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RESUMO

A anaplasmose bovina, causada pela rickétsia intraeritrocitaria Anaplasma marginale, é
responsavel, em varios paises, por prejuizos mensurados pela mortalidade de animais e por
parametros como baixo ganho de peso, reducdo na producéo leiteira, abortos e custos com
tratamento e controle. Este trabalho teve por objetivo a imunizagéo de bezerros com isolado
de A. marginale de baixa patogenicidade, mantido ou ndo em cultivo de células do
carrapato Ixodes scapularis (IDES8), e verificar: a ocorréncia de resisténcia ao desafio com
outro isolado altamente patogénico; presenca ou auséncia de excluséo de infeccdo entre os
dois isolados; e resposta celular dos animais durante as infecgGes por meio de expressao de
linfocitos T CD4+ produtores de IL-4 ou INF v e linfocitos B. Quinze bezerros com idade
até duas semanas de vida foram utilizados nesse experimento, sendo que cinco animais
(Grupo 1) receberam, intravenosamente, UFMG1 produzido in vitro (células de carrapato
IDEB8), enquanto que outros cinco (Grupo 2) receberam UFMGL1 produzido in vivo (sangue
de bovino esplenectomizado e naturalmente infectado). Os cinco animais restantes (Grupo
3, denominado controle) receberam, neste mesmo momento, doses contendo solugéo salina.
Todos os animais foram desafiados com um isolado de A. marginale de alta patogenicidade
(UFMG2) produzido in vivo (sangue de bovino esplenectomizado e naturalmente
infectado). O cultivo de isolado de A. marginale de baixa patogenicidade foi estabelecido
em células IDE8 com sucesso. O isolado UFMGL1, ap0s ser inoculado nos animais, ndo
impediu a infeccdo de um novo gendtipo de A. marginale com grande semelhanca com
UFMG2. Além disso, animais que receberam UFMG1 ndo desenvolveram sinais clinicos
ao serem desafiados com UFMG2, enguanto que o grupo controle, ndo imunizado,

desenvolveu a doenca levando a morte trés dos cinco animais. A resposta celular avaliada



desenvolvida nos animais dos Grupos 1 e 2 se mostrou predominantemente Thl e efetiva,

conferindo protecao contra desafio com o isolado UFMG2.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

°C = grau centigrado

% = Percentagem

BE = Brometo de Etidio = Et Br

BFA = Brefeldina A

CD4 = Grupo de Diferenciagéo 4

CD8 = Grupo de Diferenciacéo 8

CD21 = Grupo de Diferenciagéo 21

cm? = centimetros quadrados (area)

CTF = Caldo de Triptose Fosfatada

DMSO = Dimetil Sulféxido

DNA = Acido Desoxirribonucléico

dNTP = deoxinucleosideo trifosfato

EDTA = Acido Etilenodiamino Tetra-Acético
ELISA = Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
Fc = Receptor

FSC = tamanho (FSC - Forward Scatter)

FITC = Isotiocianato de Fluoresceina

g = gravidade

g = gramas

ug = micrograma

ng = nanograma

mg = miligrama

kg = quilograma

Hind 111 = enzima de restricéo

IDE8 = linhagem de células de Ixodes scapularis
1gG / 1gG1/ 1gG2 = Imunoglobulina G / Imunoglobulina G (Isotipo G1)/ (Isotipo 2)
IgE = Imunoglobulina E

IgM = Imunoglobulina M

INFy = Interferon gama

IL-4 = Interleucina 4



L = litro

L-15B = Meio Leibovitz (meio de cultivo)

LBC = Lipoproteina Bovina Concentrada

ml = mililitro

ul = microlitro

M = molar

Min. = minuto

mM = milimolar

nM = nanomolar

puM = micromolar

MHC = Complexo de Histocompatibilidade Principal

MOPS = Tampéo (3-{N-morpholino] propanesulfonic acid)

MSP = Proteina Principal de Superficie

msp = Gene da MSP

NK = natural killer

PBS = Phosphate Buffered Saline

PBS-W = PBS Wash (PBS com Soro Fetal Bovino e azida sddica)
PBS-P = PBS-W com saponina

PCR = Polimerase Chain Reaction

PE = Ficoeritrina

pi = pds-infeccdo

pH = Potencial Hidrogenidnico

PMA = Phorbol Myristate Acetate

PVC = Packet Cell Volume (= volume globular)

RFLP-PCR = Restriction Fragment Length Polymorphism - Polimerase Chain Reaction
RIFI = Reacédo de Imunofluorencéncia Indireta

RPMI 1640 = Roswell Park Memorial Institute medium (meio de cultivo)
RT-PCR = Real Time - Polimerase Chain Reaction

SFB = Soro Fetal Bovino

SSC = granulosidade ou complexidade interna (SSC — Side Scatter)
SSM = slipped-strand mispairing

10



T.A. = Temperatura ambiente

Taq = Tag DNA Polimerase - enzima termoestavel recombinante da bactéria Thermus
aquaticus

