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RESUMO

Este trabalho demonstra o padrão de transcrição de genes de
proteínas de membrana em três isolados brasileiros de A.
marginale (Rio Grande do Norte, Pernambuco-Zona da Mata e
Pernambuco-Sertão). O RNA foi purificado a partir de sangue
de bovinos infectados experimentalmente com os três isolados
de A. marginale. Após transcrição reversa, os genes omp1, 2, 3,
4, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14;  opag1-3; virB3, 9, 10; am097,
197, 254, 854 e 956 foram amplificados por PCR, com
oligonucleotídeos iniciadores específicos. Detectaram-se trans-
critos para todos os genes analisados, exceto omp2, 3 e opag3
em todos os isolados e do gene omp7 em um dos isolados estu-
dados. A ausência de transcrito para os genes opag3 e omp7
diverge do observado em isolados americanos da riquétsia. Pos-
síveis razões para essas diferenças são discutidas.

PALAVRAS-CHAVE: Transcrição, OMPs, RT-PCR, Anaplas-
ma marginale, Brasil.

INTRODUÇÃO

A anaplasmose bovina, causada pela riquétsia Anaplasma
marginale, é uma doença de grande importância econômica que
é transmitida principalmente por carrapatos. A riquétsia infecta
eritrócitos bovinos, causando severa anemia associada à anorexia,
febre, diminuição no ganho de peso e produção de leite, e morte
nos casos severos em animais não tratados (ZAUGG et al., 1985).

Estudos sobre resposta imune em animais protegidos contra
anaplasmose indicam que a proteção está associada ao aumento
da atividade fagocítica dos macrófagos induzida por interferon-
gama (INF-g), interleucina-2 (IL-2), IL-12 e fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-), produzidos por linfócitos T CD4+, que ain-
da estimulam a produção de imunoglobulinas da subclasse IgG2
contra antígenos de superfície da riquétsia (McGUIRE et al., 1979;
BROWN et al., 1998a, PALMER et al., 1999).

O recente seqüenciamento do genoma do isolado St. Maries
de A. marginale possibilitou a identificação de 62 genes de prote-
ínas de membrana previamente não conhecidas. A maioria desses
genes foram classificados nas superfamílias msp1 ou msp2, e ou-
tros não foram associados a nenhuma superfamília (BRAYTON et
al., 2005; BRAYTON et al., 2006). A superfamília msp2 foi criada
em torno da seqüência dos genes de msp2, 3 e 4, que formam a
base de uma família de antígenos de superfície denominada pfam
01617 (VIDOTTO et al., 1994; BATEMAN et al., 2004). O gene
msp2 é transcrito como parte de um operon, no qual encontram-se
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genes associados denominados opags 1-3 (operon associated
genes), os quais estão incluídos na família. Em opags 1-3, ocorre
pequena variação durante o curso da infecção em mamíferos, ou
entre diferentes isolados americanos da riquétsia (LÖHR et al.,
2002). Ademais, 14 genes de proteínas de membrana externa (outer
membrane proteins – OMPs) foram identificados com similarida-
des de seqüência com msp2 e msp4. Esses genes estão arranjados
isoladamente ou em operons. Três desses genes (omp2, 3 e 6),
podem ser pseudogenes, uma vez que não foram detectados trans-
critos no isolado St. Maries, todos os outros genes foram transcri-
tos em eritrócitos bovinos infectados com o isolado St. Maries de
A. marginale (NOH et al., 2006). Como os genes da superfamília
msp2 são expressos na superfície bacteriana, o grau de conserva-
ção entre isolados de A. marginale emerge como uma importante
questão. A imunização de bovinos com membrana externa induziu
proteção contra a doença após desafio com A. marginale (TEBELE
et al., 1991; BROWN et al., 1998a). Notavelmente, proteínas de
membrana conservadas entre isolados são alvos para linfócitos T
CD4+ provenientes de animais vacinados (BROWN et al., 1998b).
Com isso, a identificação de proteínas de membrana altamente
conservadas é uma prioridade para o desenvolvimento de vacinas
contra anaplasmose.

Em isolados brasileiros de A. marginale é desconhecido se
esses genes são transcritos ou expressos durante a infecção em
hospedeiros mamíferos. Assim, o objetivo deste estudo foi ve-
rificar o padrão de transcrição desses genes em três isolados
brasileiros da riquétsia.

MATERIAL E MÉTODOS

Isolados de Anaplasma marginale
 Três bezerros Aberdeen Angus foram confirmados livres de

A. marginale por PCR para msp5 e ELISA indireto para MSP1a
e MSP2, conforme ARAÚJO et al. (2005). Os bezerros foram
inoculados por via subcutânea com estabilizado criopreservado
de eritrócitos infectados com isolados de A. marginale proveni-
entes do Estado do Rio Grande do Norte (RN), e de duas
microrregiões do estado de Pernambuco, designados Pernambuco
– Zona da Mata (PE-ZM) e Pernambuco – Sertão (PE-SE). Os
animais foram examinados diariamente para detecção de A.
marginale por distensões sangüíneas coradas com Giemsa, e o
volume globular médio também foi determinado. Para obtenção
de altos níveis de riquetsemia, os bezerros foram imunosuprimidos
com dexametasona. Por volta do 21º dia pós-inoculação, os be-
zerros 0581 (isolado RN), 0583 (PE-ZM) e 0588 (PE-SE) apre-
sentaram riquetsemias de 35, 87 e 20%, respectivamente, quan-
do então procedeu-se a coleta de sangue em tubos heparinizados
para posterior extração de RNA total.

