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Resumo

A anaplasmose é uma importante enfermidade de bovinos de areas tropi-
cais e subtropicais do mundo, causada pela riquétsia intra-eritrocitica
Anaplasma marginale. A vacinacao tem sido a forma mais econdémica e
eficiente de controlar a anaplasmose bovina. Nos Ultimos anos, esses
estudos tém se concentrado nas proteinas de membrana da riquétsia,
sobretudo MSP1a e MSP2. Este trabalho teve como objetivos avaliar o
grau de protecéao induzido pelas proteinas de membrana MSP1a e MSP2
recombinantes de A. marginale, associadas com adjuvante CpG ODN
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2006, perante desafio heterélogo e avaliar a resposta imune gerada.
Novilhos da raga Aberdeen Angus foram imunizados trés vezes com 200
png de MSP1a e/ou MSP2 recombinantes, associadas com CpG ODN 2006
e alimen. Posteriormente, foram desafiados com 3 x 107 eritrdcitos
infectados com isolado heterélogo de A. marginale. Os animais experimen-
tais apresentaram quadro clinico de anaplasmose (reducao do volume
globular, febre e riquetsemias detectaveis por distensdoes sangliineas
coradas). Nao foram detectadas diferencas significativas entre os grupos
imunizados e os controles guanto ao percentual de reducéao do volume
globular, riquetsemias maximas e temperaturas retais maximas, indicando
que as imunizacoes nao foram protetoras. A despeito da significativa
producao de IgG total contra MSP1a e MSP2, detectada no dia do desafio,
os animais imunizados apresentaram producéo significativa de IgG, apenas
contra MSP1a. As raz0es para as possiveis falhas de protecao sao
discutidas.

Termos para indexacdo: proteinas recombinantes, vacinacao, proteinas
majoritarias de superficie, imunologia.



Immunization of Cattle with
Recombinant MSP1a and
MSP2 from Anaplasma
marginale with CpG ODN
2006 as Adjuvant, followed
by Heterologous Challenge

Abstract

Anaplasmosis is an important disease of cattle of tropical and subtropical
areas of the world, caused by the intra-erythrocytic rickettsia Anaplasma
marginale. Vaccination has been the most economical and efficient method
to control anaplasmosis. In the last years, studies regarding the
development of new immunogens have focused on the membrane proteins
of the rickettsia, specially MSP1a and MSP2. The objectives of this study
were to evaluate the level of protection afforded by recombinant MSP1a
and MSP2 of A. marginale, associated with CoG ODN 2006, against
heterologous challenge, and evaluate the immune response elicited.
Aberdeen Angus steers were immunized three times with 200 pg of
recombinant MSP1a and/or MSP2, associated with CpG ODN 2006 and
alum. Then, cattle were challenged with 3 x 107 erythrocytes infected with
a heterologous isolate of A. marginale. Animals showed typical signs of
anaplasmosis (reduction of packed cell volume, fever and detectable
rickettsemias). No differences were detected between immunized and
control groups with regards to the degree of reduction of packed cell
volume, maximum rickettsemias, or maximum rectal temperatures,
indicating that the immunizations were not protective. Despite the
significant production of total IgG to MSP1a and MISP2 at the challenge,
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cattle produced significant levels of IgG, only against MSP1a. Possibly
reasons for the lack of protection were discussed.

Index terms: recombinant proteins, vaccination, major surface proteins,
immunology.

Introducéo

A anaplasmose bovina é causada pela riquétsia intra-eritrocitica
Anaplasma marginale (DUMLER et al., 2001). A doenca provoca importan-
te impacto em paises de clima tropical e subtropical, principalmente por
causa de perda de peso, reducao da producao de leite, abortos, custos
com tratamento de animais enfermos e mortalidade. Outro aspecto
importante é a limitacao de racas européias Bos taurus em programas de
melhoramento genético, uma vez que animais dessas racas, oriundos de
areas de clima temperado, sao altamente suscetiveis a doengas transmiti-
das por carrapato, como a anaplasmose (KOCAN et al., 2003).

Os métodos de imunizacao atuais incluem a inoculacdo de sangue de
bovinos portadores de A. marginale em animais suscetiveis (premunicao)
ou imunizacdo com Anaplasma centrale, espécie menos patogénica
(KOCAN et al., 2003). Tais imundgenos sao derivados de sangue
infectado, resultando em alto custo de producao e risco de disseminacao
de patégenos desconhecidos ou emergentes (PALMER et al., 1999).
Conseqlientemente, as pesquisas atuais enfatizam a identificacdo dos
mecanismos efetores da imunidade protetora contra anaplasmose e os
antigenos-alvo de A. marginale (PALMER et al., 1999).