U = unidade

VG = Volume globular, hematdcrito

11



SUMARIO

RESUMO
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
1. INTRODUCAO 15
2. REVISAO DE LITERATURA 18
2.1)  ANAPLASMA MARGINALE 18
2.1.1) Anaplasmose bovina 18
2.1.2) Distribui¢do geografica 19
2.1.3) Impacto econdmico 19
2.1.4) Transmissao 20
2.1.5) Ciclo bioldgico do A. marginale 21
2.1.6) Diagnostico laboratorial 22
2.1.7) Resposta humoral e celular contra A. marginale 24
2.1.8) Controle 25
2.1.8.1) Uso de Vacinas 26
2.1.8.2) Vacinas derivadas de cultivo in vitro — novas perspectivas 28
2.1.9) Fendmeno de exclusdo 29
2.1.10) Amostra de A. marginale de baixa patogenicidade 31
2.2)  CULTIVO CELULAR 31
2.2.1) Cultivo in vitro 31
2.2.2) Cultivo de células de carrapato 32
2.2.3) Cultivo de A. marginale em IDES 33
3. OBJETIVOS 36
3.1) OBJETIVO GERAL 36
3.2) OBJETIVOS ESPECIFICOS 36
A. ESTABELECER O CULTIVO IN VITRO DO ISOLADO UFMGL1 DE A.
MARGINALE DE BAIXA PATOGENICIDADE EM CELULAS IDES; 36

B. INOCULAR BEZERROS COM ISOLADO DE A. MARGINALE DE BAIXA
PATOGENICIDADE E VERIFICAR A OCORRENCIA DE PROTECAO AO
DESAFIO COM ISOLADO DE ALTA PATOGENICIDADE. VERIFICAR, AINDA,
SE A PROTECAO ESTA RELACIONADA A OCORRENCIA DO FENOMENO DE
EXCLUSAO ENTRE OS ISOLADOS; 36

C. AVALIAR A PARAMETROS DA RESPOSTA IMUNOLOGICA (EXPRESSAO
DE LINFOCITOS TCD4+, PRODUTORES DE IL-4 E INFI' E LINFOCITOS B,
POR MEIO DO MARCADOR DE SUPERFICIE CD21) DE BEZERROS APQOS
IMUNIZACAO COM ISOLADO DE A. MARGINALE DE BAIXA
PATOGENICIDADE E DESAFIO COM ISOLADO DE ALTA

PATOGENICIDADE. 36
4. MATERIAL E METODOS 38
4.1) LOCAIS DOS EXPERIMENTOS 38
4.2) 1SOLADOS DE ANAPLASMA MARGINALE 38

12



4.3) APROVAGAO PELO COMITE DE ETICA 39

4.4) ANIMAIS EXPERIMENTAIS 39
ORGANOGRAMA DAS INOCULAGOES EXPERIMENTAIS 41
4.5) ANALISES ESTATISTICAS 42
4.6) METODOLOGIA DE APRESENTAGAO 42
5. RESULTADOS 44

5.1) IN VITRO ESTABLISHMENT AND PROPAGATION OF A BRAZILIAN
STRAIN OF ANAPLASMA MARGINALE WITH APPENDAGE IN IDES8 (IXODES
SCAPULARIS) CELLS 44

5.2) PROTECTION IN THE ABSENCE OF EXCLUSION BETWEEN TWO
BRAZILIAN ISOLATES OF ANAPLASMA MARGINALE IN EXPERIMENTALLY
INFECTED CALVES. 52

5.3) ESTUDO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR NA INFECCAO E RE-
INFECCAO EXPERIMENTAL DE BOVINOS COM ISOLADOS HETEROLOGOS

DE ANAPLASMA MARGINALE 73
6. CONSIDERACOES GERAIS 94
6.1) PRODU(;AO DO ISOLADO DE A. MARGINALE DE BAIXA PATOGENICIDADE EM CELULAS

IDES (UFMG1) 94

6.2) INOCULAGAO DE BEZERROS COM ISOLADO DE BAIXA PATOGENICIDADE: AVALIAGAO
DE PROTEGAO AO DESAFIO COM ISOLADO DE ALTA PATOGENICIDADE E OCORRENCIA DE
EXCLUSAO ENTRE OS ISOLADOS. 97
6.3) AVALIAGAO DE PARAMETROS DA RESPOSTA IMUNOLOGICA (EXPRESSAO DE
LINFOCITOS TCD4+, PRODUTORES DE IL-4 E INFT" E LINFOCITOS B, POR MEIO DO
MARCADOR DE SUPERFICIE CD21) DE BEZERROS IMUNIZADOS COM INOCULO DE A.
MARGINALE DE BAIXA PATOGENICIDADE E DESAFIADOS COM ISOLADO DE ALTA

PATOGENICIDADE 102
7. CONCLUSOES 108
8. REFERENCIAS 110
PERSPECTIVAS FUTURAS 130

13



INTRODUCAO

14



1. INTRODUCAO

A tristeza parasitaria bovina constitui um complexo de doengas infecciosas causadas por
agentes dos géneros Anaplasma e Babesia, transmitidos por carrapatos e moscas
hematdfagas. A anaplasmose bovina, cujo agente etiolégico é o Anaplasma marginale,
causa importantes perdas econdmicas em varios paises, principalmente pela alta morbidade
e mortalidade em rebanhos susceptiveis (Kocan et al.,, 2003). Em éreas tropicais e
subtropicais, A. marginale é transmitido biologicamente pelo carrapato de maior
prevaléncia em bovinos, Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Alonso et al., 1992). No
Brasil, a anaplasmose bovina é endémica (revisado por Vidotto e Marana, 2001), sendo em

Minas Gerais um fator limitante a criacdo de bovinos (Ribeiro e Reis, 1981a).

