
Indução de Resposta Imune 
Contra Novas Proteínas de 
Membrana de Anaplasma 
marginale em Camundongos 
BALB/c

Introdução                                                                                           

A anaplasmose bovina é uma enfermidade causada 
pela riquétsia intraeritrocítica Anaplasma marginale, 
pertencente à família Anaplasmataceae  (KOCAN et 
al., 2003). Esse agente patogênico ocorre em áreas 
tropicais e subtropicais do mundo (RIDING et al., 
2003) e é transmitido principalmente por carrapatos 
ixodídeos (KOCAN et al., 2003; RIKIHISA, 2003), 
dos quais, no Brasil, Rhipicephalus (Boophilus) mi-
croplus é o único vetor biológico identificado (KESS-
LER; SCHENK, 1998). 

A fase aguda da anaplasmose bovina é caracte-
rizada por altas riquetsemias (>109 eritrócitos 
infectados por mililitro de sangue) (FRENCH et al., 
1998). Alguns dos sinais clínicos da doença, tais 
como anemia e perda de peso, afetam diretamente 
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a produção de carne e leite, causando consideráveis 
perdas econômicas para esse setor. 

As vacinas atualmente em uso apresentam uma 
série de limitações, como efeitos adversos em algu-
mas categorias de animais (vacas prenhes e animais 
adultos), possibilidade de veiculação de agentes 
patogênicos (no caso da premunição), sensibilização 
de vacas contra grupos sanguíneos e consequente 
risco de isoeritrólise neonatal em bezerros (BRIZUE-
LA et al., 1998; KESSLER; SCHENK, 1998). Por 
isso, é necessário o desenvolvimento de novas vaci-
nas e, desse modo, a busca por novos imunógenos 
em organismos derivados de cultivo celular. 

As primeiras proteínas de membrana de A. margi-
nale purificadas e avaliadas como imunógenos, as 
proteínas principais de superfície (MSPs), não foram 
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capazes de promover proteção similar àquela obtida 
com o uso de corpúsculos de inclusão e tampouco 
com o uso de preparações de membrana externa de 
A. marginale (BROWN et al., 1998; BRAYTON et 
al., 2006). Trabalhos recentes, utilizando avaliação 
genômica e proteômica, têm sugerido um conjunto 
de novas proteínas identificadas na superfície da 
membrana de A. marginale como potenciais candi-
datas à vacina contra anaplasmose bovina (LOPEZ 
et al., 2005).

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

Metodologia  

A produção das proteínas recombinantes VirB9 e 
Ef-Tu foi realizada em Escherichia coli, a partir da in-
serção de um plasmídeo recombinante contendo um 
fragmento de DNA correspondente aos genes virb9 
e ef-tu. A clonagem dos fragmentos de interesse 
e, posteriormente, a subclonagem em plasmídeo 
apropriado para expressão em células procarióticas, 
pET47b, seguida da expressão do gene recombinan-
te, foram realizadas conforme descrito por Araújo et 
al. (2008).

Para o estudo foram utilizados camundongos 
BALB/c, fêmeas, 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 Comitê de Éti-
ca em Pesquisa (CEP) da Universidade Católica 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 constituíram os grupos de controle que 
foram injetados, isoladamente, com solução salina 
0,9% e adjuvante Montanide ISA70M VG (Seppic), 
respectivamente. No grupo rVirB9/Montanide e 

rEf-Tu/Montanide foram injetados aproximadamente 
30 µg de cada proteína recombinante emulsionada 
ao adjuvante em cada animal, em três doses com 
intervalos de 21 dias entre cada uma. As injeções 
foram via subcutânea, no dorso dos animais, em 
dois sítios, aplicando-se 100 µL em cada sítio.	 

A produção de anticorpos anti-rVirB9 e anti-rEf-Tu, 
classe IgG e subclasses IgG1 e IgG2a, foi avaliada 
por meio de ensaio de imunoadsorção enzimática 
(ELISA) indireto utilizando os soros obtidos. Para 
o ELISA, realizou-se a sensibilização de placas de 
96 poços com a proteína rVirB9 ou com rEf-Tu, 
inicialmente tratadas com SDS 2% (LECHTZIER et 
al., 2002) para completa solubilização. Amostras 
de soro dos camundongos, diluídas a 1:200 em 
solução-tampão fosfato-salina (PBS) acrescida de 
leite desnatado 10% e Tween 20, 0,05% (PBS-T/
leite), foram aplicadas em volume de 100 µL/poço 
em duplicata e incubadas a 37°C. O conjugado 
anti-IgG de camundongo (Sigma) diluído 1:10.000 
em PBS-T/leite foi aplicado em volume de 100 µL/
poço. A interação antígeno/anticorpo foi revelada 
pela adição de uma solução preparada em tampão 
citrato-fosfato 0,05M contendo uma pastilha TMB 
(tetrametilbenzidina – Sigma T-5525) dissolvida em 
1 mL de DMSO (dimetilsulfóxido) e 2 µL de H2O2 
(peróxido de hidrogênio). Foram aplicados 100 µL/
poço dessa solução. Após incubação por 10 mi-
nutos à temperatura ambiente, protegida da luz, a 
reação foi interrompida pela adição de H2SO4 2M. A 
leitura das densidades ópticas (DO) dos poços das 
placas foi realizada em espectrofotômetro com filtro 
de 450 ηm.