Bovinos imunizados com corpusculos iniciais de A. marginale ou membrana
desses apresentaram menores reducdes do volume globular e menores
riguetsemias apds o desafio com isolado virulento da riquétsia, quando
comparados com os animais nao imunizados (MONTENEGRO-JAMES et al.,
1991; TEBELE et al., 1991; RODRIGUEZ et al., 2000).
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Na membrana de A. marginale, foram identificadas inicialmente seis
proteinas majoritarias de superficie (major surface proteins - MSPs):
MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4 e MSP5. Recentemente, novas
proteinas foram descobertas, por fracionamento protéico (RIDING et al.,
2003) e andlise genémica (BRAYTON et al., 2005).

Destas proteinas, MSP1a e MSP2 tém sido mais intensamente estudadas.
Bovinos imunizados com MSP1(heterodimero MSP1a-MSP1b) ou MSP2
nativas apresentaram protecao, pelo menos parcial, contra desafios com
isolados homdlogo e heterélogo de A. marginale (PALMER et al., 1986;
PALMER et al., 1988; PALMER et al., 1989). Os perfis das respostas
imunes contra MSP1a e MSP2 também tém sido intensamente estudados
(PALMER et al., 1988; BROWN et al., 2001a, 2001b). No entanto, ndo ha
estudos avaliando a associacao dessas duas proteinas como imundgeno.

A protecao de bovinos imunizados com proteinas de membrana ou corpus-
culos iniciais esta associada a producao de interferon-gama (IFN-y) e de
altos titulos de imunoglobulina G (IgG), especialmente IgG2 (PALMER et
al., 1986; TEBELE et al., 1991; BROWN et al., 1998). Dessa forma, os
esforcos para o desenvolvimento de vacinas de subunidade contra a
anaplasmose incluem a modulacao das respostas imunes para o padrao
Th1, com diferentes adjuvantes.

Seqliéncias imunoestimuladoras de DNA de invertebrados, conhecidas
como motivos CpG, consistem de dinucleotideos CG flanqueados por
certas bases que ativam diferencialmente leucécitos de distintas espécies
de vertebrados e, também, diferentes populacoes celulares em uma
mesma espécie. Essa estimulacdo ocorre via receptor toll-like 9 (TLR9), a
qual resulta em uma ativacao de genes associados com respostas inflama-
térias (ZHANG et al., 2003).

Bovinos imunizados com MSP2 combinada com alimen e CpG ODN 2006
(TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT) desenvolveram altos titulos de IgG1
especificos. Além disso, a proliferacao especifica de linfécito e a freqiién-
cia de células produtoras de IFN-y também aumentaram significativamente

11
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nos animais tratados com antigeno e CpG ODN 2006, indicando que esse
altimo é um adjuvante eficiente para estimulacao tanto de respostas
humorais quanto celulares em bovinos (ZHANG et al., 2003).

Neste trabalho, é relatada a imunizacao de bovinos com MSP1a e MSP2
recombinantes de A. marginale, associadas com alimen e CpG ODN 2006,
e posterior desafio com isolado heterélogo, bem como a avaliacdo da
resposta imune gerada.

Metodologia

Sangue infectado foi obtido mediante a inoculacao de um bezerro nelore
com isolado Pernambuco-Zona da Mata de Anaplasma marginale. O sangue
foi coletado em tubos a vacuo com heparina quando a riquetsemia atingiu
87%.

Para obtencao de DNA de A. marginale, utilizou-se o kit Easy DNA
(Invitrogen).

Os oligonucleotideos iniciadores para amplificacdo dos fragmentos de DNA
foram delineados pelo programa Primer Select (DNAStar). No caso de
msp1a, os oligonucleotideos msp 7aF (5" GGGTACGCCACCTATCTCGC 3')
e msplaR (5" AACAAGCTGTGTAGTAGTGTCCGAAGG 3’) foram dese-
nhados para amplificar um fragmento que codifica a porcao hidrofilica da
regidao carboxi (C)-terminal da proteina MSP1a.