Métodos de diagndstico sensiveis, especificos, de facil execugdo e de baixo custo e a
utilizacdo de vacinas eficientes sdo condi¢Ges imprescindiveis para o controle apropriado
desta enfermidade. O processo de producdo de antigenos, por meio de inoculagdo
experimental de animais livres de patdgenos e de vetores, dificulta e encarece a obtengéo
destes em areas endémicas. Por esta razdo, o cultivo in vitro de A. marginale apresenta
perspectivas positivas por ser mais simples, seguro e com menor custo de manutencdo

comparada a infeccdo experimental de animais susceptiveis (Blouin et al., 2000).

Munderloh et al. (1994) descreveram o estabelecimento e manutencdo de uma linhagem de
células de carrapato derivada de Ixodes scapularis, denominada IDE8. Nesse sistema tem-
se conseguido multiplicar in vitro varias rickétsias, dentre estas o A. marginale

possibilitando maior desenvolvimento de métodos de producdo de antigenos para fins de
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diagnostico e vacinas (Munderloh et al., 1996). Anaplasma marginale cultivado nessas
celulas conserva sua morfologia e se mantém infectante para bovinos (Blouin e Kocan,
1998). Por ser imunogénico para bovinos, o material obtido de cultivo celular tem sido

utilizado como in6culo com grande eficiéncia (Blouin et al., 1998).

A real possibilidade de cultivo em linhagens de células de carrapato abre perspectivas para
a manutencéo in vitro de amostras de A. marginale de baixa patogenicidade para bovinos,
representando importante avanco para a producgdo de indculos com o objetivo de proteger

estes animais contra amostras mais patogénicas no campo.

Este trabalho teve por objetivo o estabelecimento de um isolado brasileiro de baixa
patogenicidade de A. marginale em células de carrapato IDE8, seguido de inoculagdo em
bezerros para a verificacdo de protecdo contra isolado brasileiro de alta patogenicidade.
Foram avaliadas a presenca de co-infeccdo dos dois isolados utilizados e a expressao
sangliinea das populacdes de células TCD4+ e B, além das citocinas IL-4 e INF gama ao

longo das infec¢des experimentais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1) Anaplasma marginale

2.1.1) Anaplasmose bovina

A anaplasmose bovina, causada pela rickétsia intraeritrocitaria Anaplasma marginale, é
caracterizada por anemia, perda de peso e morte (Ristic, 1960). Clinicamente, 0s bovinos
sd0 0s hospedeiros mais susceptiveis, entretanto, outros ruminantes podem se tornar

infectados com A. marginale (Kuttler, 1984).

Anaplasma marginale foi descrito pela primeira vez em bovinos da Africa do Sul como
“pontos marginais” nos eritrocitos (Theiler, 1910). InclusGes de Anaplasma também foram
observadas no centro de eritrdcitos, sendo por isto descritas como A. centrale, uma
subespécie de A. marginale (Theiler, 1911); estas amostras apresentavam-se Mmenos

patogénicas.

Anaplasma marginale ocorre exclusivamente no interior de eritrocitos dentro de vacuolos,
onde corpusculos iniciais se multiplicam por divisdo binaria (Ristic e Watrach, 1963).

Durante fase aguda, 70% ou mais eritrocitos podem se tornar parasitados (Richey, 1981).

O periodo de incubacdo € de 28 dias em meédia, variando de sete a 60 dias dependendo do
namero de organismos da dose infectante (Kocan et al., 2003). As células parasitadas sdo
removidas da circulacdo pelo sistema monocitico fagocitario do animal causando uma
anemia branda a grave e ictericia (Richey, 1981). Bezerros recém-nascidos sdo menos
susceptiveis a infeccdo por A. marginale e, quando infectados, apresentam sinais clinicos

moderados. Animais que se recuperam da fase aguda desenvolvem uma infeccdo
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persistente caracterizada por uma ricketsemia baixa e ciclica (Ribeiro e Reis, 1981b; Eriks
et al., 1989; Kieser et al., 1990). Esses animais, também chamados de portadores,
desenvolvem imunidade e sdo resistentes a doenca clinica em caso de exposi¢do ao agente
homologo (Ristic e Carson, 1977), entretanto, se tornam fontes de infeccdo para os vetores

(Ristic, 1960; Eriks et al., 1989).

2.1.2) Distribuicéo geografica

Anaplasma marginale tem distribuicdo cosmopolita, com maior prevaléncia em regides
tropicais e subtropicais. E enzo6tica na maioria dos paises da América Latina, com exce¢io
de areas de deserto ou montanhas como 0s Andes (Guglielmone, 1995). A soroprevaléncia
em paises das Américas é variavel, contribuindo para a formacdo de areas enzooticas

estaveis e instaveis (Kocan et al., 2003).