Na avaliação das subclasses de IgG, o procedimento 
foi semelhante, exceto para os anticorpos anti-IgG1 
e anti-IgG2a (BDPharmighem), que foram adiciona-
dos aos poços em diluição de 1:500 logo após a 
incubação das amostras de soro dos camundongos. 
Como esses anticorpos são biotinilados, foram adi-
cionados 100 µL/poço de avidina-peroxidase (R&D 
Systems) diluída a 1:200, seguido de incubação a 
37°C, por 45 minutos. A revelação e a leitura ocor-
reram como descritas no parágrafo anterior. Para 
análise das subclasses, as amostras foram também 
avaliadas a partir de diluições seriadas para determi-
nação do título-final de anticorpos.
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Figura 1. Detecção de anticorpos isotipo IgG em soros de camundongos BALB/c injetados com as proteínas recombinantes. Para a detec-

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

dos como leituras de densidade óptica (450 nm) para cada animal individual (símbolos , , ). As barras em cada grupo correspondem 

à média aritmética. Os valores de ponto de corte (cut-off) estão indicados à direita de cada gráfico (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 produção de anticorpos específicos 
do tipo IgG contra rVirB9 e rEf-Tu. Além disso, a 
comparação das médias obtidas para esses dois gru-
pos em relação aos grupos de controle mostrou que 
houve uma diferença estatisticamente significativa 
referente à produção de anticorpos (p<0,05).

Em análise subsequente, observou-se que altos 
títulos de anticorpos específicos anti-rVirB9 e anti-
rEf-Tu foram produzidos após as injeções com as 
preparações de proteínas recombinantes e adjuvan-
te Montanide (recíproca da média geométrica dos 
títulos-finais: anti-rVirB9 = 487.099 e anti-rEf-Tu 
= 23.774).

A participação de resposta imune humoral na pro-
teção contra anaplasmose bovina é de fundamen-
tal importância (TEBELE et al., 1991). Anticorpos 
específicos podem interagir com o micro-organismo 
impedindo a infecção de eritrócitos e/ou levando 
à fagocitose mediada por opsonização, ou seja, a 
captura do agente causador da doença 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 proteção nos animais alvo da vaci-
nação. Tanto VirB9 como Ef-Tu foram localizadas/
identificadas na membrana de A. marginale e podem 
mediar funções importantes para a sobrevivência da 
riquétsia (LOPEZ et al., 2005). Dessa forma, anti-
corpos específicos podem interagir e comprometer 
a sobrevivência e a capacidade de virulência da 
riquétsia. 

A produção de anticorpos específicos, 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 ópticas (DO) 
obtidos acima do ponto de corte para cada ELISA.

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

Preparações de membrana de A. marginale têm sido 
utilizadas com sucesso para indução 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 predomínio da indução de anticorpos do isotipo 
IgG2a. Estes e colaboradores (1994) demonstraram 

Resultados e discussão

O uso das proteínas recombinantes de A. marginale 
emulsionadas em Montanide, rVirB9/Mtn e rEf-Tu/

Mtn, para imunização de camundongos resultou na 
produção de anticorpos específicos em todos os ani-
mais injetados, como demonstrado pelos valores de 
DO obtidos nos ELISAs (Figura 1). 
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Figura 2. Detecção de anticorpos anti-rVirB9 e anti-rEf-Tu subtipos IgG1 e IgG2a em soros de camundongos BALB/c injetados com 

as proteínas recombinantes. Para a detecção de anticorpos contra rVirB9 (A) foi utilizado um ELISA indireto com amostras diluídas a 

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

óptica (450 ηm) para cada animal individual (símbolos , , ). As barras em cada grupo correspondem à média aritmética. Os valores 

de ponto de corte (cut-off) estão indicados à direita de cada gráfico (linha tracejada). 
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que a citocina IFN-gama, produzida por linfócitos T, 
é responsável por aumentar a síntese de IgG2a em 
bovinos. Desse modo, a produção de anticorpos es-
pecíficos desse isotipo está diretamente associada 
à presença de células e mediadores celulares impor-
tantes para o controle da infecção. 

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

camundongos injetados com as proteínas recom-
binantes houve também a produção de anticorpos 
IgG1, na mesma intensidade gerada para IgG2a. Em 
bovinos imunizados com membrana externa de A. 
marginale, quando ocorreu a presença de anticorpos 
específicos pertencentes aos dois isotipos cita-
dos, observou-se proteção 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 proteínas 
recombinantes VirB9 e Ef-Tu assemelha-se àquele 
encontrado em bovinos que apresentam proteção 
parcial contra anaplasmose.
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