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1.0 INTRODUCAO"

1.1 ETIOLOGIA DA ANAPLASMOSE BOVINA

A anaplasmose bovina é uma doenca de ruminantes, causada pela bactéria gram-
negativa Anaplasma marginale, um microorganismo pertencente a Ordem Rickettsiales,
a qual foi recentemente reorganizada em duas familias, Anaplasmataceae e
Rickettsiaceae, com base em analises de seqliéncias de &cidos nucléicos (16S rRNA,
groELS e genes de proteinas de superficie) (Dumler et al. 2001). Com base nessas
analises filogenéticas, a familia Anaplasmataceae passou a englobar quatro géneros,
com diferentes graus de similaridades: Anaplasma com 96,1% de similaridade,
Ehrlichia com 97,7%, Wolbachia com 95,6% e Neorickettsia com 94,9%. No género
Anaplasma, atualmente estdo incluidos os trés patogenos de ruminantes, A. marginale,
descrito inicialmente por Theiler (1910) na Africa do Sul, A. centrale como uma
subespécie de A. marginale (Kocan et al. 2003), e A. ovis. Recentemente foram
incluidos nesse género A. bovis, anteriormente classificado no género Ehrlichia como E.
bovis, A. platys (E. platys) e A. phagocytophilum, cuja classificacdo anterior
compreendia trés espécies do género Ehrlichia (E. equi, E. phagocytophilum e o agente
da erlichiose granulocitica humana - HGE) que ndo apresentaram diferengas genéticas
suficientes para serem classificadas como espécies diferentes. O género Aegyptianella
compreende parasitos de aves que até pouco tempo estavam sediados provisoriamente
neste grupo devido a similaridades fenotipicas com espécies de Anaplasma, no entanto,
recentemente teve sua classificacdo confirmada, com base em andlises de seqliéncias
génicas de Ae. pullorum (Rikihisa et al. 2003), embora ainda ndo tenha sido
formalmente renomeada como género Anaplasma (Fuente et al. 2005).

Organismos da familia Anaplasmataceae sdo organismos intracelulares
obrigatérios encontrados exclusivamente em vactolos no citoplasma das células
hospedeiras, formados pela invaginacdo da membrana celular das mesmas (Dumler et
al. 2001; Yu et al. 2001). Séo bactérias gram-negativas, pequenas, muitas vezes
pleomorficas, cocdides a elipsoidais, e podem ser encontrados individualmente ou em

inclusdes compactas formadas por vérias unidades, denominadas morulas. Geralmente
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parasitam células hematopoiéticas, como o0s neutrofilos e eritrocitos na corrente
sanguinea ou nos tecidos, como o baco, figado e medula dssea (Popov et al. 1998).
Recentemente um isolado americano de A. marginale (St. Maries) teve seu
genoma completamente seqienciado, demonstrando um tamanho de 1.197.687pb, com
um contetdo de G+C de 49.8% (Brayton et al. 2005), o que difere de outros
microorganismos intracelulares obrigatorios, dentre 0s quais outras riquétsias que
possuem em torno de 31% (Hotopp et al. 2006). O genoma apresentou uma alta
densidade de genes codificantes (86%), o que é tipico de bactérias intracelulares
obrigatorias (Brayton et al. 2005). Detectou-se 949 seqliéncias génicas que codificam
para proteinas, dessas, pelo menos 62 codificam proteinas de membrana. O genoma
possui pseudogenes funcionais, pertencentes a superfamilia msp2, que possui uma
importante funcdo na variacdo antigénica das proteinas de membrana de A. marginale
(Brayton et al. 2005). A presenca de pseudogenes no pequeno genoma de A. marginale,
sugere que esta provavelmente sofreu um processo de evolucdo redutiva, de forma
semelhante a outras bactérias da ordem Rickettsiales (Anderson et al. 1998). No entanto
poucos pseudogenes classicos, definidos como cdpias inativas de genes funcionais,
foram encontrados em seu genoma. Brayton et al. (2005) encontraram apenas quatro

pseudogenes classicos no isolado St Maries de A. marginale (murC, aspS, mutL e aatA).

1.2 DISTRIBUICAO DE A. marginale

Anaplasma marginale encontra-se distribuida por todas as regides tropicais e
subtropicais do planeta. E considerada endémica em varios paises das Américas Central
e do Sul além do Caribe, com excecdo as areas de deserto e de elevadas altitudes como
0s Andes (Guglielmone, 1995). Nos Estados Unidos, A. marginale é enzodtica em
varios estados do sudeste, ao logo da costa do Atlantico, e estados da regido oeste
(Kocan et al. 2003). A bactéria ja foi relatada também em paises europeus as margens
do Mediterraneo (Kocan et al. 2000), Oriente Médio (Rapjut et al. 2005; Molad et al.
2006) e Asia (Liu et al. 2005), além do continente africano (Theiler, 1910), onde foi
inicialmente descrita. Bovinos infectados por A. marginale tém sido encontrados na

Austria (Baumgartner et al. 1992), Italia (Cringoli et al. 2002), Espanha (Fuente et al.



2004), Portugal (Caeiro, 1999) e alguns paises do leste europeu (Kocan et al. 2003). Na

América do Sul, o carrapato Boophilus microplus é apontado como o Unico vetor

bioldgico de A. marginale (Aguirre et al. 1994), o que torna a distribuicdo da bactéria

nestas areas diretamente associada a distribuicdo do vetor. Por esta razdo, trés situacoes
epidemioldgicas diferentes podem ser observadas no Brasil, segundo Kessler e Shenck

(1998):

1- Areas livres da doenca, onde as condicBes climaticas sdo desfavoraveis ao
desenvolvimento do carrapato durante a maior parte do ano, a exemplo do extremo
sul do Rio Grande do Sul;

2- Areas de instabilidade enzoética, onde o ciclo do carrapato é interrompido durante
dois ou trés meses devido a condicdes climaticas adversas, seja por baixas
temperaturas ou altas, como se observa nas fronteiras entre Rio Grande do Sul,
Santa Catarina e Parana, e em algumas areas do nordeste como o sertdo da Bahia,
Pernambuco e Cearg;

3- Areas de estabilidade enzodtica, onde o desenvolvimento do vetor ocorre durante
todo o ano, devido a condicdes climaticas favoraveis.

De fato, vérios pesquisadores tém observado em seus estudos as mesmas condi¢des
epidemioldgicas observadas por Kessler e Shenck (1998). Oliveira et al. (1992),
observaram no semi-arido sergipano, uma soroprevaléncia para A. marginale de 16,3%,
0 que classifica essa regido como uma area de instabilidade enzooética. No entanto, é
importante ressaltar a influéncia dos bovinos portadores e os dipteros hematdfagos na
manutencdo da situacdo epidemiologica em algumas éreas, visto que, alguns
pesquisadores tem observado condicdes de estabilidade enzodtica em regides onde o
carrapato B. microplus ndo encontra condi¢des adequadas para o seu desenvolvimento
durante todo o ano. Isto pode ser bem exemplificado com o trabalho de Barros et al.
(2005), no qual observaram que a condicdo epidemiologica de A. marginale, na regido
do semi-arido baiano era de estabilidade enzootica. Resultados semelhantes foram
observados por Madruga et al. (1993) na regido do Cariri, Estado da Paraiba.

