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Resumo

Considerando as limita¢des dos atuais métodos de controle contra a anaplasmose bovina, o desenvolvimento de uma
vacina efetiva se faz necessario. A partir do advento da andlise genémica e protedmica, novas proteinas de membrana de
Anaplasma marginale foram identificadas como possiveis candidatas a componentes de uma vacina, tais como, 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 producgdo destas na forma recombinante (rVirB 9, rVirB10 e rEF-Tu)
tem sido realizada, mas as mesmas ainda nao foram exploradas em formulagdes vacinais. Neste trabalho, avaliou-se o
uso de rVirB9, rVirB10 e rEF-Tu emulsionadas em adjuvante Montanide em camundongos. Nas condigdes testadas,
verificou-se a indu¢do de forte resposta imune humoral com a producédo de IgG1 e IgG2a, sendo que as proporgdes
dos niveis de producéo destas subclasses indicam predominio de IgG1. Entretanto, esplendcitos de animais, que foram
injetados com rVirB9 ou rVirB10, produziram interferon-gama acima do limite de detecgdo do ensaio apds estimulagdo
in vitro, sinalizando assim resposta celular especifica. Assim, novas avaliagdes serdo realizadas com a finalidade de
modular o perfil de resposta imune obtido em bovinos e avaliar a prote¢do contra A. marginale.

Palavras-chave: Anaplasma marginale. Proteinas recombinantes. Resposta imune. Vacina. Camundongos.

Abstract

Considering the limitations of current methods of anaplasmosis control, the development of a more effective vaccine
is required. Previous studies, using proteomic and genomic approaches, have identified new membrane proteins
in Anaplasma marginale that may be vaccine candidates. These include VirB9, VirB10 and elongation factor-Tu (EF-
Tu). Although the role of these proteins in the membrane of A. marginale has not been properly characterized,
production of the recombinant proteins rVirB9, rVirB10, and rEF-Tu has been achieved. However, these recombinant
proteins have not yet been exploited in vaccine formulations. The present study describes the use of rVirB9, rVirB10
and rEF-Tu, emulsificated in adjuvant Montanide, in mice. A strong humoral immune response was induced under
these conditions, with both IgG1 and IgG2a production. The IgG2a/IgGl ratios revealed a predominance of IgGl.
However, splenocytes of the animals that received rVirB9 or rVirB10 produced high levels of gamma interferon after
in vitro stimulation, indicating a specific cellular immune response to these proteins. Therefore, further studies are
required to adjust the profile of the immune response in order to perform tests of protection against A. marginale in
cattle.

Keywords: Anaplasma marginale. Recombinant proteins. Immune response. Vaccine. Mice.

Correspondéncia para: Telefone: +55 (67) 3368-2085 Fax: +55 (67) 3368-2150
Ana Beatriz Canevari Casteldo e-mail: anabia_85@yahoo.com.br.

Embrapa - Centro Nacional de Pesquisa em Gado de Corte

Av. Radio Maia, 830, Vila Popular - Campo Grande, MS Recebido: 04/11/2011

CEP: 79.106-550 Aprovado: 28/09/2012

Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., Sdo Paulo, v. 49, n. 5, p. 377-385, 2012



378

Introducao

A anaplasmose bovina é uma doen¢a hemolitica
causada pela riquétsia intraeritrocitica Anaplasma

7

marginale,) a qual é transmitida principalmente
por carrapatos ixodideos’. Essa doen¢a ocorre
principalmente em paises de regides com clima
tropical e subtropical, ocasionando importantes
perdas econdmicas na pecudria de corte e de leite. Os
sinais clinicos dessa enfermidade incluem febre, perda
de peso, anemia, aborto e letargia, e ocasionalmente
pode ocorrer morte, principalmente em animais
acima de dois anos"’. Os animais que sobrevivem a fase
aguda da anaplasmose tornam-se persistentemente
infectados, apresentando baixas riquetsemias ciclicas,
nido detectaveis microscopicamente (10* a 10°
eritrocitos infectados/mililitro de sangue), servindo
entdo como reservatorios naturais de A. marginale*.