2.1.3) Impacto econdmico

Doengas transmitidas por carrapatos sdo extremamente prejudiciais aos animais
susceptiveis e causam grandes prejuizos econdmicos (Harrus e Baneth, 2005). Dos
estimados 250 milhGes de bovinos na América Central e do Sul no inicio da década de
1990, 70% estavam em regides infestadas por carrapatos (Montenegro-James, 1992). Em
varios paises 0s prejuizos causados por hemoparasitoses podem ser mensurados pela
mortalidade de animais e por parametros produtivos e econdémicos como baixo ganho de
peso, reducdo na producéo leiteira, abortos e custos com tratamento e controle (Kocan et
al., 2003; Harrus e Baneth, 2005). Recentemente, demonstrou-se que anaplasmose e

babesiose foram responsaveis por prejuizos econdémicos de 875 a 1.365 milhdes de ddlares
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por ano na América Latina, maior produtor mundial de carne bovina (Montenegro-James,

1992; Brown, 1997).

A anaplasmose constitui ainda uma barreira para 0 melhoramento genético dos rebanhos
em paises tropicais, pois bovinos Bos taurus importados de regides temperadas sdo
altamente susceptiveis a doencas transmitidas por carrapatos e, freqlientemente, ndo
sobrevivem, a menos que sejam submetidos a um esquema de imunizacdo adequado. Esses
prejuizos sdo incalculdveis, mas é a realidade para a maioria dos rebanhos da Ameérica

Latina (Meléndez, 2000).

2.1.4) Transmissao

A transmiss@o da anaplasmose ocorre mecanicamente por picada de moscas e por meio de
fomites contaminados com sangue infectado ou, biologicamente, por carrapatos (Dikmans,

1950; Ewing, 1981).

A transmissdo mecanica por artrépodes foi relatada por moscas hematéfagas (tabanideos e
Stomoxys) e mosquitos (Culex e Aedes) (Ewing, 1981; Potgieter, 1981; Foil, 1989). Em
areas da América Central, do Sul e Africa, onde ndo ocorrem carrapatos transmissores
(Ewing, 1981; Foil, 1989) ou onde o Rhipicephalus (Boophilus) microplus ndo se comporta
como vetor (Figueroa et al., 1998; Coronado, 2001), a transmissdo mecénica € uma

importante forma de disseminagdo da anaplasmose.

Envolvendo mais de 20 espécies de carrapatos por todo o mundo (Dikmans, 1950; Ewing,
1981), a transmissdo bioldgica pode ocorrer transestadialmente ou intraestadialmente,

enquanto que a transmissdo transovariana parece ser esporadica e com pouca importancia
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(Stich et al.,, 1989; Ribeiro et al., 1996). Anaplasma marginale € transmitido
transestadialmente por ninfas ou adultos que se infectaram no estadio anterior, enquanto
que a transmissdo intraestadial ocorre dentro do mesmo estadio. A transmisséo intraestadial
é realizada por carrapatos machos, podendo se tornar um importante mecanismo de
transmiss@o de A. marginale no caso de carrapatos de apenas um hospedeiro, como R. (B.)

microplus e Dermacentor albipictus (Kocan et al., 2003).

Em geral, o grupo de carrapatos vetores de A. marginale inclui Boophilus spp.,
Dermacentor spp., I1xodes ricinus e Rhipicephalus spp., enquanto que o Amblyomma spp.
demonstrou nédo estar envolvido na transmissdo. Em regides tropicais e subtropicais 0 R.
(B.) microplus tem sido considerado o principal vetor de A. marginale (Alonso et al.,

1992).

Além da transmissdo mecanica e biolégica, A. marginale pode ser transmitido da vaca para
0 bezerro via placenta durante a gestacdo (Norton et al., 1983; Zaugg e Kuttler, 1984;
Zaugg, 1985), podendo este tipo de transmissdo ter importancia epidemioldgica em
algumas regides (Kocan et al., 2003), embora ocorra com baixa frequéncia (Ribeiro et al.,

1995).

2.1.5) Ciclo bioldgico do A. marginale

O desenvolvimento do ciclo do A. marginale foi descrito em carrapatos adultos machos
infectados e esta relacionado a alimentacdo destes. Os carrapatos se alimentam de sangue
infectado e apds a multiplicagdo do A. marginale nas células epiteliais intestinais, as
rickétsias passam para a hemolinfa e infectam vérios tecidos, incluindo as glandulas

salivares. Durante uma nova alimentacdo, essas rickétsias sdo transmitidas para um novo
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hospedeiro vertebrado. Nos tecidos infectados do carrapato o A. marginale se desenvolve
dentro de vacuolos ou coldnias. A primeira visualizacdo é a de colénias com formas
reticuladas (vegetativas) que se dividem binariamente, formando grandes col6nias com
centenas de organismos. As formas reticuladas se transformam em densas que s&o
infectantes e sobrevivem fora de células. Portanto, o bovino se torna hospedeiro quando
carrapatos infectados com A. marginale nele se alimentam, transmitindo, via glandulas

salivares, estas formas densas (Kocan, 1986; Kocan et al., 19923, b; Ge et al., 1996).

2.1.6) Diagnostico laboratorial

O diagnostico laboratorial da anaplasmose aguda geralmente é baseado na deteccédo direta,
por microscopia, de inclusdes de A. marginale em esfregacos sangiiineos, ou indiretamente,
por sorologia. Ha uma variedade de testes soroldgicos que mensuram anticorpos especificos
contra Anaplasma (Ristic, 1962; Amerault e Roby, 1968; Schunter e Leatch, 1988; Shkap

et al., 1990; Rodgers et al., 1994).