O controle intensivo de carrapatos em algumas regides, € apontado por alguns
pesquisadores como sendo um importante fator criador de areas de instabilidade
enzodtica, no entanto, em estudos recentes, ndo se detectou associa¢do entre baixos
titulos de anticorpos para A. marginale e utilizagdo intensiva de acaricidas em uma

mesma geracao de bovinos (Vieira et al. 2002; Swai et al. 2005).
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Nos ultimos anos, cada vez mais casos de anaplasmose tém sido observados em
regies de clima temperado, como o norte da Europa (Hofmann-Lehmann et al. 2004) e
Canada (Donkersgoed et al. 2004). Os motivos pelos quais esses casos tenham ocorrido,
muitas vezes sao pouco esclarecidos, em outros séo atribuidos a transmissdo mecanica a
partir de animais portadores introduzidos em areas livres da doenga. No entanto esses
casos servem como alerta para os riscos do aquecimento global e suas influéncias na
distribuicdo dos vetores e conseqlientemente na distribuicdo das doencas, dentre elas a

anaplasmose bovina (Jonsson e Reid, 2000).

1.3 TRANSMISSAO

A transmissdo da bactéria pode ser bioldgica, mecénica ou transplacentaria, cada
qual possuindo maior ou menor importancia epidemioldgica de acordo com a regido
geografica. A transmissdo bioldgica de A. marginale é feita por carrapatos, e segundo
Scoles et al. (2005) é uma forma de transmissdo cerca de duas vezes mais eficiente que
a transmissdo mecanica por Stomoxys calcitrans. Aproximadamente 20 espécies ja
foram descritas como vetores bioldgicos (Dikmans, 1950). A transmissdo por carrapatos
pode ocorrer de estadgio a estagio (transestadial) ou em um mesmo estagio (intra-
estadial). A transmissdo transovariana ainda ¢ motivo de discussdo, embora ja tenha
sido relatada para Dermacentor andersoni (Howell et al. 1941), e recentemente larvas
de B. microplus, provenientes tanto de pastagens de areas endémicas para riquétsia,
guanto de teledginas alimentadas em animais positivos, tenham sido encontradas
positivas para A. marginale por PCR, o que representa um forte indicio de transmisséo
transovariana (Stich et al. 1989; Shimada et al. 2004). A transmissdo intraestadial é
realizada principalmente por carrapatos machos, devido a sua longevidade e motilidade
entre os bovinos (Kocan et al. 2003). Os carrapatos machos D. andersoni e D. variabilis
tém sido apontados como 0s principais transmissores biolégicos nos Estados Unidos
(Kocan et al. 1981; Kocan et al. 1985), Rhipicephalus simus na Africa do Sul (Potgieter
e Van Resburg, 1982), B. annulatus em Israel, México e América Central (Samish et al.

1993; Guglielmone, 1995) e B. microplus na América do Sul (Aguirre et al. 1994).
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Segundo estudos de Eriks et al. (1993), os niveis de riquetsemia aos quais 0s
carrapatos sdo expostos durante sua alimentacdo nos bovinos, estdo diretamente
relacionados & proporcdo de carrapatos infectados com A. marginale. Uma forte
correlagdo positiva foi observada entre o nivel médio de riquetsemia nos bovinos e o
grau de infeccdo dos carrapatos D. andersoni tanto intra-estadial como transestadial.
Moura et al. (2003) observaram que riquetsemias de 0,2% foram suficientes para
infectar teledginas de B. microplus com A. marginale.

A transmissdo mecanica de A. marginale freqlientemente ocorre via
instrumentos contaminados com sangue infectado, tais como agulhas, instrumentos de
castracdo, descorna e tatuagem. A transmissdo mecanica por dipteros hematdfagos,
principalmente os dos géneros Tabanus e Stomoxys é uma realidade (Potgieter et al.
1981; Foil, 1989), embora ainda seja contestada por alguns pesquisadores (Kessler,
2001). Essa forma de transmissdo tem sua importancia epidemioldgica enfatizada
quando, em areas consideradas livres de carrapatos vetores, casos clinicos de
anaplasmose bovina sdo registrados (Guglielmone, 1995; Hofmann-Lehmann et al.
2004). Recentemente, em estudo epidemioldgico sobre A. marginale na Bolivia,
conduzido por Carique Mas et al. (2000), concluiu-se que os tabanideos foram os
principais responsaveis pela soroprevaléncia de 20,52% da riquétsia naquele pais.

A riquétsia pode ser transmitida também por via transplacentaria a partir do
segundo trimestre de gestacdo (Zaugg, 1985), e embora incidéncias de transmisséo téo
elevadas quanto 15,6% ja tenham sido registradas (potgieter e Van Rensburg, 1987), a
importancia epidemioldgica desse tipo de transmissdo, assim como a transmissao
mecanica, é considerada relevante apenas em regides de ndo ocorréncia dos vetores

bioldgicos.

1.4 CICLO BIOLOGICO

1.4.1 Ciclo de A. marginale no hospedeiro vertebrado

Em bovinos, os eritrocitos sdo as unicas células infectadas por A. marginale. Os

corpusculos iniciais, adquiridos bioldégica ou mecanicamente pelo hospedeiro

susceptivel, apds atingirem a corrente sanguinea aderem-se aos eritrocitos,
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provavelmente por meio de moléculas adesivas de membrana como a MSP1a (Fuente et
al. 2001a), e em seguida promovem a invaginacdo da membrana eritrocitica até seu total
englobamento. No interior dos vacuolos formados pela membrana celular, os
corpusculos iniciais sofrem sucessivas fissdes binarias até atingirem um ndmero de
quatro a oito novos corpusculos. O vacuolo contendo os novos corpusculos desloca-se
em direcdo a periferia do eritrocito, até a fusdo do mesmo com a membrana celular,
guando os novos corpusculos iniciais de A. marginale sdo liberados para infectar novos
eritrocitos (Ristic e Watrach 1963).

1.4.2 Ciclo de A. marginale no hospedeiro invertebrado

O desenvolvimento de A. marginale em carrapatos é complexo e coordenado
pelo ciclo de alimentacdo do artropode (Kocan et al. 2003). Os eritrocitos infectados
ingeridos durante o repasto sangiineo do carrapato sdo a fonte de infeccdo para suas
celulas intestinais. Apos o desenvolvimento de A. marginale no intestino, muitos outros
tecidos do carrapato sdo infectados, incluindo as glandulas salivares, a partir das quais a
riquétsia é transmitida para os vertebrados durante a alimentacédo do carrapato (Kocan et
al. 1986; Kocan et al. 1992; Ge et al. 1996). De forma semelhante ao que acontece no
hospedeiro vertebrado, A. marginale se desenvolve em vacuolos formados pela
invaginacdo da membrana celular das células dos vetores, a primeira forma vista na
col6nia é a reticulada (vegetativa), que se divide por fissdo binaria, formando grandes
colbnias que podem conter centenas de organismos. Esta forma evolui para a forma
denominada “corpos densos”, que é a forma infectante e é capaz de sobreviver por um

curto periodo de tempo no meio extracelular (Kocan et al. 2003).