O controle da anaplasmose pode ser realizado por
diferentes técnicas, entre elas, redu¢ao da populagao
dos vetores e quimioprofilaxia. Entretanto, a forma
mais econdmica e efetiva para controle desta
enfermidade tem sido a vacinagdo'. Contudo, os
métodos tradicionais de imuniza¢do, oriundos de
eritrocitos infectados, apresentam diversas limitagdes,
como efeitos adversos em algumas categorias de
animais, sensibilizacdo de vacas contra grupos
sanguineos e consequente isoeritrélise neonatal em
bezerros e possibilidade de veiculagdo de agentes
patogénicos®. A busca por uma vacina que proteja os
bovinos contra a doenca, sem os inconvenientes das
vacinas atuais, é o grande objetivo das pesquisas com
subunidades de A. marginale.

As proteinas de membrana dos corptsculos iniciais
de A. marginale sio foco 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 delas desempenham im-
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portantes fungdes para a sobrevivéncia do parasito,
tais como aderéncia e invasio dos eritrdcitos do
hospedeiro e transporte de nutrientes®. As primeiras
proteinas de membrana de A. marginale purificadas
e avaliadas como imundgenos, as proteinas principais
de superficie (MSPs), ndo foram capazes de promover,
em suas formas recombinantes, protecdo similar
aquela obtida com o uso de corptsculos de inclusao
tampouco com o uso de preparagdes de membrana
externa de A. marginale’.

Com o advento da andlise 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
facil manipulagio, reprodutivel e econémico), para
avaliar a utilizagdo dessas proteinas recombinantes
como possiveis candidatas a componentes de uma

vacina contra anaplasmose em bovinos.

Material e Método

A produgao das proteinas recombinantes VirB9,
VirB10 e EF-Tu foi realizada conforme descrito
em Araujo et al.''. Brevemente, Escherichia coli
Rosetta foi transformada com os plasmideos
pET47b-virb9,  pET47b-virbl10 e pET47b-ef-tu
respectivamente e induzidas com Isopropyl p-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG). As proteinas rVirB9
e rEF-Tu foram purificadas por cromatografia de
afinidade em coluna agarose niquel (HisTrap, GE
HealthCare) e a proteina rVirB10 foi purificada por
eletroeluigao em gel de dodecil sulfato de sédio (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 et
al.”. A avaliagdo da antigenicidade das proteinas
recombinantes foi realizada por meio de Western Blot,
utilizando anticorpos especificos da espécie bovina,
conforme realizado anteriormente por Aratjo et al."
As proteinas foram esterilizadas por irradiacdo antes
de serem utilizadas.

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
condicoes adequadas de temperatura e umidade e
receberam alimentagao e agua ad libitum. O uso de
animais experimentais neste trabalho foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
CatOlica 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 os grupos controle do experimento,
os quais foram injetados com solu¢ao 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.
O protocolo de imunizagdo adotado consistiu em
trés aplicagdes subcutaneas, de volume de 200 pL/
dose, com intervalos de 21 dias. Foram realizadas
duas coletas de sangue dos animais, a primeira antes
do inicio da experimentaciao e outra 10 dias apos a
ultima injegdo, obtendo-se entdo soro (pré e pos-
imune, respectivamente), os quais foram utilizados
posteriormente para a realiza¢do de ensaios de
imunoadsorc¢io enzimatica (ELISA) e Western blot.

A resposta imune humoral foi avaliada por meio
de ELISA

para determinagdo das concentracbes Otimas de

indireto (padronizados previamente
antigenos, dilui¢des de soro e conjugado por titulacao
cruzada), utilizando as proteinas rVirB9, rVirB10 e

rEF-Tu, previamente solubilizadas em 2% de SDS™.

