginale (Palmer et al. 2009). A MSP2 é uma proteina
imunodominante de superficie, codificada por uma familia de genes polimérficos (Palmer et
al. 1994). A analise de diversos transcritos que codificam esta proteina mostraram uma regiao
central hipervariavel Unica, flanqueada por regibes amino (N) e carboxi (C) terminais
altamente conservadas (French et al. 1999). A variagdo antigénica de MSP2 e MSP3 ocorre
pela recombinacdo de pseudogenes inteiros de msp2 em um sitio de expressao unico para
gerar novas variantes antigénicas. Essa recombinacao constitui um segundo nivel de variacéo,
no qual pequenos segmentos de pseudogenes se recombinam no sitio de expressdo por
conversao génica (Brayton et al. 2005).

Durante cada ciclo de riquetsemia, 0s quais ocorrem a cada seis a 0ito semanas, ocorre
emergéncia de A. marginale expressando variantes distintas de MSP2, contendo epitopos
imunogeénicos que induzem anticorpos especificos durante a infec¢do persistente da riquétsia.
Acredita-se que essa variacdo antigénica seja um mecanismo de evasao da resposta imune
(French et al. 1999). A variacdo antigénica de MSP2 também ocorre em A. marginale na
glandula salivar de carrapatos Dermacentor (De la Fuente et al. 2001), demonstrando que
ocorre pressdao de selecdo para variagdo sobre MSP2 no hospedeiro invertebrado,

independentemente do sistema imunolégico do bovino.

Embora no sistema imune de bovinos infectados por A. marginale ndo ocorra
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imunossupressdo generalizada, com alteragdo no ndmero de neutrdfilos e linfécitos
circulantes, sabe-se, conforme relatado por Han et al. (2008), que em bovinos infectados pela
riquétsia ocorre leve supressdo da resposta de células T antigeno especificas. Bovinos
imunizados com a proteina MSP2 ou com por¢des imunogénicas de MSP1 evidenciaram
rapida desregulacdo e supressao de células T CD4+ especificas ap0s desafio, antecedendo o
pico de bacteremia (Abbott et al. 2005). Brown (2012) sugere ainda que a supressdo e ou
anergia de células T CD4+ especificas apds o estabelecimento da infeccdo, acaba por
contribuir para que o hospedeiro néo estabeleca forte e duradoura resposta de memoria, apesar
dos elevados titulos de anticorpos, e favoreca assim para a apoptose de células T antigeno-

especificas.

Vacinas Derivadas de Proteinas de Membrana

As proteinas de membrana dos corpusculos iniciais de A. marginale concentram a
atencdo das pesquisas voltadas para o desenvolvimento de novas vacinas contra anaplasmose.
Isso ocorre principalmente porque essas proteinas estdo expostas na superficie da riquétsia,
sendo facilmente acessiveis ao sistema imunoldgico do hospedeiro, algumas das quais
desempenham importantes funcGes para a sobrevivéncia do micro-organismo (Arulkanthan et
al. 1999), tais como aderéncia e invasdo dos eritrécitos do hospedeiro e transporte de
nutrientes (McGarey & Allred 1994; De la Fuente et al. 2001).

A principio, a importancia das proteinas de superficie de A. marginale foi constatada a
partir de experimentos de neutralizacdo da infectividade da riquétsia por soro gerado contra
corpusculos iniciais (Palmer & McGuire 1984). Preparacfes de corpusculos iniciais de A.
marginale induziram resposta imune protetora em bovinos contra desafio homdlogo,
caracterizada por baixas riquetsemias e branda anemia, quando comparados com animais
controle ndo imunizados (Montenegro-James et al. 1991; Tebele et al. 1991); resposta
semelhante também pode ser observada contra desafio heter6logo (Montenegro-James et al.
1991; Palmer et al. 1994). Deste modo, verificou-se que proteinas presentes na superficie de
Anaplasma estdo fortemente envolvidas na inducdo de resposta imune protetora contra esta

enfermidade.
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Proteinas Principais de Superficie

Inicialmente, foram identificadas na membrana dos corpusculos iniciais de A.
marginale seis proteinas principais de superficie: MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4 e
MSP5 (Palmer & McGuire 1984; Oberle et al. 1988; Tebele et al. 1991; Oberle et al. 1993).
Cada uma dessas proteinas apresentam caracteristicas bioquimicas e funcionais importantes,

variacBes polimorficas e capacidade imunogénica distintas.

Embora a imunizacgdo de bovinos com membrana externa de A. marginale seja capaz
de proteger contra a doenca clinica (Tebele et al. 1991), associada a proliferacédo de linfocitos
T CD4+ e elevados niveis de 1gG2a (Brown et al. 1998), nenhuma das MSPs, isoladas ou em
associagOes, foram capazes de induzir protecdo semelhante a induzida pela membrana total da
riquétsia. Varios experimentos foram conduzidos e as MSPs foram capazes apenas de
protegerem parcialmente contra desafios homdlogos e ou heterdlogos, ndo sendo capazes de
impedirem a infeccdo do animal pela riquétsia (Palmer et al. 1986; Oberle et al. 1993; Aradjo
et al. 2003; Araudjo, 2005). Assim, os resultados da imunizacdo com MSPs, até 0 momento,

foram pouco promissores.

Novas proteinas

Recentemente, o genoma completo do isolado norte-americano de A. marginale, Saint
Maries, foi sequenciado (Brayton et al. 2005), identificando 62 sequéncias como proteinas de
membrana. Estas proteinas foram classificadas entdo, em trés grupos: duas superfamilias de
proteinas de membrana, superfamilias mspl e msp2, estruturadas em torno dos genes mspl e
msp2 respectivamente e proteinas ndo associadas a nenhuma superfamilia, como VirB3,
VirB9 e OMAB87 (Brayton et al. 2005; Lopez et al. 2005).