1.5 PATOGENIA DA ANAPLASMOSE BOVINA

Anaplasmose bovina é uma doenca hemolitica, na qual os eritrdcitos parasitados
sdo retirados da circulacdo pela acdo do sistema reticulo endotelial do hospedeiro. A
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doenca clinica € mais notavel em bovinos, porém outros ruminantes, inclusive selvagens
como os bisdes e antilopes africanos podem infectar-se tornando-se portadores (Kuttler,
1984). O periodo de incubacédo da infeccdo (periodo pré-patente) depende do nimero de
organismos da dose infectante, e pode variar de 7 a 60 dias, com média de 28 dias (Gale
et al. 1996; Kocan et al. 2003). Apds a infeccdo ser estabelecida, o nimero de
eritrocitos parasitados aumenta exponencialmente, podendo atingir niveis tdo elevados
qguanto 70% (Richey, 1981). Em seguida, as células infectadas sdo fagocitadas pelo
sistema reticulo-endotelial bovino, resultando no desenvolvimento de anemia branda a
severa e ictericia sem hemoglobinemia e hemoglobinuria. Os sinais clinicos podem
também incluir febre, perda de peso, aborto, letargia, diminui¢do na producéo de leite e,
freqlientemente, morte (Palmer et al. 1989). Os animais que sobrevivem a fase aguda,
desenvolvem infecgOes persistentes, caracterizadas por baixas riquetsemias que oscilam
ciclicamente entre niveis inferiores a 10* até 10 eritrécitos parasitados por ml de
sangue (Eriks et al. 1993). Os animais persistentemente infectados ou portadores séo
resistentes a doenca clinica, entretanto, servem como reservatérios de A. marginale, ja
gue sao fonte de sangue infectado para transmissdo mecanica ou bioldgica.

Bezerros sdo menos susceptiveis a infeccdo por A. marginale e, quando
infectados, sdo menos propensos ao desenvolvimento da doenca clinica, esse evento
ainda ndo é claramente entendido, porém a influéncia dos anticorpos colostrais
provavelmente tém uma importante funcdo (Madruga et al. 1985; Kocan et al. 2003).

A necropsia freqientemente revela uma carcaga ictérica, vesicula biliar bastante
dilatada, figado, baco e linfonodos também encontram-se dilatados e congestos e
hemorragias petequiais na musculatura cardiaca ndo sao incomuns (Galhotra et al. 1977;
Ajayi et al. 1978; Young et al. 1977).

1.6 CONTROLE

O grande paradoxo no controle da anaplasmose bovina sdo o0s animais
persistentemente infectados. Estes, apesar de possuirem uma sélida imunidade contra o
desenvolvimento da doenga clinica, representam o principal reservatério de infeccéo

para animais susceptiveis, por meio da transmissdo mecanica e bioldgica, e contribuem
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para a difusdo da anaplasmose. Bovinos infectados com baixos niveis de riquetsemia,
sdo muitas vezes dificeis de serem detectados por meio de distensbes sanguineas
coradas. Além disso, bovinos que sdo tratados com tetraciclinas, que reduz a
riquetsemia e subseqlientemente os titulos de anticorpos, podem mostrar-se
sorologicamente negativos para A. marginale (Kocan et al. 2000).

Embora os métodos de controle da anaplasmose ndo tenham variado muito ao
longo das Ultimas décadas, os mesmos variam consideravelmente entre diferentes
regibes geograficas (Kocan et al. 2000). Métodos para o controle de A. marginale tem
incluido o controle de vetores, vacinacdo e utilizacdo de antibidticos (Quimioterapia)
(Kocan et al. 2003).

1.6.1 Controle de vetores

O controle de vetores, principalmente carrapatos, por meio da utilizacdo de
acaricidas, requer altos investimentos e, segundo alguns pesquisadores, 0 seu uso
prolongado torna a populagdo bovina susceptivel quando a utilizacdo é interrompida ou
qguando ocorre resisténcia dos carrapatos aos acaricidas (Gomes, 1998). Além disso o
impacto ambiental causado por parte dos acaricidas deve ser considerado (Molloy et al.
2001). Apesar do controle de vetores por meio de acaricidas ser extensivamente
utilizado em algumas regides como a Africa, em outras, como nos Estados Unidos, s&o
menos utilizadas (Kocan et al. 2000).

O controle de vetores através da manipulagdo da resposta imune contra 0s
mesmos, tem sido investigada ja a alguns anos. Os primeiros avancos no conhecimento
da imunidade induzida aos carrapatos foram relatadas por Trager (1939), imunizando
cobaios e coelhos com extratos brutos de D. variabilis. Em bovinos, o extrato de
glandula salivar de B. microplus foi capaz de induzir resisténcia (Brossard, 1976). A
purificacdo do alérgeno 2 (inibidor da enzima proteolitica e da coagulacdo sanguinea), a
partir de larvas de B. microplus, quando inoculado em bovinos, demonstrou sucesso
parcial na inducdo de resposta imune, caracterizada pela reacdo de hipersensibilidade.
No entanto, os antigenos ocultos, ou seja, os antigenos derivados de porgdes dos

carrapatos que nao estdo diretamente expostas no momento do repasto sanguineo
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(Ackerman et al. 1980), foram os que apresentaram melhores resultados. Os antigenos
derivados do intestino médio de B. microplus propiciaram uma reducdo de 87% na
carga parasitaria desse carrapato em bezerros Hereford (Opdebeeck et al. 1988). Os
estudos de inducdo de imunidade contra esses parasitos, passaram pela utilizacdo de
extratos brutos dos diferentes estadios dos carrapatos, extratos de glandulas salivares,
extratos purificados, extratos de ovos embrionados e antigenos particulados a partir de
diferentes tecidos, sendo o derivado do trato digestivo o que induziu melhor protecédo
(Wikel, 1996; Toro-Ortiz et al. 1997).

1.6.2 Quimioterapia

A quimioterapia mediada por antibioticos, principalmente os do grupo das
tetraciclinas, foi testada no controle da anaplasmose em 1950 e até hoje € utilizada
extensivamente em algumas partes do mundo, principalmente nos Estados Unidos
(Kocan et al. 2000) de forma curativa ou até mesmo profilatica. Adicionalmente, ao
contrario do que se pensava, a quimio-esterilizacdo promovida pela antibioticoterapia
(Thompson et al. 1978), ndo é alcancada mesmo com a utilizacdo de doses elevadas de
tetraciclinas (Coetzee et al. 2005). Logo, embora a utilizacdo de tetraciclinas seja
justificavel curativamente, os animais continuam como reservatorios da riquétsia. Um
outro problema é quanto a forma de administracdo dos antibidticos aos bovinos, a qual
tem sido realizada parenteralmente ou por via oral, por meio da incorporacdo do
medicamento ao alimento dos animais (Kocan et al. 2000). Quando adicionado ao
alimento, ou utilizado como suplemento alimentar, dificilmente se obtém uma
dosificacdo homogénea por animal, 0 que pode favorecer ainda mais o surgimento de
cepas resistentes (Kocan et al. 2000). Recentemente foi testada a eficiéncia da
enrofloxacina contra A. marginale em bezerros experimentalmente infectados. Cerca de
12 dias ap6s a administracdo de 12,5 mg/Kg da droga, observou-se uma redugdo no
percentual de eritrécitos parasitados de 39,13%. No entanto, esse regime de tratamento

ndo foi capaz de promover a eliminacdo total da riquétsia (Coetzee e Apley, 2006).
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1.6.3 Vacinagéo

A vacinagdo tem sido a mais econdmica e eficaz forma de controle de A.
marginale em todo o planeta (Palmer, 1989). As vacinas disponiveis atualmente sdo
vivas ou inativadas, todas derivadas de A. marginale proveniente de eritrocitos bovinos,
0 que traz sérios problemas quanto a sua utilizacdo, desde natureza econdmica até o
risco de transmissdo de outros agentes infecciosos. Todas essas vacinas sdo heranca das
primeiras tentativas de imunizacdo contra anaplasmose bovina (premunigdo), que
consistia na inoculacdo de sangue de bovinos portadores (doadores) nos bovinos que se
desejava imunizar (receptores). Todos os tipos de vacinas utilizadas atualmente,
induzem uma imunidade protetora que reduz ou previne os sinais clinicos da doenca,
mas as vacinas ndo previnem que os animais tornem-se persistentemente infectados com
A. marginale.