Nas ultimas décadas, 0 ELISA tem substituido a técnica de Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) por demonstrar vantagens como a possibilidade de analise de grande
nimero de amostras de maneira rapida, discriminando sem subjetividade o positivo do
negativo (Madruga et al., 2000). Um avanco descrito para o diagnostico da anaplasmose é o
ELISA com antigenos recombinantes de proteinas principais de superficie (MSP) MSP1a e

MSP2 que apresentou alta sensibilidade e especificidade (Araujo et al., 2005).

Outra técnica de diagnostico altamente sensivel na deteccdo de organismos infecciosos é a
Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR). E um diagndstico direto, indicando a presenca do

parasito. Embora métodos soroldgicos informem a flutuacdo de titulos de anticorpos no
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animal, demonstrando a dinamica da doenga, a Unica evidéncia conclusiva da presenca do
parasito é pela deteccdo direta do agente causador (Callow et al., 1986). Animais
portadores, que se recuperaram da fase aguda, ndo podem ser diferenciados clinicamente de
animais saudaveis e normalmente ndo sdo diagnosticados eficientemente por meio de
esfregago sangiineo convencional. Entretanto, durante este estagio, ocorrem oscilagbes na
ricketsemia, o que permite que a transmisséo aconteca (Callow, 1984), sendo estes animais
de grande importancia na epidemiologia da doenca. A PCR também tem se mostrado
eficiente para diferenciagdo entre animais naturalmente infectados com A. marginale e
animais vacinados com A. centrale (Molad et al., 2006), sendo a técnica de
imunofluorescéncia indireta incapaz de distinguir anticorpos de ambas as espécies de
Anaplasma devido a semelhanca antigénica (Palmer, 1989; Visser et al., 1992). A técnica
vem sendo desenvolvida também de forma que ndo s6 A. marginale seja detectado, assim
como Babesia bovis e B. bigemina (Multiplex-PCR), ja que comumente sdo encontrados

animais portadores dos trés agentes simultaneamente (Figueroa et al., 1993)

Uma maior sensibilidade em relacdo a PCR convencional foi obtida com a técnica de PCR
Tempo-Real (Carelli et al., 2007), sendo possivel uma analise quantitativa do DNA
desejado. PCR Tempo-Real pode ser empregado na detecgéo e quantificacdo da ricketsemia
no animal portador e nos animais pré-sintomaticos e sintomaticos, na correlacdo entre
niveis de ricketsemia e sintomas clinicos, na avaliacdo da eficiéncia de vacinas e de

tratamentos com drogas (Carelli et al., 2007).

O desenvolvimento de eficientes métodos de diagndstico € importante no controle da
anaplasmose. A infeccdo de animais livres de patdgenos e de vetores para a obtencdo de

antigeno dificulta e encarece o processo em areas endémicas. Como alternativa, alguns
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testes diagnosticos foram desenvolvidos utilizando como antigeno o A. marginale mantido
in vitro em células de carrapatos I. scapularis (IDE8). Por ser imunogénico para bovinos, o
material obtido de cultivo celular tem sido utilizado como inéculo (Blouin et al., 1998) e
material antigénico adequado para testes soroldgicos (Saliki et al., 1998; Rodgers et al.

1998).

2.1.7) Resposta humoral e celular contra A. marginale

A imunidade contra A. marginale envolve mecanismos humorais e celulares. Em um
modelo vacinal proposto, o antigeno é eliminado por meio de anticorpos contra epitopos de
superficie em combinacdo com a ativacdo de macrofagos aumentando a fagocitose e
destruicdo do Anaplasma. A peca central do modelo é o linfocito T CD4+ expressando
Interferon gama (INFy) que é responsavel pela sintese de 1gG bovina, subclasse 1gG2 e que
também ativa macréfagos a aumentar seus receptores de expressdo, fagocitose, fusdo do

fagolisossoma e producédo de oxido nitrico (revisado por Kocan et al., 2003).

As proteinas principais de superficie (MSPs) identificadas nos corpusculos iniciais de A.
marginale (Palmer e McGuire, 1984; Tebele et al., 1991) parecem estar envolvidas na
resposta imune contra anaplasmose. Brown et al. (1998) demonstraram que MSPs
purificadas podem induzir a resposta por linfocitos T CD4+ e, assim, prevenir ricketsemia
de A. marginale em animais expostos ao desafio. Mais especificamente, a terminagéo
carboxila da MSPla, que se conserva entre o0s isolados de A. marginale, é
preferencialmente reconhecida por linfocitos T CD4+ (Brown et al., 2001). As MSPs ainda

induzem a producdo de anticorpos relacionados ao controle da ricketsemia aguda (Tebele et
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al., 1991), visto que anticorpos contra MSP1 bloqueiam corpusculos iniciais de A.

marginale (McGarey e Allred, 1994).

Valdez et al. (2002) questionaram a atribuicdo do papel principal da resposta imune aos
linfocitos T CD4+, j& que em bezerros timectomizados foram capazes de controlar
anaplasmose aguda ap0s terem seus linfoécitos T CDA4+ tratados com anticorpos
monoclonais anti-CD4+. Isso demonstraria que a resposta por anticorpos é essencial
(Kocan et al., 2003). Entretanto, segundo Araujo et al. (2003), no experimento de Valdez et
al. (2002) nao houve a deplecdo total de CD4+, logo ndo seria possivel afirmar que a

resposta isolada de anticorpos protege o animal.