A superfamilia mspl contém nove membros estruturados em torno dos genes que
codificam o heterodimero MSP1 (mspla e msplp); e a superfamilia msp2 foi estruturada em
torno dos genes msp2, msp3 e msp4 (Brayton et al. 2005), que fazem parte do grupo de
antigenos de superficie pfam 01617 (Bateman et al. 2004) no qual encontra-se as Proteinas de
Membrana Externa (OMPs) 1-15. Doze desses genes estdo arranjados em quatro operons, e
trés ocorrem isoladamente (Brayton et al. 2002). Até o momento, ndo ha dados de

imunoprotecédo vacinal conferidas pelas OMPs.
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Exatamente, a partir do advento da andlise gendmica e, quase que simultdneamente,
protebmica de A. marginale, um novo leque de proteinas de membrana e/ou associadas a
membrana da riquétsia foi identificado. Mediante a separacao eletroforética bidimensional da
membrana da riquétsia e analise por espectrometria de massa das proteinas que reagiram com
soros de bovinos imunizados com membrana de A. marginale, foi possivel identificar 76
novas proteinas de membrana (Lopez et al. 2005). Interessantemente, algumas dessas
proteinas tém se mostrado naturalmente imunogénicas, como demonstrado pelo
reconhecimento dessas proteinas por efetores da imunidade humoral e celular de animais
protegidos pela imunizacdo com preparacdo de membrana externa de A. marginale (Lopez et
al. 2007; Sutten et al. 2011), ou infectados, quer seja natural ou experimentalmente (Aradjo et
al. 2008).

Entre essas proteinas recentemente identificadas na membrana de A. marginale
podem-se destacar as proteinas pertencentes ao Sistema de Secrecdo Tipo IV (TFSS). O TFSS
é um sistema que possui pelo menos trés fun¢Ges: montagem e retracdo do pilus durante a
conjugacdo, permitir que a bactéria importe DNA ex0geno e incorpore ao Seu proprio
genoma, e por fim transferir seu proprio substrato a uma célula alvo através de contato direto
(Cascales & Christie 2003). Assim, proteinas do TFSS sdo importantes para uma série de

eventos relacionados a manutencdo da sobrevivéncia e viruléncia bacteriana.

Em geral, o sistema TFSS é codificado por 11 proteinas VirB (VirBl a VirB11)
(Backert & Meyer 2006). O TFSS provavelmente esta arranjado em A. marginale com um
operon contendo sodB, virB3, virB4, e virB6 e outro com virB8, virB9, virB10, virB11 e
virD4, assim como em A. phagocytophilum, E. chaffeensis (Ohashi et al. 2002), e em E.
ruminantium (Collins et al. 2005). Além disso, o gene virB6 é seguido por trés paralogos, e ha
tambeém uma codpia adicional de virB8 e virB4 nédo associadas a outros genes do sistema de
secrecdo tipo IV (Brayton et al. 2005). Como as proteinas codificadas por esses genes estdo
possivelmente ligados a transporte de fatores de viruléncia, e algumas delas tém localizacdo

membranar (Lopez et al. 2005), estas proteinas também sdo potenciais imundgenos.

Lopez et al. (2007) observaram que proteinas do TFSS presentes na membrana externa
de A. marginale sdo reconhecidas por mecanismos imunes do hospedeiro e que as proteinas
VirB9, VirB10 e Conjugal Transfer Protein induzem proliferacdo de células T CD4+. Além
de que, estas células T CD4+ especificas responderam a trés diferentes cepas de A. marginale,

confirmando assim que as células T CD4+ especificas atuam diretamente contra epitopos da
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proteina nativa. Sutten et al. (2010) trabalharam com outras proteinas do TFSS e concluiram
que VirB2, VirB7, VirB1l e VirD4 também sdo antigénicas, como demonstrado pela
reatividade destas proteinas em suas formas recombinantes com soro de animais imunizados
com membrana externa de A. marginale, e que VirB2 é codificada por varios genes que

compartilham uma regido central conservada e mapeamento de epitopos de células T.

Lockwood et al. (2011) identificaram e testaram algumas proteinas do TFSS em
laboratdrio. Esse grupo trabalhou com o micro-organismo Legionella pneumophila, como
modelo validado de efetores de secrecdo para A. marginale, e partindo de seis proteinas testes
concluiu que quatro dessas: AM185, AM470, AM705, AM1141 foram translocadas de forma
TFSS-dependente (analises tendo como base niveis intracelulares de adenosina 3'5'-
monofosfato-ciclico), utilizando assim L. pneumophila como sistema repdrter. Assim, esse
grupo validou este modelo, bem como sugeriu que 0 mesmo seja utilizado como ferramenta

de triagem para proteinas efetoras/secretoras de A. marginale.

Outra proteina identificada associada a membrana de A. marginale é o Fator Termo
Instavel de Elongacgdo de Peptideos (EF-Tu) (Lopez et al. 2005) encontrado em bactérias e na
mitocdndria de eucariotos (Krab & Parmeggiani 1998). Uma caracteristica fundamental desta
proteina é sua participacdo ativa na fase de elongacdo da sintese proteica. No entanto,
diversos estudos tém demonstrado que esta proteina pode estar localizada na superficie
bacteriana, atuando como um fator de adesdo (Marques et al. 1998; Granato et al. 2004), o

que pode ser de grande importancia para a inducdo de resposta imune contra esta proteina.