No caso de msp2, os oligonucleotideos iniciadores msp2F (5’
GCAGGCGGCGAGGGTCTATTTTCA 3') e msp2R (5'
AGAATCCCCCTAAGCGTTGCCGAACCTCAA 3') foram desenhados para
amplificar um fragmento que codifica parte da regido amino (N)-terminal
conservada, a regiao central hipervaridvel (RCH) e toda a regiao C-terminal
da proteina MSP2.

As reacdes em cadeia da polimerase (PCR) foram preparadas em volume
de 50 pL, contendo 10 mM de tris-HCI (pH 8,3), 50 mM de KCI, 1,5 mM
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de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 100 ng de cada oligonucleotideo inicia-
dor, 100 ng de DNA, e 2,5 U de Tag DNA polimerase (CenBiot). A amplifi-
cacao foi realizada em termociclador PTC-200 (MJ Research), no seguinte
esquema: 35 ciclos de desnaturacado a 94°C por um minuto; anelamento a
61°C por um minuto paramsp7a e a 60°C por um minuto para msp2, e
extensao a 72°C por um minuto para msp7a e um minuto e meio para
msp2. Adicionalmente, foi realizada extensao final a 72°C por sete minu-
tos para ambos os genes.

Os produtos das reacdes de amplificacdo foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etideo (0,5
ug/mL), e visualizados em transiluminador UV.

Os produtos das reacoes de amplificacdo de ambos os genes de A.
marginale foram clonados e expressos por meio do kit p TrcHis-TOPO
(Invitrogen), conforme instrugcdes do fabricante.

A purificacao das proteinas recombinantes foi realizada por cromatografia
de afinidade usando resina de agarose-niquel (ProBond Purification Kit,
Invitrogen), segundo instrucdes do fabricante.

Amostras das culturas para as proteinas MSP1a e MSP2 recombinantes,
bem como das fracdes protéicas purificadas, foram suspensas em 200 pL
de tampao da amostra 1x e submetidas a eletroforese em gel de dodecil
sulfato de sédio-poliacrilamida a 12%, seguido de coloracdo com azul de
Coomassie ou transferéncia para membrana de nitrocelulose.

As proteinas transferidas para membrana nitrocelulose foram incubadas
com anticorpo monoclonal (AcMo) anti-histidina (ref. 27-4710-01,
Amersham Pharmacia) e, no caso de MSP2, também com AcMo
ANAOG66A2, especifico para aquela proteina (McGUIRE et al., 1984). Os
AcMo anti-histidina e anti-MSP2 foram diluidos, respectivamente, a
1:6.000 e 1:2.000, em salina fosfatada com 0,1% de tween (PBST) e
10% de leite desnatado. O anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado
com peroxidase (ref. A-9044, Sigma) foi diluido a 1:2.000 em PBST. As
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reacOes foram reveladas com diaminobenzidina (DAB, Sigma)/H, 0.,

Treze bovinos Aberdeen-Angus, de ambos os sexos, com idades ao inicio
do experimento variando de 11 meses a 1 ano, negativos para anticorpos
contra A. marginale por ELISA indireto com MSP1a e MSP2
recombinantes, e negativos na PCR para msp5, foram alocados em baias
individuais em area de isolamento telada da Embrapa Gado de Corte. A
alimentacao dos animais durante o experimento consistiu de feno de
Brachiaria decumbens, concentrado (milho, calcério e farelo de soja), sal
mineral e agua ad /ibitum. Os animais foram inicialmente adaptados as
baias por trés meses, para diminuir o estresse durante o manejo.

As proteinas MSP1a e MSP2 recombinantes, com o adjuvante CpG ODN
2006 (Alpha DNA), foram emulsificadas em alimen estéril (40%, v/v)
(Serva). As proteinas recombinantes foram empregadas na dosagem de
200 ng e o CpG ODN 2006, a 250 ng.

Os bovinos foram alocados nos seguintes grupos de tratamento: Grupo 1 -
MSP2 + MSP1a + CpG ODN 2006 + alimen (quatro animais); Grupo 2 -
MSP2 + CpG ODN 2006 + alimen (trés animais); Grupo 3 - CpG ODN
2006 + alimen (trés animais); Grupo 4 - alimen + salina estéril (trés
animais).

Os tratamentos descritos foram feitos trés vezes, com intervalo de um
meés.

Trés semanas apds a Ultima imunizacao, os animais foram desafiados, por
via subcutanea, com cerca de 3,2 x 107 eritrdcitos infectados com A.
marginale, isolado heterélogo de Mossoré, RN.