Respostas celulares envolvendo linfocitos T auxiliares (CD4+) continuam em evidéncia, ja
que linfocitos T CD4+ produzem INFy que ativa macr6fagos, aumentando a producéo de
Oxido nitrico, substancia de acdo tdxica sobre as rickétsias, e estimulando a expressdo de

receptores Fc e a fuséo de fagosomo e lisosomo (Brown et al., 1998).

Em bovinos, o INFy atua ainda sobre linfocitos B, estimulando a producéo de 1gG2 (Estes
et al., 1994). 1gG2 esta provavelmente envolvida no processo de neutralizacdo da
infectividade de corpusculos iniciais de A. marginale mediada por anticorpos (Tuo et al.,

2000).

2.1.8) Controle

As medidas de controle da anaplasmose pouco modificaram nos ultimos 60 anos. Essas
variam com a regido geografica e incluem o controle de artropodes com acaricidas, a

administracdo de antibioticos e o uso de vacinas (Kocan et al., 2000). O controle de
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carrapatos é complexo, podendo ser aplicado apenas em algumas areas e prevenindo
parcialmente a infeccdo, ja& que ha outras formas de transmissdo. A quimioterapia é
largamente empregada, entretanto é uma pratica de alto custo, e de aplicacdo limitada em
criagbes extensivas, havendo ainda o risco de se selecionar amostras resistentes pelo uso

intenso de antibidticos (Kocan et al., 2003).

2.1.8.1) Uso de Vacinas

A vacinacdo tem sido um método eficaz de controle da doenca por todo 0 mundo, podendo

ser realizada com antigenos vivos ou mortos.

O uso destas vacinas, porém, ainda apresenta vérias limitacdes. O desenvolvimento de
vacinas vivas para Anaplasma teve inicio h cerca de 100 anos (Theiler, 1911) e seu uso
continua até os dias atuais. Vacinas vivas envolvem a inoculacdo de eritrocitos com
amostras menos patogénicas ou atenuadas de A. marginale ou com amostras de A. centrale.
A vacina € produzida a partir de sangue de animais esplenectomizados, inoculados
experimentalmente com as amostras conhecidas. O indculo é constituido de sangue colhido
durante a fase de ricketsemia. Os bovinos vacinados desenvolvem uma infec¢do persistente
que induz a uma imunidade protetora, ndo sendo necessaria a revacinacao (Ristic e Carson,
1977; Abdala et al., 1990; Wright, 1990; Tebele e Palmer, 1991). O uso de sangue de
portadores de anaplasmose ndo é seguro, pois 0 numero de eritrocitos infectados
normalmente é desconhecido e ainda ha o risco de transmissao de patdgenos como Babesia,
Trypanosoma, Brucella, Mycobacterium e de virus como da Diarréia Bovina a Virus e

Leucemia Bovina (Rogers et al., 1988; Rodriguez et al., 2000).
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A utilizacdo de amostras patogénicas de A. marginale seguida de tratamento com baixas
doses de tetraciclina durante o aparecimento dos primeiros sinais clinicos, faz com que 0s
animais adquiram imunidade sem experimentarem a anaplasmose aguda (Wright, 1990).
Entretanto, esse tipo de imunizacdo requer supervisdao veterinaria, 0 que encarece 0

processo (Kocan et al., 2003).

Amostras atenuadas de A. marginale foram obtidas apds varias passagens em carneiros ou
cervos (Lignieres, 1928; Kuttler e Zaugg, 1988) ou ainda por meio de irradiagédo (Edds et
al., 1966; Ristic et al., 1968; Sharma e Bansal, 1986). Porém, pesquisadores da Australia
ndo tiveram sucesso com técnicas de atenuacdo por passagem em carneiros (Rogers e
Shiels, 1979). Ristic e Carson (1977) desenvolveram uma vacina atenuada e fizeram varios
testes, confirmando sua efetividade, mas pesquisadores brasileiros observaram efeitos
adversos apds a aplicagdo desta vacina (Ribeiro et al., 1980). Benavides et al. (2000)
testaram na Coloémbia uma vacina contra babesiose e anaplasmose. A vacina apresentava A.
marginale atenuado e os resultados foram insatisfatorios quanto a inducdo de protecédo

contra a doenca. Além disto, alguns animais ainda apresentaram sinais clinicos.

Por outro lado, A. centrale, subespécie de menor patogenicidade, pode desenvolver
imunidade protetora contra A. marginale (Theiler, 1911). Isto ocorre porque 0s dois agentes
compartilham epitopos imunodominantes (Shkap et al., 1991). Estudos demonstraram que a
variacdo antigénica da proteina principal de superficie dois (MSP2) na infec¢do persistente
com A. centrale ocorre de maneira similar ao descrito para A. marginale (Shkap et al.,
2002a). Além disso, os epitopos de células T CD4" que se conservam entre os dois agentes,
contribuem para a protecdo cruzada que ocorre no caso de vacinas vivas com A. centrale

(Shkap et al., 2002b).
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Apesar dessa comprovada imunidade parcial observada com a inoculagdo de A. centrale,
varios pesquisadores ndo obtiveram resultados satisfatérios. Payne et al. (1990), no
Paraguai, observaram que indculos de A. centrale ndo conferiram protecdo suficiente contra

A. marginale ap0s desafio a campo.

2.1.8.2) Vacinas derivadas de cultivo in vitro — novas perspectivas

A producdo de vacinas de A. marginale em cultivo de células tem sido amplamente
pesquisada na tentativa de se evitar 0s problemas associados com vacinas derivadas de
eritrocitos. Além de ser livre de eritrocitos bovinos e de patdgenos, esta vacina pode ser
mais facilmente padronizada, eliminando ainda a necessidade de inoculacdo experimental

em animais em sua producéo (Kocan et al., 2003).