A presenca de EF-Tu na superficie de Anaplasma também pode estar correlacionada a
inducdo de imunidade contra anaplasmose em bovinos. Em animais naturalmente infectados
por A. marginale ou imunizados com membrana externa purificada, a producéo de anticorpos
lgG2a especificos contra EF-Tu é induzida, sugerindo que EF-Tu funcione como um
potencial estimulador do sistema imune (Araujo et al. 2008). Essa producdo de anticorpos da
subclasse 1gG2a assemelha-se com o perfil caracteristico de uma resposta imune protetora
contra anaplasmose (Marques et al. 1998; Granato et al. 2004). O uso de EF-Tu recombinante

(rEF-Tu) como imunogeno néo foi ainda explorado

Mais recentemente foi descrita a producéo das proteinas recombinantes VirB9, VirB10
e EF-Tu e constatado que as mesmas sdo antigénicas, como observado pela reacdo positiva do
soro dos animais infectados naturalmente, e que em suas conformacdes nativas desencadeiam
resposta imune humoral especifica, além de que 1gG2a de bovinos infectados naturalmente
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também reagem com estas proteinas (Araudjo et al. 2008). No mesmo ano, Vidotto et al.
(2008) clonaram e sequenciaram 0 gene e caracterizaram antigenicamente a proteina
recombinante VirB9 oriunda de A. marginale isolado Parana, Brasil. Esse estudo mostrou
ainda que rVirB9 ¢ altamente conservada, possui epitopos conservados e mantém
antigenicidade, sugerindo também, que esta proteina seja utilizada no desenvolvimento de

uma vacina de subunidade contra A. marginale.

Recentemente, a sequéncia completa do genoma de A. marginale subespécie centrale
foi obtida e comparada a sequéncia do genoma de A. marginale (Herndon et al. 2009). A
partir dessa comparacdo foi cogitada a hipdtese de que apenas seis proteinas de membrana:
MSP4, OMP1, OMP7, OpAG2, AM779/ACIS557 e AMB854/ACIS486 seriam comuns a A.
marginale e A. centrale e se manteriam como possiveis imundgenos. No Brasil, Guedes
Junior et al. (2010) estudaram o grau de conservacdo de algumas proteinas de membrana do
isolado brasileiro Pernambuco-Zona da Mata de A. marginale quando comparado aos
isolados Saint Maries, Florida e A. centrale. Nesse estudo constataram, que dentre as
proteinas estudadas, OMP1, OMP5, EF-Tu, VirB3, SODb e VirB9-1 apresentam maior grau
de homologia aos isolados mencionados anteriormente, além de apresentarem elevado grau de
conservacao, sugerindo assim que as mesmas podem ser importantes imundgenos capazes de

promoverem protecdo cruzada entre isolados.

Por outro lado, Agnes et al. (2011), em uma avaliacdo mais ampla da correlacéo entre
a protecdo conferida por A. centrale e a busca de possiveis imunégenos em outras cepas,
apontaram por meio de Imunoblotting 15 proteinas, entre elas: OMP7, OMP8, OMP11,
AMB54, MSP2, MSP3 e EF-Tu, que foram reconhecidas por anticorpos presente no soro de
bovinos imunizados com a vacina israelense cepa A. marginale centrale, sugerindo-as. E
ainda Dark et al. (2011), utilizando ferramentas da bioinformatica, apontaram outras 19
proteinas como possiveis candidatas a componentes de uma vacina recombinante contra a

anaplasmose bovina, entre elas VirB9 e VirB10.

Como se pode observar, cada trabalho acaba por apontar diferentes proteinas como
potenciais imunogenos, sem, contudo, manter algumas delas de uma abordagem para outra.
Assim, Palmer et al. (2011), utilizaram trés metodologias associadas: analise in silico em
conjunto a resposta imune contra desafio homdlogo e heter6logo e vacinacdo (abordando
resposta imune humoral e celular), sem contudo, deixar de lado a ampla diversidade de MHC

das células do hospedeiro para identificar potencias imundgenos dentre as proteinas de
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membrana (antigenos subdominantes). Considerando as 949 proteinas identificadas no
protcoma de A. marginale e partindo de 62 proteinas supostamente de membranas,
previamente identificadas pela bioinformatica, apds trés amplas etapas, incluindo inclusive
principios de outros trabalhos, chegou-se a trés proteinas candidatas: AM779, AM854,

OMP7/8/9 (codificadas por trés genes em tandem).

Imunizacgdo Utilizando Anaplasma marginale Proveniente de Cultivo Celular

Uma das alternativas para a imunizagdo contra A. marginale é o cultivo in vitro dessa
riquétsia, o qual constitui uma alternativa econémica, segura e eficaz de producdo de
antigenos (Waghela et al. 2000). As primeiras tentativas envolveram o cultivo de A.
marginale em células de medula 6ssea de coelho (Marble & Hanks 1972) e de linfonodos de

bovinos (Hidalgo 1975), entretanto sem evidéncias efetivas da multiplicacdo da riquétsia.

A partir de entdo outros grupos de pesquisa passaram a trabalhar com cultivo celular
desta riquétsia (Waghela et al. 1977; Kessler & Ristic 1979; Mazzola et al. 1979), e anos
depois, um avanco consideravel foi obtido por Samish et al. (1988) e Hidalgo, Jones et al.
(1989) com o cultivo de A. marginale em células de carrapatos Dermacenter variabilis.
Entretanto, ndo houve sucesso nas tentativas de infeccdo de bovinos com organismos

cultivados dessa forma (Hidalgo, Palmer et al. 1989).

Posteriormente, A. marginale foi cultivado em linhagem celular IDES8, derivada de
embrides de carrapatos Ixodes scapularis (Munderloh et al. 1996). Em outro estudo, foi
constado que o ciclo de A. marginale nas células dessa cultura apresentava semelhancas ao
que ocorre em infecgdes naturais (Blouin & Kocan 1998). Os organismos obtidos desses
cultivos foram infectantes para bovinos e carrapatos (Munderloh et al. 1996; Blouin & Kocan
1998). Além disso, em estudos posteriores, foi demonstrado que as seis MSPs caracterizadas
em A. marginale provenientes de eritrocitos de bovinos, estavam conservadas nos organismos
cultivados em IDES8 (isolado de Virginia) (Barbet et al. 1999). A partir desses resultados, A.
marginale proveniente de cultivo em células IDES foi testado como imundgeno, apresentando
pequenas diferencas quando comparado com animais controle néo testados, como: reducao do

volume globular e ndo exacerbacao dos sinais clinicos de anaplasmose (Kocan et al. 2001).