Os animais foram monitorados clinico e laboratorialmente para afericdo da
temperatura retal, determinacao do volume globular (VG), presenca de IgG
e IgG, contra MSP1a e MSP2 por ELISA indireto, PCR para amplificacédo
do gene msp5 de A. marginale, e determinacao da riquetsemia, por meio da
andlise de distensbes sangliineas coradas com panético rapido.
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As avaliagOes foram realizadas nas trés imunizagdes, no dia do desafio e
nos dias 7, 14, 21, 28 e 37 pds-desafio (DPD), exceto as determinacoes
de VG e riguetsemias, as quais foram feitas trés vezes por semana.

Os ELISAs indiretos para deteccao de anticorpos IgG contra MSP1a e
MSP2 foram realizados conforme metodologia descrita por ARAUJO et al.
(2004).

Para os ELISAs visando a detectar IgG, contra MSP1a e MSP2, utilizou o
AcMo MCAB626 (Serotec) e anti-lgG de camundongo conjugada com
peroxidase (ref. A-9044, Sigma). As reacOes foram reveladas com o-
fenildiamino-OPD (Sigma)/ H,0, e os resultados obtidos em leitor EL-800
(Bio-Tek) com filtro de 490 nm.

Os pontos de corte para os ensaios foram determinados segundo
metodologia descrita por FREY et al. (1998), com intervalo de confianca de
99%, com 12 soros negativos para anticorpos contra A. marginale.

Resultados

As amplificacoes de msp7a e msp2 por PCR, como esperado, resultaram
em fragmentos de cerca de 626 e 1.211 pares de bases (pb), respectiva-
mente. A expressao dos genes resultou em proteinas de 33 e 42,2 kDa,
respectivamente (Fig. 1). Essas proteinas reagiram com AcMo anti-
histidina e a MSP2 recombinante também reagiu com AcMo ANAGGA2
(Fig. 2).

No inicio do experimento, todos os animais foram negativos para A.
marginale pela andlise de distensdes sangliineas coradas, por PCR para
msp5 e ELISA para MSP1a e MSP2.
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Fig. 1. Eletroforese em gel de dodecil sulfato de s6dio poliacrilamida de extratos de
Escherichia coli expressando msp7a e msp2 de um isolado brasileiro de Anaplasma
marginale. Linhas - 1: marcador de massa molecular (ref. V8491, Promega); 2:
extrato de £. co/i TOP10; 3: inducéo por 6 horas de msp7a com IPTG; 4: MSP1a
purificada recombinante (seta); 5: inducéo por 6 horas de msp2 com IPTG; 6: MSP2
purificada recombinante (seta).

As deteccdes iniciais de A. marginale por distensdes sangliineas coradas
ocorreram no nono dia pés-desafio (DPD) e, no 192 DPD, todos os animais
apresentaram riquetsemias detectaveis pela andlise de distensbes
sangliineas coradas. Por PCR, as deteccoes iniciais ocorreram no 72 DPD,
mas no 92 DPD, todos os animais ja estavam positivos. Sem excecgao, os
animais estavam positivos no final do experimento (372 DPD) por PCR e
76,9% deles ainda apresentavam riquetsemias detectaveis pelo exame de
distensdes sangliineas coradas, embora em baixos niveis.
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Linhas 1-6: anticorpo monoclonal anti-histidina e (1) extrato de Escherichia coli TOP10 transformada com
p TrcHis-TOPO/msp 1a sem inducdo com IPTG; (2) extrato de Escherichia coli TOP10 transformada com

p TrcHis-TOPO/msp 1a induzida com IPTG; (3) MSP1a recombinante purificada; (4) extrato de Escherichia
coli TOP10 transformada com p TrcHis-TOPO/msp 2 sem indugcdo com IPTG; (5) extrato de Escherichia coli
TOP10 transformada com pTrcHis-TOPO/msp2 induzida com IPTG; (6) MSP2 recombinante purificada;
Linhas 7-9: anticorpo monoclonal anti-MSP2 ANAOGB6A2 e (7) extrato de Escherichia coli TOP10
transformada com p TrcHis-TOPO/msp 2 sem inducdo com IPTG; (8) extrato de Escherichia coli TOP10
transformada com pTrcHis-TOPO/msp2 induzida com IPTG; (9) MSP2 recombinante purificada.

Fig. 2. Western blot com MSP1a e MSP2 recombinantes de um isolado brasileiro de
Anaplasma marginale e anticorpos monoclonais anti-histidina e anti-MSP2
ANAOBG6A2.