Apesar de ter sido iniciada no comeco do século passado, a utilizacdo de vacinas
vivas para o controle da anaplasmose bovina continua bem difundida em diversas partes
do mundo. O processo de vacinagao envolve a infeccdo de bovinos via inoculagdo com
eritrocitos parasitados com um isolado menos patogénico de A. marginale ou A.
centrale (Kocan et al. 2000). A utilizacdo de cepas virulentas de A. marginale como
imundégeno em bovinos requer monitoramento constante dos animais vacinados e
tratamento com tetraciclinas aos primeiros sinais de doenga clinica. Os bovinos tornam-
se persistentemente infectados sem passar pela fase aguda da doenca. Essa estratégia de
vacinacdo, também conhecida como método de “infeccdo x tratamento ou premunicao”,
tem custos elevados e muitas vezes mostra-se impraticavel, principalmente quando um
grande nimero de animais deve ser vacinado (Kocan et al. 2000; Kocan et al. 2003).

Cepas atenuadas da riquetsia também tem sido avaliadas como vacinas vivas
contra anaplasmose em bovinos. As estratégias de atenuacao utilizadas tem envolvido
desde passagens sucessivas do organismo em ovinos ou cervos, até a irradiacdo do
patdgeno com ®°Co (Kuttler e Zaugg, 1988; Sharma e Bansal, 1986). Ainda existem
muitas controvérsias quanto a eficacia e seguranca dessas vacinas. Osorno et al. (1975)
consideraram uma vacina com cepa atenuada eficaz e segura para bovinos de qualquer
idade ou sexo. Ja outros pesquisadores, como Ribeiro et al. (1980), no Brasil e Henry et
al. (1983), nos EUA, observaram reagBes adversas pds-vacinais nos bovinos.
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Recentemente, uma cepa de A. marginale menos virulenta e que aparentemente nédo é
transmissivel por B. microplus foi descoberta na Australia por Bock et al. (2003). A
cepa denominada “Dawn” vem sendo avaliada como imundgeno naquele pais.

Apesar da existéncia de cepas atenuadas de A. marginale, A. centrale é a espécie
mais utilizada como imundgeno, devido ao fato de ser naturalmente pouco patogénica e
promover um grau satisfatorio de imunidade cruzada contra A. marginale, embora possa
causar, eventualmente, doenca clinica em bovinos adultos e falha de protecdo contra
cepas muito virulentas de A. marginale (Potgieter e Rensburg, 1983; Brizuela et al.
1998; Sacco et al. 2001). A imunidade cruzada entre as duas espécies de Anaplasma,
deve-se provavelmente ao compartilhamento de epitopos imunodominantes (Shkap et
al. 1991), dentre os quais, epitopos para linfocitos T CD4+ (Shkap et al. 2002). Em um
estudo conduzido na Austrélia por Bock e de Vos (2001), a utilizacdo da vacina viva
com A. centrale foi justificada, pois, apesar da resposta dos bovinos vacinados ter sido
variada, a protecdo contra o desafio com A. marginale foi adequada para prevenir a
doenca clinica na maioria dos casos.

As vacinas mortas ou inativadas, foram desenvolvidas inicialmente nos Estados
Unidos na década de 60 (Brock et al. 1965), e, apesar de possuirem algumas vantagens
perante as vacinas vivas, ndo sdo utilizadas com freqiiéncia. Algumas vantagens dessas
vacinas sobre as vacinas vivas sdo: um risco reduzido de contaminacdo com outros
agentes infecciosos, custos de estocagem inexpressivos, € minimas reacdes pos-
vacinais. Como desvantagens, pode-se citar a necessidade de reforgos anuais e o alto
custo de purificacdo dos corpusculos inicias de A. marginale dos eritrocitos bovinos
(Kocan et al. 2003). Além disso, o nivel de imunidade conferido pelas vacinas

inativadas € menor que o das vacinas vivas (Kocan et al. 2003).

1.7 PERSPECTIVAS PARA O DESENVOLVIMENTO DE NOVAS E MAIS
EFICIENTES VACINAS CONTRA A. marginale

Com o advento das técnicas de DNA recombinante e o sucesso no cultivo in-
vitro de A. marginale em células de carrapato, novas perspectivas surgiram quanto ao

desenvolvimento de novas e mais eficientes vacinas contra anaplasmose bovina
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(Munderloh et al. 1996; Araujo et al. 2003). Associados a isso, um melhor entendimento
da resposta imune do hospedeiro contra a riquétsia e um melhor entendimento da
biologia da prépria riquétsia, principalmente quanto a expressdo de suas proteinas de
membrana, tem focado as pesquisas atuais nos imundgenos baseados em organismos

derivados de cultivo celular e nas proteinas imunodominantes de membrana.

1.7.1 Imunologia da infec¢édo por A. marginale

A resposta imune contra A. marginale, requer uma eficiente inducdo de uma
resposta do tipo Thl (T helper 1), mediada principalmente por linfocitos T CD4+,
produzindo altos niveis de interferon gama (INFy), ativando macrofagos e estimulando
linfocitos B a produzirem altos niveis de anticorpos da classe 19gG2, (Palmer et al.
1999). De fato, a opsonizacao, fagocitose e morte dos microorganismos, mediada pelos
anticorpos 1gG2 e macrdfagos ativados, parecem ser a peca fundamental para um
eficiente controle de A. marginale em bovinos. Estudos conduzidos por Buening (1976)
e Carson et al. (1976) estabeleceram a correlacdo entre ativacdo de macréfagos e
controle da riquetsemia. Subseqlientemente, anticorpos dirigidos contra as proteinas
principais de superficie de A. marginale, foram associados a protecdo contra
riquetsemia e anemia (Tebele et al. 1991). Os anticorpos contra as proteinas de
membrana de A. marginale foram associados ainda a redugdo na infectividade da
riquétsia para bovinos e a inibicdo da aderéncia da mesma aos eritrocitos (Palmer e
Mcguire, 1984; McGarey et al. 1994). No entanto a transferéncia passiva de anticorpos
apenas, mostrou-se insuficiente para proteger bovinos contra desafio experimental (Gale
et al. 1992), o que reforga a necessidade de uma resposta conjunta mediada por células e
anticorpos para o efetivo controle da infecgdo.

Uma eficiente ativacdo de linfécitos T CD4+ em bovinos, é fundamental para o
controle da riquetsemia por A. marginale. Brown et al. (1998a) comprovaram a
importancia das células T CD4+ e imunoglobulinas da classe 1gG2 na resposta imune de
bovinos contra anaplasmose. Nesse estudo, bovinos imunizados com membrana externa
de A. marginale foram protegidos contra desafio homologo, e a resposta imune desses

bovinos foi caracterizada por altos titulos de 1gG2 e INFy. Interferon gama, produzido
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por linfécitos T CD4+, é o principal responsavel pelo aumento da producédo de IgG2
pelos linfocitos B em bovinos (Estes et al. 1994; Estes e Brown, 2002) e ativacao de
macrofagos para producdo de oxido nitrico (NO), que € toxico para a riquétsia, além de
aumentar nestas células a expressdo dos receptores Fc que aumenta sua capacidade
fagocitica (Palmer et al. 1999).

A resposta imune contra A. marginale, tem como principais alvos as proteinas de
membrana da riquétsia. Diversos epitopos para linfocitos T e B, tem sido identificados
em suas proteinas principais de superficie (Brown et al. 2001a, Brown et al., 2001b;
Brown et al. 2002; Brown et al. 2004; Abbott et al. 2004; Garcia-Garcia et al. 2004;
Barigye et al. 2004).