379

Para tanto, placas de 96 pogos (Costar 3590) foram
adsorvidas com 30 ng/pogo de rVirB9, rVirB10 ou
rEF-Tu diluidas em tampio carbonato-bicarbonato,
pH 9,6 (100 mL/poco) e incubadas por uma noite a
4’C. As concentragdes 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 dilui¢cao
seriada (determinagdo de titulos) e incubadas por 1
hora a 37°C. Para a avaliagdo da produgao de IgG total,
o conjugado anti-IgG de camundongo com peroxidase
(Sigma) foi diluido 1:10.000 e para a avaliacao das
subclasses foram utilizados os anticorpos biotinilados
anti-IgG1 e anti-IgG2a (BD Pharmingen) diluidos
a 1:500 seguido de incubag¢do com estreptoavidina
conjugada a peroxidase (R&D Systems). As reagdes
enzimdticas foram reveladas com TMB peroxidase
(Sigma), durante 12 minutos e interrompidas com
50 uL/pogo de H,SO, (2,5 N). As densidades dpticas
foram determinadas por espectrometria em leitor
de ELISA com filtro de 450 nm. A linha de corte
foi determinada com base em em Frey, Di Canzio
e Zurakowski”. Os niveis de produgao de IgG,
IgGl e IgG2a foram determinados apés diluigdo
seriada e obten¢do dos titulos finais, os quais estdao
representados pela reciproca da maior dilui¢do com
resultado positivo (igual ou superior a linha de corte).

Apds 15 dias da ultima injegdo, os camundongos
foram eutanasiados por deslocamento cervical e os
bacos foram removidos assepticamente. Suspensoes
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 pg/mL), e 50 mM
2-ME (Sigma Immunochemicals). Os eritrocitos
foram removidos por lise com agua destilada e os
esplendcitos obtidos foram entdo adicionados em
placas de 24 pogos a 2x10%/pogo e cultivados com
10 pg/mL rVirB9, rVirB10, rEF-Tu Lopez et al."? ou
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meio de cultura por 48 horas a 37°C, em atmosfera
tmida com 5% de CO,. Concanavalina A foi usada
na concentrag¢ao de 2,5 pg/mL como controle positivo
de estimulagdo 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 remogao de células, e armazenados a -70°C.
As condigoes de obtencao e cultivo das células foram
previamente estabelecidas. A detec¢do/quantificagdo
de IFN-g foi realizada utilizando um sistema de
ELISA de captura comercialmente disponivel (R&D
Systems), seguindo-se as instrugdes do fabricante.
Para comparacdo da producdo de anticorpos entre
os grupos (valores de densidade optica) e producao
de IFN-g, foi aplicado teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis, seguido de pds-teste de comparagdo
multipla de Dunn’s. Para comparagdo das médias
geométricas de subclasses de IgG, foi utilizado teste

ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Resultados

Os valores de densidade 6ptica dos ELISAs indire-
tos, contra cada uma das proteinas recombinantes,
obtidos dos grupos controles negativos (Salina e
Montanide) foram utilizados para calculo da linha
de corte (rVirB9 0,103; rVirB10 0,138; rEF-Tu 0,068).
Todos os camundongos injetados com cada uma das
proteinas recombinantes emulsionadas em adjuvante
Montanide produziram anticorpos especificos do
tipo IgG (Figura 1). Para cada um dos grupos foi
estabelecido média + desvio-padrdo com os valores
de densidade optica obtidos, sendo 1,679+0,443
para rVirB9 (Figura 1A), 1,670+0,238 para rVirB10
(Figura 1B) e 0,989+0,538 para EF-Tu (Figura
1C). A comparagdo entre as médias dos valores de
densidade dptica dos grupos testes em relagdo aos
grupos controles mostrou que houve diferenca
estatistica significativa referente a produgao de
anticorpos (p<0,05). Essa producdo de anticorpos foi

caracterizada por titulos elevados (média geométrica
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dos valores da reciproca da diluigdo final): rVirB9
802.671, rVirB10 561.653 e rEF-Tu 23.319. A
comparacgdo estatistica destes valores indicou que
as proteinas rVirB9 e rVirB10 desencadearam uma
producao mais intensa de anticorpos em relagdo a
proteina rEF-Tu (p<0,05). O resultado do Western
blot, realizado com o pool das amostras de cada
grupo, confirmou a identificagdo especifica de
cada uma das proteinas recombinantes (dados nao
mostrados).

