Introducao

A anaplasmose bovina é uma enfermidade causada
pela riquétsia intraeritrocitica Anaplasma marginale,
pertencente a familia Anaplasmataceae (KOCAN et
al., 2003). Esse agente patogénico ocorre em éareas
tropicais e subtropicais do mundo (RIDING et al.,
2003) e é transmitido principalmente por carrapatos
ixodideos (KOCAN et al., 2003; RIKIHISA, 2003),
dos quais, no Brasil, Rhipicephalus (Boophilus) mi-
croplus é o unico vetor bioldgico identificado (KESS-
LER; SCHENK, 1998).

A fase aguda da anaplasmose bovina é caracte-
rizada por altas riquetsemias (> 10° eritrocitos
infectados por mililitro de sangue) (FRENCH et al.,
1998). Alguns dos sinais clinicos da doenca, tais
como anemia e perda de peso, afetam diretamente
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a producao de carne e leite, causando consideraveis
perdas econdmicas para esse setor.

As vacinas atualmente em uso apresentam uma
série de limitacdes, como efeitos adversos em algu-
mas categorias de animais (vacas prenhes e animais
adultos), possibilidade de veiculacao de agentes
patogénicos (no caso da premunicao), sensibilizacao
de vacas contra grupos sanguineos e consequente
risco de isoeritrélise neonatal em bezerros (BRIZUE-
LA et al., 1998; KESSLER; SCHENK, 1998). Por
isso, é necessario o desenvolvimento de novas vaci-
nas e, desse modo, a busca por novos imundégenos
em organismos derivados de cultivo celular.

As primeiras proteinas de membrana de A. margi-
nale purificadas e avaliadas como imundgenos, as
proteinas principais de superficie (MSPs), ndo foram
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capazes de promover protecao similar aquela obtida
com o uso de corpusculos de inclusdo e tampouco
com o uso de preparacoes de membrana externa de
A. marginale (BROWN et al., 1998; BRAYTON et
al., 2006). Trabalhos recentes, utilizando avaliacao
gendmica e protedmica, tém sugerido um conjunto
de novas proteinas identificadas na superficie da
membrana de A. marginale como potenciais candi-
datas a vacina contra anaplasmose bovina (LOPEZ
et al., 2005).

Neste trabalho duas dessas novas proteinas, produ-
zidas em suas formas recombinantes (ARAUJO et
al., 2008), VirB9 e Ef-Tu, foram avaliadas quanto a
capacidade de induzir resposta imune humoral em
camundongos como uma etapa que antecede sua
avaliacao no animal alvo da vacinacéao, o bovino.
Essas duas proteinas sdo capazes de induzir uma
resposta imune com perfil protetor contra anaplas-
mose em bovinos quando injetadas em sua forma
natural, presente nas preparacdes de proteinas da
fracdo externa de A. marginale (LOPEZ et al., 2005;
ARAUJO et al., 2008).

Metodologia

A producao das proteinas recombinantes VirB9 e
Ef-Tu foi realizada em Escherichia coli, a partir da in-
sercao de um plasmideo recombinante contendo um
fragmento de DNA correspondente aos genes virb9
e ef-tu. A clonagem dos fragmentos de interesse

e, posteriormente, a subclonagem em plasmideo
apropriado para expressao em células procaridticas,
pET47b, seguida da expressao do gene recombinan-
te, foram realizadas conforme descrito por Araujo et
al. (2008).

Para o estudo foram utilizados camundongos
BALB/c, fémeas, com idade entre seis e oito sema-
nas. Os animais foram mantidos no biotério da Em-
brapa Gado de Corte. O uso de animais experimen-
tais neste trabalho foi aprovado pelo Comité de Eti-
ca em Pesquisa (CEP) da Universidade Catélica Dom
Bosco (035/2009). Foram formados quatro grupos
experimentais: Salina, Montanide, rVirB9/Montanide
e rEf-Tu/Montanide, sendo duas caixas por grupo,
cada uma contendo quatro animais. O grupo Salina
e Montanide constituiram os grupos de controle que
foram injetados, isoladamente, com solucao salina
0,9% e adjuvante Montanide ISA70M VG (Seppic),
respectivamente. No grupo rVirB9/Montanide e

rEf-Tu/Montanide foram injetados aproximadamente
30 ng de cada proteina recombinante emulsionada
ao adjuvante em cada animal, em trés doses com
intervalos de 21 dias entre cada uma. As injecoes
foram via subcutanea, no dorso dos animais, em
dois sitios, aplicando-se 100 uL em cada sitio.