Brown et al. (2001a) observaram que células mononucleares de bovinos
imunizados com MSP1, proliferaram vigorosamente, “in vitro”, em resposta a
exposicao tanto de isolado homdlogo como heterélogo de A. marginale. A resposta
imune foi dirigida preferencialmente a regido carboxi terminal (C-terminal) de MSP1a,
que estimulou as células TCD4+ a produzirem altos niveis de INFy. A resposta
humoral, mediada por IgG, também foi dirigida predominantemente a regido C-terminal
de MSP1a.

Epitopos T, tambeém ja foram detectados nas regiGes conservadas e
hipervariaveis de MSP2. Pelo menos quatro epitopos capazes de desencadear uma
resposta de linfocitos T de memoria foram identificados na regido hipervariavel de
MSP2 (Brown et al. 2003; Abbott et al. 2004).

Garcia-Garcia et al. (2004) identificaram epitopos B na regido amino-terminal
(N-terminal) de MSP1a, e Barigye et al. (2004), demonstraram a existéncia de epitopos
B, especificos para 1gG2, em proteinas imunodominantes, como MSP2 e MSP1a de um
isolado mexicano de A. marginale.

Lahmers et al. (2005) demonstraram que linfocitos Tyd WC1+ proliferaram e
secretaram INFy em resposta a estimulacdo com extrato de A. marginale ou MSP2
apenas. Todos os clones de linfocitos que proliferaram apresentaram o fenotipo yo
TCR+, WC1+, CD2-, CD3+, CD4-,CD8-, GD3.1+, GD3.5+, GD3.8+. A resposta
proliferativa foi restrita ao MHC I, e os clones que responderam fortemente a MSP2
nativa, também responderam a peptideos sintéticos construidos com base na regido C-
terminal da proteina nativa. Os linfécitos Ty, tém sido implicados na resposta imune a

muitos virus, protozoarios e bactérias em camundongos e humanos. Em bovinos,
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principalmente nos jovens, os niveis circulantes desse tipo de linfocito sdo bem mais
elevados gque nos adultos (Wyatt et al. 1994), o que pode indicar o fato pelo qual os
bezerros sejam mais resistentes a anaplasmose que os bovinos adultos (Jones et al.,
1968).

Semelhantemente a outras riquétsias, como A. phagocytophilum e E. chaffeensis,
é provavel que além da variacdo antigénica, A. marginale possua outros mecanismos
para evadir-se da resposta imune do hospedeiro. A auséncia de genes necessarios para a
biosintese de moléculas como lipopolisacarideo (LPS) e peptidioglicano é um bom
exemplo disso (Brayton et al. 2005; Lin e Rikihisa., 2003), uma vez que o
reconhecimento dessas moléculas por receptores de reconhecimento padrdo como 0s
receptores Toll-like do hospedeiro, desencadeia uma forte resposta imune inata contra a
riquétsia, a sua auséncia entdo, facilita a adaptacdo da riquétsia as ceélulas dos
hospedeiros vertebrados e invertebrados (Rikihisa et al. 2006).

1.7.2 Anaplasma marginale proveniente de cultivo celular

Uma das alternativas para imunizacdo contra A. marginale é o cultivo in vitro
dessa riquétsia, o qual constituiria um alternativa econémica, segura e eficaz de
producdo de antigenos (Waghela et al. 2000). Cultivos de A. marginale foram feitos em
diversos tecidos com maior ou menor sucesso (Marble e Hanks, 1972; Mazzola et al.
1979; Kessler e Ristic, 1979). No entanto um verdadeiro avango no cultivo in vitro da
riquétsia foi obtido apenas quando células de D. variabilis, um importante vetor
bioldgico da riquétsia em algumas partes do mundo, foram infectadas e cultivadas com
A. marginale (Samish et al. 1988; Hidalgo et al. 1989). Posteriormente, desenvolveu-se
um sistema de cultivo de A. marginale em células IDES, derivadas de embries de
Ixodes scapularis (Munderloh et al. 1996). O ciclo de desenvolvimento da riquétsia na
cultura de células, foi similar ao previamente observado em carrapatos naturalmente
infectados (Blouin e Kocan, 1998), e a infectividade da riquétsia isolada de cultura,
manteve-se tanto para bovinos como para carrapatos (Blouin et al. 1999). As primeiras
proteinas de membrana caracterizadas em A. marginale (MSP1 a 5), mostraram-se

conservadas nos organismos provenientes de cultivo celular, mesmo apds sucessivas
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passagens (Barbet et al. 1999), o que incentivou 0s pesquisadores a avaliarem A.
marginale proveniente de cultura de células de carrapatos como imundgeno para
bovinos. Em dois experimentos, um conduzido por Kocan et al. (2001) e o outro por
Fuente et al. (2002), os bovinos imunizados com A. marginale isolado de cultura de
células de carrapatos desenvolveram uma imunidade parcial contra a doenca,
representada principalmente por uma redugdo menos acentuada no volume globular,
semelhante ao observado com A. marginale proveniente de eritrocitos. Um achado
interessante foi observado quanto a resposta imune dirigida contra a proteina MSP1,
bovinos imunizados com A. marginale proveniente de cultura de células de carrapatos,
tiveram uma resposta imune humoral direcionada predominantemente contra MSP1b,
enguanto nos animais imunizados com a riquétsia isolada de eritrocitos, a resposta
humoral foi dirigida preferencialmente a MSP1la (Fuente et al. 2002). Esses achados
sugerem que a expressdo de MSP1 varia durante a multiplicacdo da riquétsia nos
carrapatos e bovinos. E provavelmente outras proteinas de membrana também sejam
diferentemente expressas entre eritrocitos bovinos e carrapatos. Recentemente a
expressdo diferencial de novas proteinas de membrana de A. marginale foi
demonstrada. Lohr et al. (2002), observaram que apenas OpAG2 foi expressa em A.
marginale proveniente de glandulas salivares de D. variabilis e D. andersoni, enquanto
em organismos derivados de eritrocitos bovinos infectados tanto OpAG2 quanto
OpAG3 foi detectada por Western blot. Mais recentemente, Noh et al. (2006), ndo
observaram sinal de expressdao de OMP11 em células IDES, apesar de transcritos terem

sido observados.

1.7.3 Vacinas derivadas de proteinas de membrana

As proteinas de membrana de A. marginale sdo expostas na superficie da
riquétsia, sendo facilmente acessiveis ao sistema imunoldgico do hospedeiro
(Arulkanthan et al. 1999). Evidéncias iniciais da importancia dessas proteinas na
resposta imunologica do hospedeiro contra A. marginale vieram de experimentos de
neutralizacdo da infectividade da riquétsia por soro gerado contra corpusculos iniciais

(Palmer e McGuire, 1984). Os corpusculos iniciais ou a membrana desses induziram
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imunidade protetora em bovinos contra desafio homdlogo, refletida por menores
riquetsemias e severidade da anemia, quando comparado com controles ndo imunizados
(Montenegro-James et al. 1991; Tebele et al. 1991), e também contra desafio heter6logo
(Montenegro-James et al. 1991; Palmer et al. 1994).

Até o presente, varios pesquisadores tém avaliado algumas das proteinas de
membrana de A. marginale como imundgenos para bovinos.

Tuo et al. (2000), avaliando uma composi¢édo vacinal constituida por MSP2 nativa
associada a interleucina 12 (IL-12) humana recombinante contra anaplasmose bovina,
observaram respostas proliferativas de linfocitos T de bovinos imunizados, com
aumento significativo da producdo de IFN-y e IL-2. Assim como niveis séricos elevados
de IgG,.