A propagacdo do A. marginale in vitro, utilizando células IDE8, uma linhagem continua de
células embrionarias originadas do carrapato Ixodes scapularis (Munderloh et al., 1994;
Munderloh et al., 1996), tem apresentado perspectivas animadoras. Durante o
desenvolvimento nas células IDE8, A. marginale apresenta semelhanga morfoldgica e
similaridade com o ciclo de desenvolvimento ao observado nas células epiteliais do

intestino de carrapatos (Blouin e Kocan, 1998).

As MSPs identificadas em A. marginale derivados de eritrocitos sdo preservados durante o
cultivo em IDES8 (Barbet et al., 1999), indicando que o cultivo pode ser potencial fonte de
antigenos para estudos basicos e aplicados. A imunidade protetora em bovinos gerada pelo
antigeno cultivado em células de carrapatos ja foi confirmada, sendo similar a imunidade
gerada por inoculagdo de A. marginale derivado de eritrocitos (Kocan et al., 2001; de la

Fuente et al., 2002Db).
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O cultivo de células IDE8 foi implantado no Brasil em 2004. As condi¢des de manutengéo
e criopreservacdo desta linhagem celular foram adaptadas e aprimoradas (Bastos, 2005;
Bastos et al. 2006) e um isolado de A. marginale de baixa patogenicidade foi estabelecido
in vitro (Bastos et al., 2009). Atualmente, outros isolados de A. marginale vém sendo
cultivados na UFMG. O cultivo da amostra brasileira A. marginale de baixa patogenicidade
abre perspectivas de producdo de uma vacina que podera ser utilizada em é&reas de

ocorréncia de amostras altamente patogénicas.

2.1.9) Fendmeno de exclusdo

O fenbmeno de exclusdo foi descrito em infecches causadas por agentes do género
Rickettsia, uma vez que carrapatos Dermacentor andersoni infectados com Rickettsia

peacokii foram resistentes a infecgdo por R. rickettsii (Burgdorfer et al., 1981).

O mecanismo do fendmeno de exclusdo ndo estd totalmente esclarecido, mas, pode estar
relacionado a uma série de fatores como a competicdo por receptores na célula hospedeira
ou fatores intracelulares do hospedeiro, producdo de interferon ou substancias similares
pelo hospedeiro infectado e liberagcdo de substancias inibitorias pelo primeiro parasito

infectante (Karpf et al., 1997).

Palmer et al. (2001) verificaram que, em area endémica de A. marginale, os rebanhos
bovinos eram infectados com multiplos gendtipos msple, entretanto quando 0s animais
foram individualmente examinados constatou-se que estavam infectados com um Unico
genotipo. Esse achado sugeriu que bovinos infectados por um determinado gendtipo de A.

marginale poderiam realizar a exclusdo dos demais gendtipos presentes no rebanho.
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Experimentalmente, foi demonstrado que bovinos, inoculados com dois isolados de A.
marginale, se infectaram com apenas um dos isolados. O mesmo fenémeno foi também
observado em cultivo in vitro em células IDE8, quando as culturas foram inoculadas
simultaneamente com dois isolados de A. marginale em doses equivalentes e apenas um

deles estabeleceu-se in vitro (de la Fuente et al., 2002a).

Ainda no estudo realizado com cultura in vitro, amostras de A. marginale ndo foram
capazes de infectar culturas de células de carrapatos previamente infectadas com
Anaplasma ovis (de la Fuente et al., 2002a), sugerindo que o fendbmeno de exclusédo se
conservava quando diferentes espécies de Anaplasma estavam envolvidas. Entretanto, em
estudo realizado por Shkap et al. (2002b), um animal vacinado com A. centrale tornou-se
posteriormente infectado com A. marginale, sugerindo a ndo ocorréncia deste fendmeno

entre amostras de espécies diferentes.

O fendmeno de exclusdo foi também descrito em carrapatos infectados (de la Fuente et al.,
2003a). Isso é esperado, considerando que carrapatos tém como fonte de alimentacdo
bovinos infectados com apenas um genétipo de Anaplasma (Palmer et al., 2001).
Entretanto, quando se permitiu que carrapatos se alimentassem de sangue com varias
amostras de A. marginale, a infeccdo individual de carrapatos ocorreu por apenas um Unico

genotipo, reforcando a hipdtese de exclusdo (de la Fuente, 2003a).

Entretanto, recentemente, Leverich et al. (2008) demonstraram experimentalmente a
possibilidade de superinfeccdo de animais com duas amostras de A. marginale. Além disso,
esses animais co-infectados serviram de fonte de alimentacdo para D. andersoni, 0 que

permitiu que estes carrapatos também se infectassem com os dois isolados de A. marginale,
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contrariando, por fim, o fendbmeno de exclusdo entre isolados de A. marginale em bovinos e

carrapatos.