Além das vantagens, conhecidas até entdo, que a imunizagdo com organismos
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provenientes de cultura celular de carrapatos teria, como: auséncia de contaminagdo por
estroma de eritrocitos infectados, auséncia de risco de transmissdo de outros hemoparasitos,
facilidade de padronizacdo e ndo necessidade de producdo de antigenos recombinantes desta
riquétsia (Kocan et al. 2001), diversos isolados de A. marginale poderiam ser propagados em
cultura, ampliando o espectro de protecdo contra a anaplasmose. No entanto, tais cultivos
teriam que ser feitos em separado, uma vez que o cultivo de um gendtipo de A. marginale

exclui o crescimento de outro (De la Fuente 2002).

Mais recentemente, Munderloh et al. (2004) demonstraram infeccdo e propagacdo de
A. marginale em linhagens de ceélulas endoteliais bovinas abrindo um novo leque de

oportunidades de estudos.

Vacinas de DNA

Vacinas de DNA representam um novo e promissor método nas pesquisas em
desenvolvimento de vacinas para diversas enfermidades, uma vez que além de produzirem
imunidade duradoura, possibilidade de producdo simultdnea de uma vacina para Varios
patdgenos, ainda possuem a capacidade de estimularem resposta imune de amplo espectro, ou
seja, resposta imune humoral e resposta imune celular (Van Drunen Little-van den Hurk et al.
2001). Além disso, outras vantagens se destacam: simplicidade para producdo, baixo custo,
estabilidade, seguranca, reprodutibilidade lote-a-lote e facilidade de transporte na forma
liofilizada (Sharma & Khuller 2001). Varios estudos ja estdo sendo realizados nesta area, e
recentemente também abordados para a anaplasmose. Entretanto, as poucas publicacdes
existentes focalizam exclusivamente em proteinas e/ou epitopos associados as MSPs de A.
marginale (Arulkanthan et al. 1999; de Andrade et al., 2004; Mwangi et al., 2007; Kano et al.,
2008). Assim, ainda faz-se necessario a elaboracdo de formulagcdes de DNA recombinante e
andlise de protocolos de expressdo/imunizacdo para que, em futuro préximo, resultados

promissores sejam obtidos.

Interrupgéo dirigida de genes em Anaplasma marginale

Assim como para A. phagocytophilum recentemente para A. marginale a manipulagéo

genética se fez presente com novos desafios. Felsheim et al. (2010) transformaram com
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sucesso A. marginale isolado Saint Maries com o gene de uma proteina verde fluorescente
(conhecida como GFP, abreviatura do inglés green fluorescent protein) abrindo assim novas
possibilidades no ramo da engenharia genética para o controle desta riquétsia. Este primeiro
transformante foi denominado AmStMTSS, produto de uma recombinacdo homologa
associado a um evento de crossover em um unico nucleotideo na posi¢do 1026363 no genoma
de A. marginale St. Maries (Brayton et al. 2005).

Como principal utilizacdo da transformacéo/transfeccdo de A. marginale pode-se citar
0 desenvolvimento de novas ferramentas para bloguear a transmissdo da riquétsia pelo
carrapato. A transmissibilidade do carrapato e a capacidade de estabelecer infeccdo
persistente nos bovinos foram recentemente demonstradas, assim que houve a padronizacéo
da utilizacdo destes transformantes como modelo (Noh et al. 2010). Uma possibilidade de
utilizacdo desta tecnologia seria o knock-out de genes do TFSS (provaveis fatores de
viruléncia) para possivel atenuacdo de A. marginale, estratégia esta que seria facilitada pela
estrutura em operon desses genes, ou seja, a interrup¢do de um gene préximo ao promotor

implicaria em perda de funcdo dos genes downstream.

O dominio da transformacdo em A. marginale podera possibilitar a identificacdo da
funcdo de inUmeros genes, e em particular, a identificacdo da funcdo dos genes relacionados a
colonizagdo e transmissdo desta riquétsia no hospedeiro que, consequentemente, culminara
com a habilidade da criacdo de genes alvos knock-out e bibliotecas genémicas mutantes. A
capacidade de direcionar genes especificos ou regibes genbémicas por recombinacao
homologa, seja com o objetivo de introduzir genes estranhos ou gerar knock-out, representa
uma importante ferramenta estratégica de manipulacdo genética deste patdgeno que
certamente contribuira para a obtencdo de avancos no controle desta enfermidade (Suarez &
Noh, 2011).

CONSIDERACOES FINAIS

A anaplasmose bovina € uma enfermidade que causa expressivos prejuizos
econdmicos anualmente em varios paises. O controle efetivo desta doenca é o grande objetivo
das pesquisas frente a riquétsia Anaplasma marginale, um patogeno desafiador. A vacinagao
tem sido considerada a forma mais eficiente e eficaz de controle de A. marginale em todo o

mundo. Atualmente, no mercado, vacinas de micro-organismos vivos e de micro-organismos
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mortos ou inativados de A. marginale sdo comercializadas, porém ambas nao sdo capazes de
impedir a infec¢do nos bovinos. O desenvolvimento de uma nova vacina se faz necessario.
Proteinas de membrana de A. marginale tém se destacado como potenciais candidatas a uma
vacina eficaz. A tecnologia do DNA recombinante promete resultados promissores. Avancos
em pesquisas e desenvolvimento de novas tecnologias sdo necessarios para estender o
conhecimento do complexo anaplasma-carrapato-bovino, para que assim, em breve, uma nova

e efetiva alternativa de controle esteja disponivel a pecuaria mundial.
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Resumo