Na imunizagdo de bovinos com vacina de DNA contendo gene msplb, clonado no
plasmideo pcDNA3.1, via intramuscular, foi encontrado, ap6s desafio com 10°
eritrocitos infectados, que os animais apresentaram protecdo parcial, refletida por menor
reducdo no volume globular, quando comparado com o grupo controle ndo imunizado
(Andrade et al. 2004).

Garcia — Garcia et al. (2004), testando MSP1b recombinante, isoladamente ou
associada a MSPla recombinante, em bovinos Holandeses de 12-24 meses, nédo
encontraram diferenca significativa no percentual de reducdo do volume globular dos
animais imunizados, comparado ao grupo controle, apos desafio com isolado Virginia
de A. marginale.

Embora a imunizacdo de bovinos com a membrana externa de A. marginale tenha
induzido protecdo contra a doenca clinica (Tebele et al. 2001) associada com altos
titulos de 19G2 e proliferacdo de linfocitos TCD4+ (Brown et al. 1998a). Nenhuma das
proteinas principais de superficie (MSPs), isoladamente ou associadas, em suas
conformacOes nativas ou produzidas por meio de DNA recombinante, induziram
protecdo equivalente a induzida pela membrana total da riquétsia. Essa discrepancia na
habilidade em induzir protecdo, sugere ao menos duas explicacdes. A primeira é que
talvez as proteinas de membrana mais antigénicas ainda ndo foram identificadas. Uma
vez que, alguns clones de linfécitos TCD4+ isolados de bovinos infectados com A.
marginale, responderam especificamente a proteinas de membrana mas néo
reconheceram nenhuma das MSPs (MSP1 a 5) previamente conhecidas, indicando a

presenca de epitopos T em proteinas de membrana ainda ndo identificadas (Brown et al.
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1998a). A segunda explicacdo é que a combinacdo dessas proteinas apenas no contexto
de membrana séo necessarias para induzir protecdo. Visto que, algumas das proteinas
(MSPs 1 — 5) conhecidas possuem ligacdes covalentes e ndo covalentes a membrana da
riquétsia, e essa relacdo pode influenciar a apresentacdo de importantes epitopos
(Brayton et al. 2006).

1.8 PROTEINAS DE MEMBRANA DE A. marginale

Na membrana dos corpusculos iniciais de A. marginale, foram identificadas
inicialmente seis proteinas principais de superficie (major surface proteins — MSPS)
MSP1a (105 kDa), MSP1b (100 kDa), MSP2 (36 kDa), MSP3 (86 kDa), MSP4 (31
kDa) e MSP5 (19 kDa) (Palmer e Mcguire 1984; Barbet et al. 1987; Oberle et al. 1988;
Tebele et al. 1991; Oberle et al. 1993). Posteriormente, utilizando eletroforese bi-
direcional, Riding et al. (2003) identificaram outras proteinas na membrana externa de
um isolado Australiano da riquétsia. Com o recente sequenciamento do genoma
completo de um isolado (St Maries) de A. marginale (Brayton et al. 2005), 62
sequéncias foram classificadas como proteinas de membrana. As indicacfes foram
feitas com base na semelhanca com sequiéncias génicas de proteinas de membrana ja
conhecidas. A maioria das proteinas identificadas foram classificadas em duas grandes
superfamilias de proteinas de membrana, superfamilias mspl e msp2, estruturadas em
torno dos genes mspl e msp2 respectivamente, identificados anteriormente e ja bem
caracterizadas (Brayton et al. 2005).

Algumas proteinas de membrana, ndo associadas a nenhuma superfamilia, também
foram descritas em A. marginale (VIRB3, VIRB9 e OMA 87) (Brayton et al. 2005;
Lopez et al. 2005; Brayton et al. 2006).

1.8.1 Superfamilia mspl

A superfamilia mspl contém nove membros e foi estruturada em torno dos genes
que codificam o heterodimero MSP1 (msplea, mspl/f). Contém também genes para trés

proteinas com similaridade estrutural a regido C-terminal de MSP1a, essas proteinas
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foram denominadas proteinas MSP1-like (MLPs 2 - 4), e seus genes estdo localizados
imediatamente antes do gene mspla. MLP2 e 4 tém 30% e 37% de homologia
respectivamente coma regido C-terminal de MSP1a.

Os membros restantes dessa superfamilia sdo os cinco genes mspl/, que incluem
dois genes completos (msplpl e mspl/2), e trés genes parciais (mspl/pgl, 2 e 3), que
provavelmente sdo pseudogenes (Viseshakul et al. 2000; Brayton et al. 2005). O arranjo
dos genes no isolado St Maries € similar ao arranjo no isolado da Florida, no entanto as
sequiéncias génicas ndo sao similares entre os isolados. As porcentagens de identidade
entre os isolados € de 95% para msplpl, 77% para mspl/52, 99% para msplApgl, 28%
para mspl/pg2 e 91% para msplppg3 (Viseshakul et al. 2000).

1.8.2 Superfamilia msp2

A superfamilia msp2 foi estruturada em torno dos genes msp2, msp3 e msp4,
(Brayton et al. 2005), que fazem parte do grupo de antigenos de superficie pfam 01617
(Bateman et al. 2004). Essa superfamilia contém 56 membros, sendo 16 pseudogenes,
15 proteinas de membrana externa (outer membrane proteins — OMPs), trés genes
associados ao operon de msp2 (opag 1 a 3), 12 copias do gene orfx e 7 copias do gene
orfy, além dos genes msp2, 3 e 4 (Brayton et al. 2005). Os genes opag 1 a 3, apresentam
um padréo diferente de expressdo. OpAG 2 é expressa em A. marginale proveniente de
eritrocitos bovinos e células de carrapatos, enquanto OpAG 3 é expressa apenas em
eritrécitos bovinos. As OMPs possuem seus genes controlados individualmente por um
promotor especifico ou em operons, com Vvarios genes regulados por um unico
promotor. Trés desses genes (omp2, 3 e 6) provavelmente sdo pseudogenes classicos,
uma vez que ndo observou-se transcrito dos mesmos em A. marginale derivado de
eritrocitos bovinos ou células de carrapatos (Lohr et al. 2002). Transcritos para todos 0s
outros genes omps, foram detectados em eritrécitos bovinos infectados, células de D.
andersoni e células IDE8 (No6h et al. 2006). A expressdo dos genes ompl, 4, 7, 8, 9, 10,
11 e 14, ja foi detectada em eritrécitos bovinos por meio de Western blot com anti-soro
especifico e espectrometria de massa em diferentes isolados de A. marginale (Riding et
al. 2003; Lopez et al. 2005; noh et al. 2006). OMP1, 4, 7, 8 e 9 foram detectadas
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também em A. marginale provenientes de células IDES, apesar do nivel de expresséo ter
sido de 10 a 25 vezes inferior ao nivel de expressao na riquétsia derivada de eritrcitos
(n6h et al. 2006).