Em andlise subsequente, a producao das subclasses
de IgG foi avaliada. Soros obtidos antes do inicio das
injegoes foram utilizados como controles negativos e
para a determinagdo da linha de corte (rVirB9 IgGl
0,050, IgG2a 0,048; rVirB10 IgG1 0,187, IgG2a 0,194;
rEF-Tu IgG1 0,229, IgG2a 0,105). Amostras obtidas
dez dias apds a ultima inje¢ao de rVirB9, rVirB10
ou rEF-Tu apresentaram valores de densidade éptica
acima da linha de corte estabelecida para cada um
dos ensaios. Deste modo, a produgéo de IgG1 e IgG2a
foi induzida em todos os grupos testados (Figura 2).
Pela analise estatistica revelou-se que esta produ¢io
foi significativa em relagdo aos controles (p<0,05). A
proporc¢ao da produgao de IgG2a/IgG1 foi analisada
com base nos valores de média geométrica da
reciproca dos titulos finais que foram determinados
para cada uma das proteinas. Assim, os niveis de IgG1
foram superiores aos niveis encontrados para IgG2a
(p<0,05), sendo esta propor¢ao nos valores de: rVirB9
0,57, rVirB10 0,6396 e rEF-Tu 0,239, ou seja, todos os
valores estando abaixo de 1.

A produgao de IFN-g por células estimuladas in
vitro com as proteinas recombinantes de A. marginale
foi mensurada em sobrenadantes de culturas de
esplendcitos. Houve produgdo de IFN-g, acima do
limite de detec¢do do ensaio (>30 pg/mL), em 100%
dos animais do grupo injetado com rVirB10 e 50%
dos animais do grupo injetado com rVirB9 apds
estimulagdo especifica (Figura 3). Essa produgdo
(rVirB10353.8 £27.8;rVirB9 170,7 + 251,4 pg/mL) foi

estatisticamente significante quando comparada com
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Figura 1 - Producao de anticorpos IgG total. Camundongos BALB/c foram injetados
com Salina, Adjuvante Montanide ou proteinas recombinantes de Anaplasma
marginale emulsionadas em adjuvante. Os resultados de ELISA indireto
contra rVirB9 (A), rVirB10 (B), rEF-Tu (C) estdo apresentados como
valores de densidade Otica. As barras representam as médias aritméticas
com desvios-padrao de cada um dos grupos e as linhas tracejadas os
valores da linha de corte. Os dados apresentados sdo representativos de trés
experimentos. *Significancia estatistica entre grupos testes e seus respectivos
controles (p<0,05)
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Figura 2 - Produgdo de anticorpos das subclasses IgG1 e IgG2a. Camundongos BALB/c
foram injetados com Salina, adjuvante Montanide ou proteinas recombinantes
de Anaplasma marginale emulsionadas em adjuvante. Nos gréaficos superiores
estdo representados os resultados de ELISA Indireto contra rVirB9 (A), rVirB10
(A), rEF-Tu (C). As barras representam as médias aritméticas com desvios-
padréo e as linhas tracejadas indicam a linha de corte de cada um dos ensaios.
*SignificAncia estatistica entre amostras pds e pré-imunes (p<0,05). Nos
graficos inferiores estdo demonstrados os valores correspondentes a reciproca
da dilui¢do dos titulos finais obtidos para cada subclasse a partir de ELISA
Indireto contra rVirB9 (A), rVirB10 (B), rEF-Tu (C). *Significancia estatistica
entre IgG1 e IgG2a (p<0,05). Os dados apresentados sdo representativos de trés
experimentos

os controles (p<0,05). Nas condi¢cdes avaliadas, células  Discussao

dos animais do grupo teste rEF-Tu nao produziram A producio das proteinas recombinantes VirB9,