Considerando as limitagcdes dos atuais métodos de controle contra a anaplasmose bovina, o
desenvolvimento de uma vacina efetiva se faz necessario. A partir do advento da analise
genbmica e protebmica novas proteinas de membrana de Anaplasma marginale foram
identificadas como possiveis candidatas a componentes de uma vacina. Entre elas estdo
VirB9, VirB10 e Fator Termo Instavél de Elongacdo de Peptideos (EF-Tu). Embora estas
proteinas ainda ndo estejam bem caracterizadas na membrana de A. marginale, a producéo
destas na forma recombinante (rVirB 9, rVirB10 e rEF-Tu) foi realizada, mas as mesmas
ainda ndo foram exploradas em formulagdes vacinais. Neste trabalho avaliou-se o uso de
rVirB9, rVirB10 e rEF-Tu como imundgenos em camundongos emulsionadas em adjuvante
Montanide. Nas condicGes testadas verificou-se a inducdo de forte resposta imune humoral
com a producdo de IgG1 e IgG2a. Esplendcitos de 50% dos animais, que foram injetados com
rVirB9, produziram Interferon-gama acima do limite de deteccéo, sinalizando assim indicios
de resposta imune celular especifica para esta proteina. Desta forma, verificou-se que é
possivel utilizar tais proteinas para inducao de resposta imune especifica, particularmente do
tipo humoral. Assim, novas avalia¢cdes necessitam ser realizadas com a finalidade de ajustar o

perfil de resposta imune obtido e entdo avancar para a realizacéo de testes no modelo bovino.
Unitermos: Anaplasma marginale, Proteinas Recombinantes, Resposta Imune, Vacina.

Summary

Considering the limitations of currently used control measures for anaplasmosis, the
development of a more effective vaccine is necessary. Previous studies using proteomic and
genomic approaches have identified new membrane proteins in Anaplasma marginale that
may be candidates for vaccines, such as VirB9, VirB10 and elongation factor-Tu (EF-Tu).
Although the role of these proteins has not been well characterized in the membrane of A.
marginale, the production of the recombinant proteins rVirB9, rVirB10, rEF-Tu has been
achieved. However, these recombinant proteins have not yet been investigated in vaccine
formulations. The present study describes the use of rVirB9, rVirB10 and rEF-Tu
emulsificated in adjuvant Montanide in mice. Under these conditions, a strong humoral
immune response was induced, with both IgG1 and IgG2a production. Splenocytes in 50% of

the animals that received rVirB9 produced gamma interferon above the detection limit,
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indicting a specific cellular immune response to this protein. Thus, these proteins can be used
to induce a specific immune response, particularly a humoral immune response. Additional
studies need to be carried out to adjust the profile of the immune response in order to perform

tests on cattle.
Uniterms: Anaplasma marginale, Recombinant Proteins, Immune Response, VVaccine.

Introducéo

A anaplasmose bovina é uma doenca hemolitica causada pela riquétsia intraeritrocitica
Anaplasma marginale.! Esse micro-organismo ocorre principalmente em paises tropicais e
subtropicais, ocasionando importantes perdas econémicas na pecuaria de corte e de leite,
sendo transmitida principalmente por carrapatos ixodideos.> Os sinais clinicos dessa
enfermidade incluem febre, perda de peso, anemia, aborto e letargia. A morte ocorre
principalmente em animais acima de dois anos.™® Os animais que sobrevivem a fase aguda da
anaplasmose tornam-se persistentemente infectados, apresentando baixas riquetsemias
ciclicas, ndo detectaveis microscopicamente (10* a 10° eritrécitos infectados/mililitro de

sangue), servindo entdo como reservatorios naturais de A. marginale.*

O controle da anaplasmose pode ser realizado por diferentes técnicas, entre elas,
reducdo da populacdo dos vetores e quimioprofilaxia. Entretanto a forma mais econémica e
eficiente para controle desta enfermidade tem sido a vacinacdo.! No entanto, as vacinais
comerciais atualmente disponiveis, oriundas de eritrocitos infectados, apresentam diversas
limitacBGes, como efeitos adversos em algumas categorias de animais, sensibilizacdo de vacas
contra grupos sanguineos e consequente isoeritrolise neonatal em bezerros e no caso das
premunicdes, possibilidade de veiculacdo de agentes patogénicos.”> A busca por uma vacina
que proteja 0s bovinos contra a doenca, sem 0s inconvenientes das vacinas atuais, € 0 grande

objetivo das pesquisas com subunidades de A. marginale.

As proteinas de membrana dos corpulsculos iniciais de A. marginale sdo foco das
pesquisas voltadas para o desenvolvimento de novas vacinas contra anaplasmose. Isso ocorre
principalmente porque essas proteinas estdo expostas na superficie da riquetsia, sendo
facilmente acessiveis ao sistema imunoldgico do hospedeiro, algumas delas desempenham
importantes fungdes para a sobrevivéncia do parasito, tais como aderéncia e invaséo dos

eritrécitos do hospedeiro e transporte de nutrientes.® As primeiras proteinas de membrana de
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A. marginale purificadas e avaliadas como imundgenos, as proteinas principais de superficie
(MSPs), ndo foram capazes de promover protecdo similar aquela obtida com o uso de
corpusculos de inclusdo tampouco com o uso de preparacdes de membrana externa de A.

marginale.’