Extração de RNA e reação da polimerase em cadeia após
transcrição reversa (RT-PCR)

A extração de RNA total foi realizada com Trizol Reagent
(Invitrogen, EUA) conforme instruções do fabricante. O RNA
extraído foi tratado com RQ1 Rnase – Free Dnase (Promega,
EUA) por 30 minutos a 37ºC seguido da inativação da enzima
conforme instruções do fabricante. A transcrição reversa foi

feita com sistema Impron II (Promega, EUA) utilizando como
oligonucleotídeos iniciadores hexameros aleatórios, de acor-
do com as instruções do fabricante. A detecção de transcritos
foi feita por PCR, utilizando-se oligonucleotídeos iniciadores
específicos para os genes omp1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13 e 14;  opag1-3; virB3, 9, 10; am097, 197, 254, 854 e 956
(Tabela 1). As seqüências desses iniciadores foram submeti-
das ao programa Blastn (NCBI) para identificar seqüências
homólogas em outros organismos relacionados e em outros
genes de A. marginale.

Os parâmetros de amplificação foram 35 ciclos de
desnaturação a 94ºC por 1 minuto, anelamento a 60ºC por 1
minuto para os genes omps1-14, opag2, 3 e virB3, e 55ºC
para opag1, virB9-10, am097, 197, 254, 854 e 956, e exten-
são a 72ºC também por 1 minuto, seguida de uma etapa de
extensão final a 72ºC por 4 minutos. As reações de PCR fo-
ram realizadas a partir de DNA genômico, como controle
positivo, cDNA para detecção de transcrito, e RNA total como
controle negativo, de cada isolado da riquétsia. Os produtos
das PCRs foram separados eletroforeticamente em agarose
1% e corados com brometo de etídio para visualização.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

As seqüências dos iniciadores, utilizados nos estudo, quan-
do submetidas ao programa Blastn (NCBI), não revelou iden-
tidade com escore significativo com outros organismos, suge-
rindo que os mesmos eram específicos para A. marginale.

O padrão de transcrição de genes de proteínas de membra-
na nos três isolados brasileiros de A. marginale está demons-
trado na Figura 1. Não se observou transcrito para os genes
omp2, 3 e opag3 em nenhum dos isolados analisados. Para o
gene omp7 , apenas no isolado PE-ZM não foi observado trans-
crito. Todos os outros genes apresentaram transcritos em todos
os isolados analisados. As ausências de transcrito para os genes
omp2 e 3 já havia sido descrita por NOH et al. (2006), sendo os
dois, juntamente com o gene omp6, considerados como possí-
veis pseudogenes. Com relação ao gene opag3, sua transcrição
e expressão já foram detectadas em eritrócitos infectados com
diferentes isolados americanos de A. marginale (LÖHR et al.,
2002) e em um isolado australiano (RIDING et al., 2003).

Alguns dos genes que apresentaram transcrito nos isola-
dos brasileiros analisados (virb9 e 10, am097, 197, 254, 854
e 956) representam possivelmente uma importante fonte de
antígenos para preparações vacinais, uma vez que, em estudo
conduzido por LOPEZ et al. (2005), foram reconhecidos por
IgG2 de bovinos imunizados com membrana de A. marginale.
Ainda nesse estudo, duas dessas proteínas (Am197 e 854)
descritas pela primeira vez em A. marginale, apresentaram
identidade de seqüência com proteínas de Ehrlichia canis.
Outras que se acreditava serem proteínas citoplasmáticas,
como PepA (Am956) e EF-Tu (Am254), foram analisadas pelo
programa TMHMM e reconhecidas como proteínas ancora-
das à membrana externa e expostas no meio extracelular.

Possíveis explicações para ausência de transcritos em al-
guns genes de isolados brasileiros de A. marginale seria, con-
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forme sugerido por NOH et al. (2006), que omp2 e 3 são real-
mente pseudogenes. No caso de opag3 (todos os isolados ana-
lisados) e omp7 (no isolado PE-ZM), os níveis de transcrição
poderiam ocorrer em níveis muito baixos, não sendo possível
detectá-los com a técnica de RT-PCR. A transcrição desses
genes poderia ocorrer também apenas em sítios específicos
de multiplicação da bactéria, como nos tecidos dos hospedei-
ros invertebrados, o que não foi o objetivo desse estudo.

A evolução da bactéria com seus hospedeiros invertebrados
poderia sugerir também uma possível explicação para as dife-

Figura 1. Detecção de transcritos de genes para proteínas de mem-
brana de diferentes isolados brasileiros de Anaplasma marginale.
PE-ZM= Pernambuco – Zona da Mata; PE-SE= Pernambuco – Ser-
tão, RN = Rio Grande do Norte.

renças no padrão de transcrição entre os isolados americanos e
os isolados brasileiros analisados, uma vez que, nos EUA, a
transmissão biológica de A. marginale é realizada por carrapa-
tos do gênero Dermacentor (KOCAN et al., 1981), enquantoTa
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no Brasil o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é o
responsável por esse tipo de transmissão (ALONSO et al., 2002).
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