Os volumes globulares (VGs) e temperaturas retais dos animais estavam
normais e nao diferiram entre grupos da primeira imunizacéo até o desafio.
(P>0,05). Apds o desafio, os VGs declinaram significativamente em
todos os grupos (P<0,01), assim como houve aumento significativo das
temperaturas retais (P<0,05), confirmando a viruléncia do isolado utilizado
para o desafio.

No entanto, nao houve diferencas significativas entre grupos, com relaciao
aos percentuais de reducao de VG e de aumento de temperatura retal;
nem com relacao as riguetsemias maximas (P> 0,05) (Tabela 1).
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Tabela 1. Parametros clinicos e hematoldgicos de bovinos imunizados com
MSP1a e MSP2 recombinantes de Anaplasma marginale e controles, apés
desafio comisolado heterdlogo dariquétsia.

Dreclimio

Aumento de

N'de FRiquetsemia miximo de ’E':“m
amimais mixima [%) volume p%
globular (%) (%)
1 MSP1 a'MSP2/CpG 2008/aldmen 4 7.5 88,1 4.6
2 MSF2Z/CpG 2006/ aliman 3 3.8 63,1 4.4
3 CpG 2008/ aldmean 3 5.8 69.3 3.7
4 Aldmen 3 2.7 89.0 35

Com relacao a producao de anticorpos, no dia do desafio, os niveis de IgG
e IgG, contra MSP1a foram significativamente superiores nos animais
imunizados (grupo 1) quando comparados aos niveis dos animais-controle
(grupos 3 e 4). Apds o desafio, os niveis méximos de IgG e IgG, contra
MSP1a ocorreram simultaneamente com os picos de riquetsemia, e em
seguida cairam, permanecendo ao final do experimento em niveis superio-
res aos do desafio (Fig. 3).

No dia do desafio, os niveis de IgG contra MSP2 também foram significati-
vamente superiores nos animais imunizados (grupos 1 e 2), comparados
com os animais-controle (grupos 3 e 4). Apds o desafio, os niveis maximos
de IgG contra MSP2 ocorreram simultaneamente com os picos de
riquetsemia, e em seguida cairam, permanecendo ao final do experimento
em niveis semelhantes aos do desafio (Fig. 4). No entanto, ndo houve
diferencas significativas entre grupos com relagdo aos niveis de IgG,
contra MSP2 no dia do desafio (Fig. 4).
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*Resultados expressos como indice da densidade 6ptica (DO) dos soros testados e alinha de corte da
respectiva placa de ELISA.

IM = imunizagdo
DPD = diapds-desafio

Fig. 3. Producéo de IgG e IgG, contra MSP1a em bovinos imunizados com MSP1a e

MSP2 recombinantes de Anaplasma marginale e controles, posteriormente desafiados

com a riquétsia.
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Grupo 2: MSP2 recombinante + CpG ODN 2006 + alimen

Grupo 3: CpG ODN 2006 + alimen

Grupo 4: Alimen

*Resultados expressos como indice da densidade 6ptica (DO) dos soros testados e alinha de corte da
respectiva placa de ELISA.
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Fig. 4. Producéo de IgG e IgG, contra MSP2 em bovinos imunizados com MSP1a e
MSP2 recombinantes de Anaplasma marginale e controles, posteriormente desafiados
com a riquétsia.
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Discussao

A vacinagao tem sido a forma mais eficiente e econdmica de controle da
anaplasmose, uma dos importantes objetivos da inddstria pecuaria mundial
(PALMER, 1989).

As pesquisas recentes visando ao desenvolvimento de novas vacinas para
controle da anaplasmose estao focadas nas proteinas majoritarias de
superficie (MSPs) de A. marginale. Das seis proteinas identificadas
inicialmente (PALMER e McGUIRE, 1984; BARBET et al. 1987; OBERLE et
al., 1988; TEBELE et al., 1991; OBERLE et al., 1993), MSP1a e MSP2 tém
sido mais estudadas e parecem ser as mais promissoras para o desenvol-
vimento de vacinas de subunidade.

MSP1a é uma proteina cujas funcoes estao ligadas a aderéncia as células
dos hospedeiros vertebrado e invertebrado; infeccao e transmissao de A.
marginale, assim como contribui para imunidade protetora em bovinos
contra a anaplasmose (McGAREY e ALLRED, 1994; BROWN et al., 2001b;
FUENTE et al., 2001).