Com o advento da analise gendmica e, quase que simultaneamente, protedmica de A.
marginale, um novo leque de proteinas de membrana e/ou associadas a membrana da
riquétsia foi identificado.®*'° Estudos iniciais foram realizados apontando algumas proteinas
como alvo em potencial."*** Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a capacidade
imunogénica de rVirB9, rVirB10 e rEF-Tu de A. marginale emulsionadas em adjuvante
Montanide, em camundongos BALB/c (animal experimental de féacil manipulacéo,
reprodutivel e econdmico), para avaliar a utilizacdo dessas proteinas recombinantes como

possiveis candidatas a componentes de uma vacina contra anaplasmose em bovinos.

Materiais e Métodos

Producdo e Purificacdo de rVirB9, rVirB10, rEF-Tu de Anaplasma marginale

A producdo das proteinas recombinantes VirB9, VirB10 e EF-Tu foi realizada
conforme descrito em Aratijo et al.'*. Brevemente, Escherichia coli Rosetta foi transformada
com os plasmideos pET47b-virb9, pET47b-virb1l0 e pET47b-ef-tu respectivamente e
induzidas com Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). As proteinas rVirB9 e rEF-Tu
foram purificadas por cromatografia de afinidade em coluna agarose niquel (HisTrap, GE
HealthCare); a proteina rVirB10 foi purificada por eletroeluicdo em gel de dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE). Verificou-se a pureza das proteinas obtidas por eletroforese em SDS-
PAGE, corado com azul brilhante de Coomassie. As proteinas recombinantes foram
quantificadas por meio do método Lowry (1951)". A avaliacdo da antigenicidade das
proteinas recombinantes foi realizada por meio de Western Blot, utilizando anticorpos

especificos das espécies bovina e murino (dados ndo mostrados).
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Imunizagdo dos Camundongos

Foram utilizados camundongos BALB/c, fémeas, com idade entre seis e oito semanas.
Os animais foram mantidos no biotério da Embrapa Gado de Corte, sob condi¢des adequadas
de temperatura e umidade e receberam alimentacdo e agua ad libitum. O uso de animais
experimentais neste trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Catdlica Dom Bosco (Protocolo n. 035/2009A). Os animais foram separados aleatoriamente
em cinco grupos de 8 animais, denominados: Salina, Montanide, rVirB9/Montanide,
rVirB10/Montanide e rEF-Tu/Montanide. Os grupos Salina e Montanide representam 0s
grupos controle do experimento, os quais foram injetados com solugdo salina 0,9% e
Montanide ISA 70M VG (Seppic), respectivamente. Os demais grupos foram injetados com 30
pg de cada proteina recombinante emulsionada ao adjuvante, volume de 200 pL/dose, em trés
aplicacdes subcutaneas, com intervalos de 21 dias. Apos 10 dias da ultima injecdo coletou-se
sangue dos animais, obtendo-se entdo soro, o qual foi utilizado posteriormente para a

realizacdo de ensaios de imunoadsorcao enzimatica (ELISA) e Western blot.

Avaliacdo da Resposta Imune Humoral

A resposta imune humoral foi avaliada pela titulacdo dos niveis de 1gG, IgG1 e 1gG2a
por meio de ELISA indireto (padronizados previamente para determinacdo das concentragdes
Otimas de antigenos, diluicbes de soro e conjugado por titulacdo cruzada) utilizando as
proteinas rVirB9, rVirB10 e rEF-Tu, previamente solubilizadas em 2% de SDS.* Para tanto,
placas de 96 pocos (Costar 3590) foram adsorvidas com 30 ng/poco de rVirB9, rVirB10 ou
rEF-Tu diluidas em tampéo carbonato-bicarbonato, pH 9,6 (100 uL/poco) e incubadas por
uma noite a 4 C. As concentracdes de uso foram determinadas previamente. As placas foram
bloqueadas com PBS com 0,05% de tween 20 (PBST) com 10% de leite desnatado, por 1 hora
a 37°C. Todas as amostras foram analisadas em duplicatas a 1:200 ou em diluicdo seriada
(determinacdo de titulos) e incubadas por 1 hora a 37°C. Para a avaliacdo da producdo de 1gG
total, o conjugado anti-IgG de camundongo com peroxidase (Sigma) foi diluido 1:10.000 e
para a avaliacdo das subclasses foram utilizados os anticorpos biotinilados anti-IgG1 e anti-
IlgG2a (BD Pharmingen) diluidos a 1:500 seguido de incubagdo com estreptoavidina
conjugada a peroxidase (R&D Systems). As reacOes enzimaticas foram reveladas com TMB

peroxidase (Sigma), durante 12 minutos e interrompidas com 50 pL/poco de H,SO4 (2,5 N).
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As densidades 6pticas foram determinadas por espectrometria em leitor de ELISA com filtro
de 450 nm. A linha de corte foi determinada baseado em Frey et al.”®. A titulacdo é
representativa da reciproca da maior diluicdo com resultado positivo (igual ou superior a linha

de corte).

Avaliacdo da Resposta Imune Celular

Apo6s 15 dias da dltima injecdo, os camundongos foram eutanasiados por
deslocamento cervical e os bacos foram removidos assepticamente. Suspensdes celulares de
esplendcitos foram preparadas para cada animal em meio de cultura RPMI suplementado com
10% de soro fetal bovino, 2 mM 1-glutamina, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100
ug/mL), e 50 mM 2-ME (Sigma Immunochemicals). Os eritrécitos foram removidos por lise
com agua destilada e os esplendcitos obtidos foram entdo adicionados em placas de 24 po¢os
a 2x10%poco e cultivados com 10 pg/mL rVirB9, rVirB10, rEF-Tu (Lopez et al. 2007) ou
meio de cultura por 48 horas a 37'C em atmosfera imida. Concanavalina A foi usada na
concentracdo de 2,5 pg/mL como controle positivo de estimulacdo de linfécitos. Apds o
periodo de incubacdo, os sobrenadantes das culturas foram coletados, centrifugados a 400 xg
por 10 minutos a 4 C para a remocéo de células, e armazenados a -70'C. As condicdes de
obtencdo e cultivo das células foram previamente estabelecidas. A deteccdo/quantificacdo de
IFN-y foi realizada utilizando um sistema de ELISA de captura comercialmente disponivel

(R&D Systems), seqguindo-se as instrugdes do fabricante.