IFN-g em niveis detectdveis quando estimuladas in  v;i;B10 e EF-Tu tém sido realizada por diversos

vitro, ainda que tenha ocorrido produgdo no controle grupos de pesquisa'™'>'%V, VirB9 e VirB10 sio

positivo do ensaio (dados nao mostrados). proteinas do sistema de secregdo do tipo IV (TFSS),
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Figura 3 - Produgdo de interferon-gama ap6s estimulagio in vitro. Esplendcitos
de camundongos BALB/c foram obtidos apds a tltima inje¢do de
Salina, adjuvante Montanide e rVirB9 ou rVirB10 emulsionadas em
adjuvante e cultivados com rVirB9 (A) e rVirB10 (B) (10 pg/mL)
por 48h a 37° C. Os sobrenadantes foram analisados por ELISA de
captura para detecgdo de IFN-gama. Os resultados foram expressos
em média + erro padrio para cada grupo. A linha tracejada indica
o limite de detec¢do do ensaio (30pg/mL). *Significancia estatistica
entre os grupos teste e seus controles (p<0,05)

o qual promove a secrecdo ou transferéncia de

macromoléculas, proteinas ou complexos de
proteina-DNA de uma célula para outra, fun¢odes
estas importantes para a sobrevivéncia e viruléncia
de bactérias gram negativas'®. EF-Tu, embora esteja
envolvida na fase de elongacao da sintese proteica
intracitoplasmatica’, também estda associada a
membrana celular, sugerindo que esta proteina pode
desempenhar papel importante como fator de adesao
as células hospedeiras®. Além destas caracteristicas,
de fato, ha indica¢des de que VirB9, VirB10 e EF-Tu
sejam componentes da fragdo protetora de membrana
externa de A. marginale’ e ativem o sistema imune'"'%.

O mecanismo de resposta imune contra a infecgdo
por A. marginale em bovinos ainda nao foi totalmente
elucidado, mas ha evidéncias de que esta resposta seja
mediada principalmente por linfécitos T CD4+, que
produzem IFN-g, ativando macroéfagos e estimulando
linfécitos B a produzirem anticorpos da subclasse
IgG2a”*!. A presenca isolada de anticorpos nao ¢é
capaz de combater a riquétsia, fazendo-se necessaria a
acao conjunta da resposta imune humoral e celular®.
De fato, a opsonizagio, fagocitose e morte dos micro-
organismos, mediada pelos anticorpos IgG2a e
macroéfagos ativados, parecem ser a peca fundamental

para o controle desta riquétsia em bovinos’. As
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primeiras avalia¢des antigénicas relacionadas a VirB9,
VirB10 e EF-Tu de A. marginale apresentaram-se
compativeis ao modelo acima descrito. Anticorpos
IgG2a 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 corpusculo de membrana
externa de A. marginale'""?. Lopez et al.'” também
demonstraram a capacidade de inducio de resposta
celular, pela proliferacio de linfocitos T e producio de
IFN-g na presenca destas proteinas.

Neste estudo, o uso de rVirB9, rVirB10 e rEF-
Tu em camundongos, emulsionadas em adjuvante
Montanide, induziu elevados titulos de anticorpos,
além de que a subclasse IgG2a especifica esteve
presente em todos os animais injetados com tais
proteinas. Sabe-se que a utiliza¢ao de adjuvantes com
formulagdes do tipo agua/dleo, como exemplificados
por adjuvante completo de Freud e preparagoes de
Montanide, atuam na modula¢ao de resposta Thl/
Th2, favorecendo preferencialmente a indu¢ao de
anticorpos e citocinas do tipo Th1****. Diferentemente
do esperado, nas condig¢des utilizadas neste trabalho,
uma resposta com o perfil descrito nao foi encontrada,

uma vez que os niveis de IgG1 foram superiores aos



encontrados para IgG2a, indicando polarizagdo para
resposta do tipo Th2. Poucos estudos realizados com
proteinas recombinantes de superficie de A. marginale
e avaliagdo de adjuvantes em camundongos estao
disponiveis na literatura. Avaliacbes com as MSPs,
associadas aos adjuvantes ISCOM/ISCOMATRIX,
nao revelaram diferencas entre a produgao de IgGl
e IgG2a®, enquanto que a utilizagdo de vetores
plasmidiais favorece um predominio de IgG2a*.
Vale ressaltar que estas avaliagoes foram realizadas
pela comparagao dos valores de densidade Optica,
0 que ndo necessariamente condiz com os niveis de
produgao.