MSP2 é uma proteina imunodominante, composta de um fragmento central
hipervariavel, flanqueada por regides altamente conservadas. Durante a
infeccao por A. marginale, eventos de recombinacao génica de msp2 e
seus pseudogenes resultam no aparecimento seqiiencial de novas varian-
tes de MSP2 e subseqliente controle da riquetsemia pelo sistema imune,
levando a infeccao persistente (FRENCH et al., 1999; BRAYTON et al.,
2001; BRAYTON et al., 2002).

A imunizacao de bovinos com ambas as proteinas estimulou forte resposta
humoral e celular de meméria (BROWN et al., 1998; BROWN et al., 2001a,
2001b), sugerindo que essas proteinas podem gerar imunidade protetora
contra A. marginale.

Neste trabalho, avaliou-se a associacdo de MSP1a e MSP2 recombinantes,
com adjuvante CpG ODN 2006, como imundgeno contra desafio heterélogo
com A. marginale.
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A auséncia de diferencas significativas entre os grupos imunizados e
controles com relacao areducao de VG, o aumento de temperatura e as
riguetsemias maximas indicam que a imunizacdao com MSP1a e MSP2
recombinantes, ou MSP2 isoladamente, com o adjuvante CpG ODN 2006,
nao foi protetora contra anaplasmose.

A despeito da auséncia de protecao, a imunizacao estimulou uma significa-
tiva produgéo de IgG contra MSP1a e MSP2, bem como de IgG, contra
MSP1a. No entanto, ndo houve resposta significativa de IgG, contra
MSP2.

Apesar dos padrbes distintos de resposta de IgG, contra MSP1a e MSP2,
tais diferencas nao refletiram no grau de protecao contra anaplasmose
entre os grupos vacinados com MSP1a/MSP2 e apenas com MSP2, como
seria de se esperar, em funcao da protecao contra essa doenca estar
associada a producéo de 1gG, (BROWN et al., 1998).

A auséncia de protecao pode ter ocorrido, dentre outros fatores, por uma
resposta celular deficiente. Essa hipdtese nao foi testada neste trabalho,
mas em experimentos similares, nos quais 50 ug de MSP2 associados
com 1 mg de CpG ODN 2006 foram usados para imunizar bovinos por
cinco a seis vezes. Uma forte resposta T CD4*, com producéao de IFN-y,
foi detectada (ZHANG et al., 2003, ABBOTT et al., 2005).

Em artigo publicado apds a conclusao deste trabalho, demonstrou-se que,
apesar de uma forte resposta humoral (IgG, > IgG,) e celular (T CD4 +
padrao Th1) ser estimulada pela imunizacdo de bovinos com MSP2 nativa,
em associacdao com CpG ODN 2006 ou IL-12 recombinante, apds o desafio
com 3 x 103 eritrécitos infectados com isolado homdélogo de A. marginale,
nao houve protecao (ABBOTT et al., 2005). Essa auséncia de protecao
estava associada com uma répida e prolongada perda de respostas T
CD4+ especificas para MSP2, apds o desafio com A. marginale.

O desaparecimento de respostas T CD4* de memdria ndo pode ser
explicado por mecanismos ja conhecidos (exemplo, emergéncia de varian-
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tes distintas de MSP2, células supressivas), mas estava correlacionado
com a presenca de relevantes nimeros de corpUsculos de A. marginale,
sugerindo um mecanismo desconhecido de modulacao do sistema imune
bovino pela riquétsia (ABBOTT et al., 2005).

Esse modelo sé foi observado até o momento com bovinos imunizados com
MSP2, mas o fato de A. marginale inibir, de maneira dose-dependente, a
proliferacao de linfécitos (BROWN et al., 1998; ABBOTT et al., 2005)
sugere que essa riquétsia pode exercer efeito regulador negativo sobre o
sistema imunolégico bovino, o que pode ter sido a causa da auséncia de
protecao observada no presente estudo.

Mais estudos sdo necessarios para compreender os mecanismos de
regulacao exercidos por A. marginale sobre o sistema imunoldgico bovino,
para delineamento de estratégias mais eficientes de imunizacao contra
essa riquétsia.

Conclusao

A imunizacao de bovinos com MSP1a e MSP2 recombinantes de
Anaplasma marginale com CpG ODN 2006 como adjuvante nao protege
contra desafio com isolado heterélogo.
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