A producdo de anticorpos anti-rVirB9 e anti-rEf-Tu,
classe IgG e subclasses IgG1 e IgG2a, foi avaliada
por meio de ensaio de imunoadsor¢cao enzimatica
(ELISA) indireto utilizando os soros obtidos. Para

o ELISA, realizou-se a sensibilizacdo de placas de
96 pocos com a proteina rVirB9 ou com rEf-Tu,
inicialmente tratadas com SDS 2% (LECHTZIER et
al., 2002) para completa solubilizacdo. Amostras
de soro dos camundongos, diluidas a 1:200 em
solucao-tampao fosfato-salina (PBS) acrescida de
leite desnatado 10% e Tween 20, 0,05% (PBS-T/
leite), foram aplicadas em volume de 100 ulL/poco
em duplicata e incubadas a 37°C. O conjugado
anti-lgG de camundongo (Sigma) diluido 1:10.000
em PBS-T/leite foi aplicado em volume de 100 pL/
poco. A interacao antigeno/anticorpo foi revelada
pela adicdo de uma solucao preparada em tampao
citrato-fosfato 0,05M contendo uma pastilha TMB
(tetrametilbenzidina — Sigma T-5525) dissolvida em
1 mL de DMSO (dimetilsulféxido) e 2 uL de H,O,
(peréxido de hidrogénio). Foram aplicados 100 pL/
poco dessa solucao. Apds incubacao por 10 mi-
nutos a temperatura ambiente, protegida da luz, a
reacao foi interrompida pela adicéo de H,SO, 2M. A
leitura das densidades 6pticas (DO) dos pocos das
placas foi realizada em espectrofotémetro com filtro
de 450 nm.

Na avaliacdo das subclasses de IgG, o procedimento
foi semelhante, exceto para os anticorpos anti-lgG1
e anti-lgG2a (BDPharmighem), que foram adiciona-
dos aos pocos em diluicdo de 1:500 logo apds a
incubacao das amostras de soro dos camundongos.
Como esses anticorpos sao biotinilados, foram adi-
cionados 100 ulL/poco de avidina-peroxidase (R&D
Systems) diluida a 1:200, seguido de incubacéo a
37°C, por 45 minutos. A revelacao e a leitura ocor-
reram como descritas no paragrafo anterior. Para
andlise das subclasses, as amostras foram também
avaliadas a partir de diluices seriadas para determi-
nacao do titulo-final de anticorpos.
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Resultados e discussao

O uso das proteinas recombinantes de A. marginale
emulsionadas em Montanide, rVirB9/Mtn e rEf-Tu/
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Mtn, para imunizacao de camundongos resultou na
producao de anticorpos especificos em todos os ani-
mais injetados, como demonstrado pelos valores de
DO obtidos nos ELISAs (Figura 1).
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Figura 1. Deteccdo de anticorpos isotipo IgG em soros de camundongos BALB/c injetados com as proteinas recombinantes. Para a detec-

cdo de anticorpos contra rVirB9 (A) e rEf-Tu (B) foi utilizado ELISA indireto com amostras diluidas a 1:200. Os valores estao representa-

dos como leituras de densidade 6ptica (450 nm) para cada animal individual (simbolos B, ¥, A). As barras em cada grupo correspondem

a média aritmética. Os valores de ponto de corte (cut-off) estdo indicados a direita de cada gréfico (linha tracejada).

Os valores dos pontos de corte (cut-off), obtidos
das leituras de DO dos grupos de controle, foram
semelhantes tanto para as amostras do grupo Salina
como para as do grupo Montanide. Dessa manei-

ra, todos os valores de DO obtidos das amostras
dos animais injetados com rVirB9/Mtn e rEf-Tu/

Mtn estavam acima dos valores de ponto de corte,
demonstrando a producao de anticorpos especificos
do tipo IgG contra rVirB9 e rEf-Tu. Além disso, a
comparacao das médias obtidas para esses dois gru-
pos em relacdo aos grupos de controle mostrou que
houve uma diferenca estatisticamente significativa
referente a producao de anticorpos (p<0,05).