1.8.3 Outras proteinas de membrana e associadas a membrana

Com o completo sequenciamento do genoma de A. marginale, algumas
sequéncias genomicas anotadas e designadas com base na similaridade com outras
sequéncias previamente descritas, ndo foram classificadas em nenhuma superfamilia.
Algumas dessas proteinas (VIRB3, VIRB9, VIRB10), fazem parte do sistema de
secrecdo tipo IV, ja descritas em varias bactérias da familia Rickettsiaceae (Ohashi et al.
2001) e que promove a secre¢do ou transferéncia de célula a celula de macromoléculas,
proteinas ou complexos de proteina-DNA (Christie e Vogel 2000). Outras, tém sido
descritas em poucos estudos. Lopez et al. (2005), combinando técnicas imunoldgicas,
protedmicas e gendmicas, descreveu algumas dessas proteinas que foram reconhecidas
por 1gG2 de bovinos imunizados com membrana de A. marginale. Algumas dessas
proteinas foram identificadas por meio da homologia com proteinas de outros
organismos. Duas sequéncias mostraram homologia com proteinas de E. canis (AM197
e AMB854) e uma seqiiéncia mostrou identidade com uma proteina de E. chaffensis.
Essas proteinas, apesar de ndo se conhecer suas funcdes, induziram a producéo de 1gG2
em bovinos. Outras proteinas identificadas nesse estudo com funcdes conhecidas,
incluem EF-Tu (Elongation factor Tu) (AM254) e PepA citosol amino peptidase
(AM956). A identificagdo de EF-Tu e PepA nesse estudo foi uma surpresa, uma vez
que, acreditava-se que essas proteinas fossem citoplasmaticas. No entanto mostrou-se
que elas estdo ancoradas na membrana da riquétsia e sdo expostas no meio extracelular
(Lopez et al. 2005).

A identificacdo de novos antigenos na membrana externa de A. marginale,
reconhecidos 1gG2 de bovinos imunes, expande o numero de proteinas candidatas a
vacina para futuros estudos. Para que uma vacina seja eficaz, & importante que essas
proteinas sejam reconhecidas por anticorpos e linfocitos TCD4+ da maioria dos bovinos

em uma populagdo vacinada e que essas proteinas sejam conservadas entre diferentes
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isolados de A. marginale. Muitas dessas proteinas tem sido descritas apenas em isolados
Americanos da riquétsia, informag6es sobre a conservacao dessas proteinas em outros

isolados ndo tém sido publicadas.
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ANEXO*®

Transcricdo OMPs A. marginale

Transcricdo de genes para proteinas de membrana de isolados brasileiros de Anaplasma

marginale
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Este trabalho demonstra o padrdo de transcricdo de genes de proteinas de membrana em
trés isolados brasileiros de A. marginale (Rio Grande do Norte, Pernambuco-Zona da
Mata e Pernambuco-Sertdo). RNA foi purificado a partir de sangue de bovinos
infectados experimentalmente com os trés isolados de A. marginale. Ap0s transcricao
reversa, 0s genes ompl, 2, 3,4, 5,7, 8,9, 10, 11, 12, 13 e 14; opagl-3; virB3, 9, 10;
am097, 197, 254, 854 e 956 foram amplificados por PCR, com primers especificos.
Detectou-se transcritos para todos os genes analisados, exceto omp2, 3 e opag3 em
todos os isolados e do gene omp7 em um dos isolados estudados. A auséncia de
transcrito para os genes opag3 e omp7 diverge do observado em isolados americanos da
riquétsia. Possiveis razBes para essas diferencas sdo discutidas.
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A anaplasmose bovina, causada pela riquétsia Anaplasma marginale, € uma
doengca de grande importancia econémica que € transmitida principalmente por
carrapatos. A riquétsia infecta eritrocitos bovinos, causando anemia severa associada a
anorexia, febre, diminuicdo no ganho de peso e producdo de leite, e morte nos casos
graves de animais ndo tratados (Zaugg et al. 1985).

Estudos sobre a resposta imune em animais protegidos contra anaplasmose
indicam que a protecdo estd associada ao aumento na atividade fagocitica dos
macrofagos induzida por interferon gama (INFy), interleucina 2 (IL-2), 1L-12 e fator de
necrose tumoral - alfa (TNFa), produzidos por linfécitos T CD4+ que ainda estimulam
a producdo de imunoglobulinas da classe IgG2 contra antigenos de superficie da
riquétsia (McGuire et al. 1979; Brown et al. 1998a, Palmer et al. 1999).

O recente sequenciamento do genoma do isolado St. Maries de A. marginale
possibilitou a identificacdo de 62 genes para proteinas de membrana previamente ndo
conhecidas. A maioria desses genes foram classificados nas superfamilias mspl ou
msp2, e outras ndo foram associadas a nenhuma superfamilia (Brayton et al. 2005;
Brayton et al. 2006). A superfamilia msp2 foi criada em torno da seqiiéncia dos genes
de msp2, 3 e 4, que formam a base de uma familia de antigenos de superficie
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 genes associados
denominados opags 1-3 (operon associated genes), 0s quais estdo incluidos na familia.
Na maioria desses genes, ocorre pequena variacdo durante o curso da infeccdo em
mamiferos, ou entre diferentes isolados americanos da riquétsia (Lohr et al. 2002).
Ademais, 14 genes para proteinas de membrana externa (outer membrane proteins —
omps) foram identificadas com similaridades de seqiiéncia com msp2 e msp4. Esses

genes estdo arranjados isoladamente ou em operons. Trés desses genes (omp2, 3 e 6)
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podem ser pseudogenes, uma vez que ndo foram detectados transcritos no isolado St
Maries, todos 0s outros genes foram transcritos em eritrécitos bovinos infectados com o
isolado St Maries de A. marginale (n6h et al. 2006). Como os genes da superfamilia
msp2 sdo expressos na superficie bacteriana, o grau de conservacao entre isolados de A.
marginale emerge como uma importante questdo. A imunizacdo de bovinos com
membrana externa induziu protecdo contra a doenca ap6s desafio com A. marginale
(Tebele et al. 1991; Brown et al. 1998a). Notavelmente, proteinas de membrana
conservadas entre isolados sdo alvos para linfocitos T CD4+ provenientes de animais
vacinados (Brown et al. 1998b). Com isso, a identificacdo de proteinas de membrana
altamente conservadas € uma prioridade para o desenvolvimento de vacinas contra
anaplasmose.

Em isolados brasileiros de A. marginale é desconhecido se esses genes sao
transcritos e expressos durante a infeccdo em hospedeiros mamiferos. Assim, o objetivo
deste estudo foi verificar o padrdo de transcricdo desses genes em trés isolados
brasileiros da riquétsia. Para isso, trés bezerros Aberdeen Angus foram confirmados
livres de A. marginale por PCR para msp5 e Elisa indireto para MSP1a e MSP2 (Aradjo
et al. 2005). Os bezerros foram inoculados por via subcutdnea com estabilizado
criopreservado de eritrocitos infectados com isolados de A. marginale do Estado do Rio
Grande do Norte (RN), e duas microrregides do estado de Pernambuco, designados
Pernambuco — Zona da Mata (PE-ZM) e Pernambuco — Sertdo (PE-SE). Os animais
foram examinados diariamente para detec¢cdo de A. marginale por distencdes sangiineas
coradas com Giemsa, e 0 volume globular médio também foi determinado. Para
obtencdo de altos niveis de riquetsemia, os bezerros foram imunosuprimidos com
dexametasona. Por volta do 21° dia pés-inoculacdo, os bezerros 0581 (isolado RN),

0583 (PE-ZM) e 0588 (PE-SE) apresentaram riquetsemias de 35, 87 e 20%,
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respectivamente, quando entdo procedeu-se a coleta de sangue em tubos heparinizados
para posterior extracdo de RNA total.

A extracdo de RNA total foi realizada com Trizol Reagent (Invitrogen, EUA)
conforme instrucbes do fabricante. O RNA extraido foi tratado com RQ1 Rnase — Free
Dnase (Promega, EUA) por 30 minutos a 37°C seguido da inativacdo da enzima
conforme instrugcOes do fabricante. A transcrigdo reversa foi feita com sistema Impron 11
(Promega, EUA) utilizando como primer hexameros aleatorios, de acordo com as
instrugcdes do fabricante. A deteccdo de transcritos foi feita por PCR, utilizando-se
primers especificos para os genes ompl, 2, 3, 4,5, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13 e 14; opagl-3;
virB3, 9, 10; am097, 197, 254, 854 e 956 (TABELA). As seqliéncias desses primers
foram submetidas ao programa Blastn (NCBI), para identificar seqiiéncias homoélogas
em outros organismos relacionados e em outros genes de A. marginale, mas nao se
observou identidade com escore significativo.