Anédlise Estatistica

Para comparacdo da producdo de anticorpos entre os grupos (valores de densidade
optica) e producdo de IFN-y foi aplicado teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de
pos-teste de comparacdo multipla de Dunn’s. Para comparagdo das médias geométricas de

subclasses de 1gG foi utilizado teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Resultados

Os valores de densidade dptica dos ELISAs indiretos, contra cada uma das proteinas
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recombinantes, obtidos dos grupos controles negativos (Salina e Montanide) foram utilizados
para célculo da linha de corte. Todos os camundongos injetados com cada uma das proteinas
recombinantes emulsionadas em Montanide produziram anticorpos especificos do tipo 1gG
(Figura 1). Para cada um dos grupos foi estabelecido média £ desvio padrao ( ) com 0s
valores de densidade O6ptica obtidos, sendo 1,679+0,443 para rVirB9 X(Higura 1A),
1,670%0,238 para rVirB10 (Figura 1B) e 0,989+0,538 para EF-Tu (Figura 1C). A comparacéo
entre as medias dos valores de densidade Optica dos grupos testes em relacdo aos grupos
controles mostrou que houve diferenca estatistica significativa referente a producdo de
anticorpos (p<0,05). Essa produgdo de anticorpos foi caracterizada por titulos elevados
(média geométrica dos valores da reciproca da diluicdo de trés experimentos): rVirB9
802.671, rVirB10 561.653 e rEF-Tu 23.319, determinados por meio de dilui¢do seriada. As
proteinas rVirB9 e rVirB10 desencadearam uma producdo mais intensa de anticorpos quando

comparada com a proteina rEF-Tu (p<0,05).

Em analise subsequente, a producdo das subclasses de 1gG foi avaliada. Soros obtidos
antes do inicio das injeces foram utilizados como controles negativos. Amostras obtidas dez
dias apos a ultima injecdo de rVirB9, rVirB10 ou rEF-Tu apresentaram valores de densidade
Optica acima da linha de corte estabelecida para cada um dos ensaios. Deste modo, a producao
de 1gG1 e IgG2a foi induzida em todos os grupos testados (Figura 2). Pela analise estatistica
revelou-se que esta producdo foi significativa em relacéo aos controles (p<0,05). A proporcéao
da producdo de 1gG2a/lgG1 foi analisada com base nos valores de média geométrica dos
titulos finais que foram determinados para cada uma das proteinas. Assim, os niveis de IgG1
foram superiores aos niveis encontrados para 1gG2a (p<0,05), sendo esta propor¢do nos
valores de: rVirB9 0,57, rVirB10 0,6396 e rEF-Tu 0,239, ou seja, todos os valores estando

abaixo de 1.

A producdo de IFN-y por células estimuladas in vitro com as proteinas recombinantes
de A. marginale foi mensurada em sobrenadantes de culturas de esplendcitos. Houve
producdo de IFN-y por células dos animais do grupo injetado com rVirB9 ap6s estimulacdo
com rVirB9 (Figura 3). Neste grupo, 50% da populacdo testada apresentaram niveis de IFN-y
acima do limite de deteccdo do ensaio (>30 pg/mL). Essa produgéo (170,7 + 251,4 pg/mL) foi
estatisticamente significante quando comparada com os controles (p<0,05). Nas condicOes
avaliadas, células dos animais dos grupos testes rVirB10 e rEF-Tu ndo produziram IFN-y

quando estimuladas com as respectivas proteinas recombinantes, em niveis detectaveis pelo
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ELISA de captura, ainda que tenha ocorrido producéo no controle positivo do ensaio (dados

n&o mostrados).

Discussao

A producdo das proteinas recombinantes VirB9, VirB10 e EF-Tu tém sido realizada
por diversos grupos de pesquisa.™***° VirB9 e VirB10 séo proteinas do sistema de secregdo
do tipo IV (TFSS). Este sistema promove a secrecdo ou transferéncia de macromoléculas,
proteinas ou complexos de proteina-DNA de uma célula para outra; importante para a
sobrevivéncia e viruléncia de bactérias gram negativas.!” EF-Tu, embora esteja envolvida na
fase de elongacdo da sintese proteica intracitoplasmatica’®, também estad associada a
membrana celular, sugerindo que esta proteina pode desempenhar papel importante como
fator de adesdo as células hospedeiras.'® Além destas caracteristicas, de fato, ha indicacdo de
que VirB9, VirB10 e EF-Tu sdo componentes da fracao protetora de membrana externa de A.
marginale® e ativam o sistema imune.***? Apesar destas informacdes, a imunogenicidade das

formas recombinantes destas proteinas ainda ndo havia sido explorada.

O mecanismo de resposta imune contra a infec¢do por A. marginale em bovinos ainda
ndo foi totalmente elucidado, mas ha evidéncias de que esta resposta seja mediada
principalmente por linfocitos T CD4+, que produzem IFN-y, ativando macréfagos e
estimulando linfécitos B a produzirem anticorpos da subclasse 1gG2a.”?° A presenca isolada
de anticorpos ndo é capaz de combater a riquétsia, fazendo-se necesséria a acdo conjunta da
resposta imune humoral e celular.* De fato, a opsonizagdo, fagocitose e morte dos micro-
organismos, mediada pelos anticorpos 1gG2a e macrdéfagos ativados, parecem ser a peca
fundamental para o controle desta riquétsia em bovinos.” As primeiras avaliacBes antigénicas
relacionadas a VirB9, VirB10 e EF-Tu de A. marginale apresentaram-se compativeis ao
modelo acima descrito. Anticorpos 1gG2a especificos reconheceram tais proteinas, em suas
formas recombinantes, como demonstrado pelo uso de soro de bovinos naturalmente e
experimentalmente infectados, assim como de animais imunizados com corplsculo de
membrana externa de A. marginale.***? Lopez et al.'? também demonstraram a capacidade de
inducdo de resposta celular, pela proliferacdo de linfdcitos T e producéo de IFN-y na presenca

destas proteinas.