Em analise subsequente, observou-se que altos
titulos de anticorpos especificos anti-rVirB9 e anti-
rEf-Tu foram produzidos apés as injecbes com as
preparacdes de proteinas recombinantes e adjuvan-
te Montanide (reciproca da média geométrica dos
titulos-finais: anti-rVirB9 = 487.099 e anti-rEf-Tu
= 23.774).

A participacao de resposta imune humoral na pro-
tecdo contra anaplasmose bovina é de fundamen-
tal importancia (TEBELE et al., 1991). Anticorpos
especificos podem interagir com o micro-organismo
impedindo a infeccao de eritrécitos e/ou levando

a fagocitose mediada por opsonizacao, ou seja, a
captura do agente causador da doenca por células
apropriadas desde que este esteja envolvido por
anticorpos. O uso de rVirB9 e rEf-Tu emulsionadas
em Montanide foi capaz de induzir uma resposta

imune humoral de forte intensidade em camundon-
gos, o que provavelmente pode contribuir com os
mecanismos de protecdo nos animais alvo da vaci-
nacdo. Tanto VirB9 como Ef-Tu foram localizadas/
identificadas na membrana de A. marginale e podem
mediar fungcdes importantes para a sobrevivéncia da
riquétsia (LOPEZ et al., 2005). Dessa forma, anti-
corpos especificos podem interagir e comprometer
a sobrevivéncia e a capacidade de viruléncia da
riguétsia.

A producdo de anticorpos especificos, tanto da sub-
classe IgG1 como da subclasse IgG2a, foi induzida
em todos os animais injetados com rVirB9/Monta-
nide ou com rEf-Tu/Montanide (Figura 2), como de-
monstrado pelos valores de densidades 6pticas (DO)
obtidos acima do ponto de corte para cada ELISA.

Os valores de titulos-finais obtidos para IgG1 e para
IgG2a nos soros dos animais pés-imune (rVirB9/
Montanide e rEf-Tu/Montanide), embora elevados,
ocorreram em niveis semelhantes, caracterizando
um perfil misto de resposta imune humoral (dados
nao mostrados).

Preparacdes de membrana de A. marginale tém sido
utilizadas com sucesso para inducado de imunidade
protetora em bovinos (TEBELE et al., 1991; BRO-
WN et al., 1998; PALMER et al., 1999). Nesses
animais, a imunidade protetora caracteriza-se por
um predominio da inducéao de anticorpos do isotipo
IgG2a. Estes e colaboradores (1994) demonstraram
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que a citocina IFN-gama, produzida por linfécitos T,
é responséavel por aumentar a sintese de lgG2a em
bovinos. Desse modo, a producao de anticorpos es-
pecificos desse isotipo esta diretamente associada
a presenca de células e mediadores celulares impor-
tantes para o controle da infecgao.

As proteinas recombinantes VirB9 e Ef-Tu, emulsio-
nadas em Montanide, quando utilizada em camun-
dongos, induzem a producao de anticorpos IgG2a
especificos, o que sugere que uma resposta imune
mediada por células também possa ter sido induzida
por esse processo de imunizacdo. Além disso, nos

camundongos injetados com as proteinas recom-
binantes houve também a producao de anticorpos
IgG1, na mesma intensidade gerada para IlgG2a. Em
bovinos imunizados com membrana externa de A.
marginale, quando ocorreu a presenca de anticorpos
especificos pertencentes aos dois isotipos cita-
dos, observou-se protecao parcial com controle da
riquetsemia, como demonstrado por BROWN et al.
(1998). Assim, o perfil de resposta imune humoral
induzido em camundongos pelo uso das proteinas
recombinantes VirB9 e Ef-Tu assemelha-se aquele
encontrado em bovinos que apresentam protecao
parcial contra anaplasmose.
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Figura 2. Deteccéo de anticorpos anti-rVirB9 e anti-ref-Tu subtipos IgG1 e IgG2a em soros de camundongos BALB/c injetados com

as proteinas recombinantes. Para a deteccdo de anticorpos contra rVirB9 (A) foi utilizado um ELISA indireto com amostras diluidas a

1:5.000 e para anticorpos contra Ef-Tu (B), amostras diluidas a 1:1.000. Os valores estdo representados como leituras de densidade

optica (450 nm) para cada animal individual (simbolos M, ¥, A). As barras em cada grupo correspondem a média aritmética. Os valores

de ponto de corte (cut-off) estao indicados a direita de cada gréafico (linha tracejada).
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