Os parametros de amplificacdo foram 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1
min, anelamento a 60°C por 1 min para os genes ompsl-14, opag2, 3 e virB3, e 55°C
para opagl, virB9-10, am097, 197, 254, 854 e 956, e extensdo a 72°C também por 1
min, seguida de uma etapa de extensdo final a 72°C por 4 min. As reagdes de PCR
foram realizadas a partir de DNA gendmico, como controle positivo, cDNA para
deteccdo 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 etidio para visualizagao.

N&o se observou transcrito para 0s genes omp2, 3 e opag3 (Fig) em nenhum dos
isolados analisados. Para o gene omp7 (Fig) apenas no isolado PE-ZM né&o foi
observado transcrito. Todos os outros genes (Fig) apresentaram transcritos em todos 0s

isolados analisados. As auséncias de transcrito para os genes omp2 e 3 ja haviam sido
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descritas por noh et al. (2006), sendo os dois, juntamente com 0 gene omp6,
considerados como possiveis pseudogenes. Com rela¢do ao gene opag3, sua transcricdo
assim como sua expressdo ja foi detectada em eritrocitos infectados com diferentes
isolados americanos de A. marginale (Lohr et al. 2002) e em um isolado australiano
(Riding et al. 2003).

Alguns dos genes que apresentaram transcrito nos isolados brasileiros analisados (virb9
e 10, am097, 197, 254, 854 e 956) representam possivelmente uma importante fonte de
antigenos para preparac¢des vacinais, uma vez que, em estudo conduzido por Lopez et al.
(2005), as proteinas de membrana separadas por eletroforese bi-dimensional foram
reconhecidas por 1gG2 de bovinos vacinados com membrana de A. marginale. Ainda
nesse estudo, duas dessas proteinas (Am197 e 854) descritas pela primeira vez em A.
marginale, apresentaram identidade de seqiiéncia com proteinas de Ehrlichia canis.
Outras, cujo se acreditava serem proteinas citoplasmaticas, como PepA (Am 956) e EF-
Tu (Am 254), foram analisadas pelo programa TMHMM e reconhecidas como proteinas
ancoradas a membrana externa e expostas no meio extracelular.

Possiveis explicagdes para auséncia de transcritos em alguns genes de isolados
brasileiros de A. marginale seria, conforme sugerido por néh et al (2006), que omp2 e 3
sdo realmente pseudogenes. No caso de opag3 (todos os isolados) e omp7 (no isolado
PE-ZM), os niveis de transcri¢do poderiam ocorrer em niveis muito baixos, ndo sendo
possivel detecta-los com a técnica de RT-PCR. A transcricdo desses genes poderia
ocorrer também apenas em sitios especificos de multiplicacdo da bactéria, como nos
tecidos dos hospedeiros invertebrados, o que ndo foi 0 objetivo desse estudo.

A evolucdo da bactéria com seus hospedeiros invertebrados poderia sugerir
também uma possivel explicacdo para as diferencas no padrdo de transcrigdo entre 0s

isolados americanos e os isolados brasileiros analisados, uma vez que, nos Estados
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Unidos, a transmissao bioldgica de A. marginale € realizada por carrapatos do género
Dermacentor (KOCAN et al., 1981), enquanto no Brasil o carrapato Boophilus

microplus é o responsavel por esse tipo de transmissao.
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Primers utilizados para amplificagdo de transcritos de proteinas de membrana de isolados brasileiros de A. marginale

TABELA

Gene Primer Sequéncia (5’ - 3’) Produto | Gene  Primer Seqiiéncia (5’ - 3") Produto
(pb) (pb)
omp1 F AAGGTCTACGGCTTGGTTTACGCTGCGTTGTCTTT 993 omp14 F GCGTTTAGCCTCCTGTT 1215
R AGTCTGATACCGCACTCAAACCCAAAATAGTCCAG R ATCCGAACCTGATTCCTA
omp2 F ATGATTGAGTCTATGGGGGAACAAAAGAGA 735 opagl F AGTTGCAGAGCATTTTCCTTG 390
R CTGGGTTGAGTGGTGACGGTATGGATA R CTAAAAAACCAAAAAAACCGT
omp3 F CCTCATTCGTACCTCCTACCC 651 opag? F TGGTCGGGTTTGTATATGAGT 909
R AACCTGATTCCTAGTTCTACCC R TCAAAGTAACACCCTTATGCC
omp4 F CAGCATATCATTGAATACAGGAGGAAGTCGCTTAT 1218 opag3 F TGTGGGTTGCACACACTACC 936
R GTGGCTAGCCGCTTTGGAGATGTTACCAG R CTAAAAACCATCACCAAATGC
omp5 F CTGGTGGTGGAGAGTTTGCCTATG 1119 virb3 F TCGTCCGGTAGCGTAAAGAC 294
R AACTCGAGCTTCAGCCCCAGATTG R CTACATCACATCGTAAGAATT
omp7? F TCTTTTCTGTTGGGTGCGGTTGTA 1191 virb9 F ATGAATTTCTATAAAAACTTGCTTGC 840
R CGCGCCTTGACATCTTCCTC R TCAAAGCACCGTATTCACTACTTC
omp8 F TTTCTGTTGAGCGCGGTTGTAGTT 1200 virb10 F TTGAGTTTAGGGATGTCAGACG 1338
R CGCGCTCTGATATTTTCCCTTTCA R CTACCTACGCACCGCCTC
omp9 F TCTTTTCTGTTGAGCGCGGTTGTA 1212 am097 F ATGAAAAAGGCTTTCATGGTTT 813
R GCGTGCCTTGACATCTTCCCTCTC R CTACCCACGTCCCCTTCTG
omp10 F TTGCTGCGTTGCGACGGTTTC 1263 am197 F ATGAAAAAGCTTGAGCTTGCTAG 510
R GCGAGATTCAACACCCCAAAAGAG R CTACTTGGGCTTTCTAGGAGCC
omp1l F ATGAGCTTTGTAAGGTTTCTTGCCGTATC 1059 am254 F ATGACAGAAGGGAGAAAGCC 1182
R AGCCCGAAGTAAGCTATGTCCAT R CTACTCCAAAATCTCAGTTATGATAC
omp12 F GGATCTATGATGAGGGCAACAAAA 858 am854 F ATGCTGCATCGTTGGTTAGC 711
R CCAATTCCCCTCCAAAGTGAGC R CTATTCAGGCGCGACCAC
omp13 F ATGGTTAAAGCAGGGGCAGCATGGTTGAG 1059 am956 F ATGTGCTATGGTACTCGCATC 1605
R

py)

CCCCTAGGTAGCTTATATGCACGTCTGAAA

TCACTTTTCGTAATACTTCGACACA

F: primer forward; R: primer reverso
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FIGURA
PE-ZM PE-SE RN

DHA  cDHA RHA DHA  cDHA RHA DHA  <DHA RHA

Figura: Deteccdo de transcritos em eritrcitos infectados com diferentes isolados brasileiros de
A. marginale.

PE-ZM= Pernambuco — Zona da Mata; PE-SE= Pernambuco — Sertdo, RN = Rio Grande do

Norte
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