Neste estudo, o0 uso de rVirB9, rVirB10 e rEF-Tu em camundongos, emulsionadas em
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Montanide, induziu elevados titulos de anticorpos, além de que a subclasse 1gG2a especifica
esteve presente em todos os animais injetados com tais proteinas. Diferentemente do
esperado, nas condic@es utilizadas neste trabalho para avaliacdo do uso dessas proteinas em
suas formas recombinantes, observa-se que a producao de IgG1 apresentou niveis maiores do
que IgG2a. Resultados semelhantes foram observados por Kawasaki et al.?* ao avaliarem
MSPs (Proteinas Principais de Superficie) associadas a ISCOM/ISCOMATRIX também em
modelo murino. O adjuvante Montanide ISA 70 M VG (SEPPIC) é um adjuvante desenvolvido
para preparo de emulsdes do tipo agua/dleo, particularmente para uso em bovinos e pequenos
ruminantes (informacfes do fabricante). A capacidade de induzir forte resposta imune
humoral e celular para antigenos associados, propiciando lenta liberagdo no sitio de injecao,
foi a caracteristica de eleicdo para a inclusdo deste adjuvante neste estudo.?®** Um método
simples foi utilizado para preparacdo da emulsdo garantindo a obtencdo de diametros

adequados para as particulas do adjuvante e mantendo a estabilidade da formulacdo vacinal.?

E bem caracterizado que, no modelo murino, citocinas produzidas por células T
ativadas induzem a troca de diferentes subclasses de anticorpos 1gG.%® Neste estudo, 50% da
populacdo de camundongos injetados com a proteina rVirB9 foi capaz de desenvolver uma
resposta imune celular com producdo de IFN-y, acompanhando assim a producdo de IgG2a.
Para as proteinas rVirB10 e rEF-Tu ndo houve equivaléncia entre a producdo de IgG2a e a
deteccdo de IFN-y. Essa discrepancia pode ser explicada por uma baixa frequéncia de células
T especificas, como discutido por Lopez et al.** em seu estudo com proteinas recombinantes
do TFSS avaliadas in vitro contra células de bovinos imunizados com membrana externa de

A. marginale.

Conclusoes

A partir dos dados deste experimento é possivel concluir que nas condigdes testadas
rVirB9, rVirB10 e rEF-Tu séo capazes de induzir forte resposta imune humoral, produzindo
elevados titulos de 1gG1 e 1gG2a, embora os niveis de IgG1l estejam acima dos niveis
encontrados para 1gG2a, além de que rVirB9 também é capaz de induzir producdo de IFN-y
apos estimulagdo in vitro. Ainda se faz necessario o ajuste de algumas condicfes para que a
resposta imune obtida possua caracteristicas semelhantes as encontradas na protecdo contra

esta enfermidade, bem como a reproducédo de novos experimentos no modelo bovino.
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Caracterizacao da Imunogenicidade das Proteinas Recombinantes Virb9,
Virb10 e Fator Termo Instavel de Elongacao de Peptideos de Anaplasma

marginale em Camundongos

3.0

2.54 . . .
2.04 - - *

1.54 b k

D.O. 450 nm

1.04 b k

Salina  Adjuvante rVirB9/Adj Salina  Adjuvante 'VirB10/Adj Salina  Adjuvante rEF-Tu/Adj

Figura 1: Producdo de anticorpos 1gG total. Camundongos BALB/c foram injetados com Salina, Adjuvante
Montanide ou proteinas recombinantes de Anaplasma marginale emulsionadas em Montanide. Resultados de
ELISA indireto contra (A) rVirB9, (B) rVirB10, (C) rEF-Tu, as barras representam as médias aritméticas com
desvio padrdo de cada um dos grupos. *Significancia estatistica entre grupos testes e seus respectivos controles
(p<0,05). Dados representativos de trés experimentos.
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Figura 2: Producdo de anticorpos das subclasses 1gG1 e 1gG2a. Camundongos BALB/c foram injetados com
proteinas recombinantes de Anaplasma marginale emulsionadas em Montanide. Nos graficos superiores
resultados de ELISA Indireto contra (A) rVirB9, (B) rVirB10, (C) rEF-Tu. As barras (abertas, pré-imune;
fechadas, poOs-imune) representam as médias aritméticas, com desvio padrdo de cada um dos grupos.
*Significancia estatistica entre amostras pos e pré imunes (p<0,05). Nos gréaficos inferiores reciproca dos titulos
finais obtidos para cada subclasse a partir de ELISA Indireto contra (A) rVirB9, (B) rVirB10, (C) rEF-Tu .
*Significancia estatistica entre 1gG1 e 1gG2a (p<0,05). Dados representativos de trés experimentos.
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Figura 3: Produgdo de Interferon-gama apos inje¢do de rVirB9/Adjuvante. Esplendcitos de camundongos
BALB/c foram obtidos ap6s a Gltima injecdo de Salina, Salina/Montanide e rVirB9. As células foram cultivadas
em meio de cultura ou rVirB9 (10 pg/mL) por 48h a 37" C. Os sobrenadantes foram analisados para IFN-gama
por ELISA de captura. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo para cada grupo. *Significancia
estatistica entre o grupo teste e seus controles (p<0,05).
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