O adjuvante Montanide ISA 70 M VG (SEPPIC) ¢é
um adjuvante desenvolvido particularmente para uso
em bovinos e pequenos ruminantes (informagdes do
fabricante). A capacidade de induzir forte resposta
imune humoral e resposta celular do tipo Thl para
antigenos associados foi a caracteristica de elei¢do
para a inclusdo deste adjuvante neste estudo**.
O mecanismo de a¢do proposto para este adjuvante
baseia-se principalmente na formagdo de depdsito,
propiciando lenta liberagdo do antigeno no sitio de
injecdo, além da capacidade de potencializagao da
resposta imune pelo desenvolvimento de processo
inflamatdrio®?. Salientamos que ndo realizamos
experimentos independentes para avaliar o grau de
participagdo do adjuvante em relagdo aos antigenos
testados. Comumente, antigenos administrados sem
o uso de adjuvantes resultam em respostas imune
mais fracas ou mesmo em auséncia de resposta?**”2,
o que define por base a necessidade de inclusdo de
adjuvantes em formulagdes vacinais, como visto na
pratica médica e veterinaria. Um método simples foi
utilizado para preparagdo da emulsdo, garantindo a
obtencdo de didmetros adequados para as particulas
do adjuvante e mantendo a estabilidade da formula¢ao
vacinal®.

E bem caracterizado que, no modelo murino,

citocinas produzidas por células T ativadas induzem a
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troca de diferentes subclasses de anticorpos IgG, sendo
que a resposta Thl é caracterizada pela producao
de IFN-g e inducdo de anticorpos IgG2a®. Neste
estudo, toda a popula¢ao de camundongos injetados
com a proteina rVirB10 e metade da populagio de
camundongos injetados com a proteina rVirB9 foram
capazes de desenvolver uma resposta imune celular
com produgdo de IFN-g, desencadeando assim a
produgdo de IgG2a. No entanto, para o uso da proteina
rEF-Tu ndo houve equivaléncia entre a producao
de IgG2a e a detec¢ao de IFN-g. Essa discrepancia
pode ser explicada por diversos fatores. 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
também encontra producdo de IgG2a especifica sem
produgao de IFN-g contra rCTP, justificando este
fato a uma baixa frequéncia de células T especificas
respondedoras. Outras possibilidades envolvem
questdes técnicas relacionadas a estabilidade da
proteina, otimizacdo de cinética e dose-resposta para
obtencdo de valores acima do limite de detec¢ao
e utilizacdo de métodos mais sensiveis para a
mensura¢do desta citocina.

Alternativamente, a utilizacdo de uma associacio
de proteinas de membrana externa de A. marginale
poderia ser adotada com a finalidade de modular
o perfil de resposta imune obtido. Estudos recentes
sugerem que VirB9 e VirB10 interagem na membrana
externa e sdo reconhecidas em conjunto, de modo a
ativar células B e células T simultaneamente'”. Assim,
novos experimentos a partir de rVirB9 e rVirB10

associadas serao conduzidos.

Conclusoes

A partir dos dados deste experimento é possivel
concluir que nas condigdes testadas rVirB9, rVirB10
e rEF-Tu sao capazes de induzir forte resposta imune

humoral, produzindo elevados titulos de IgGl e

Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., Sdo Paulo, v. 49, n. 5, p. 377-385, 2012



384

IgG2a, embora os niveis de IgGl estejam acima
dos niveis encontrados para IgG2a, além de que
rVirB10 e rVirB9 também sdo capazes de induzir
produgdo de IFN-g apos estimulagao in vitro. Ainda
se faz necessario o ajuste de algumas condigdes para
que a resposta imune obtida possua caracteristicas
semelhantes as encontradas na prote¢do contra esta
enfermidade, bem como a reproducao de novos

experimentos no modelo bovino.
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