2.1.10) Amostra de A. marginale de baixa patogenicidade

Bock et al. (2003) isolaram, na Australia, uma amostra de A. marginale que apresentava
patogenicidade similar ou inferior que A. centrale. Bezerros previamente expostos a essa
amostra foram resistentes ao desafio com quatro isolados de campo. Essa amostra de
patogenicidade reduzida foi capaz de proteger os animais contra outros isolados. Os autores

sugeriram sua utilizagdo como vacina.

J& no Brasil, Ribeiro et al. (1997) isolaram uma amostra de A. marginale morfologicamente
distinta por possuir um apéndice. A proteina MSPla deste isolado foi sequienciada e
identificada como UFMG1 no GenBank (numero EU676176). Essa amostra tem
demonstrado ser de baixa patogenicidade, pois 0 seu uso em inoculagdes experimentais de
bezerros esplenectomizados proporcionou altas ricketsemias sem ocasionar 6bito dos
animais (Ribeiro, 2005, comunicacdo pessoal). Por esta razdo, a amostra de A. marginale

brasileira com apéndice possui grande potencial para uso em indculos e vacinas.

2.2)  Cultivo celular

2.2.1) Cultivo in vitro

O cultivo de células e 6rgdos é uma técnica amplamente aplicada em diferentes disciplinas,
desde as ciéncias bésicas até a biologia molecular e a biotecnologia (Freshney, 1986). Os

sistemas de cultivo in vitro possibilitam a producdo de antigenos em larga escala, o
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desenvolvimento de pesquisas sobre interacdo, infeccdo e ciclo biolégico de

microrganismos, testes de eficiéncia de drogas, dentre outras inimeras aplicagdes.

2.2.2) Cultivo de células de carrapato

O cultivo de células de carrapatos teve estabelecimento da sua primeira linhagem ha mais
de 30 anos atras (Varma et al., 1975). Sistemas de culturas de células in vitro derivadas de
vetores ou tecidos dos hospedeiros tém importante papel em pesquisas sobre carrapatos e
doencas transmitidas por estes, possibilitando avan¢os nos aspectos da biologia basica
destes vetores, na relagcdo hospedeiro-vetor-parasito e ainda no controle das doencas (Bell-
Sakyi et al., 2007). Hoje, estdo disponiveis mais de 40 linhagens celulares derivadas de 13
ixodideos e de um argasideo, que servem de fonte de propagagdo de diversos

microrganismos de importancia médica e veterinaria (revisado por Bell-Sakyi et al., 2007).

E importante ressaltar que ha limitagdes de se obter material antigénico de hemoparasitas.
Normalmente sdo realizadas infecgdes experimentais sucessivas em animais susceptiveis.
Esses procedimentos sdo acompanhados de custos elevados devido a manutencdo de
animais esplenectomizados e livres de agentes patogénicos (ecto e hemoparasitas, bactérias,
virus). Além disso, muitas vezes o material obtido apresenta riscos de contaminacGes por

células animais e patdgenos que comumente infectam esses animais (Kocan et al., 2001).

A producédo de antigenos a partir de células cultivadas de carrapatos comparada a infeccéo
experimental de animais susceptiveis ¢ mais simples e demanda, em geral, menor custo de
manutencdo. Atualmente, alguns sistemas de cultivos de células de carrapatos ja
possibilitam a producdo de materiais antigénicos livres de membranas animais ou

patdgenos, para serem utilizados em testes de diagndstico (Saliki et al., 1998; Rodgers et
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al., 1998) e no desenvolvimento de vacinas (Blouin et al., 1998; Kocan et al., 2001; de la

Fuente et al., 2002b).

Apesar de algumas desvantagens do sistema, como o0 custo de materiais e reagentes, 0
cultivo in vitro apresenta vantagens como o controle rigoroso do ambiente, a possibilidade
de caracterizagcdo e homogeneizagdo de amostras, além de favorecerem as questfes éticas,
por eliminarem o uso de animais experimentais. Todas estas vantagens tém sido
demonstradas em trabalhos desenvolvidos com as células IDE8 (Munderloh et al., 1994),
uma linhagem embrionaria de células do carrapato Ixodes scapularis, 0 que motiva novos
estudos sobre a manutencdo e a possibilidade de infeccbes da linhagem com amostras

brasileiras de rickétsias.
2.2.3) Cultivo de A. marginale em IDES

A IDES8 é uma linhagem continua de células embrionarias originadas do carrapato Ixodes
scapularis. Estabelecida em 1994, essa linhagem é mantida em meio L-15B (Leibovitz),
com pH proximo de 7,2, suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), 10% de caldo
de triptose fosfatada (CTF) e 0,1% de lipoproteina bovina concentrada (LBC). Geralmente,
as monocamadas sdo propagadas em frascos com area de 25 cm? A temperatura de
manutencdo deve ser de 30°C (+ 2°C) (Munderloh et al., 1994), o meio trocado
semanalmente e as células aderidas se multiplicam dobrando a populagdo em 3-5 dias, com

densidade de aproximadamente 5x10° celulas/ml (Munderloh et al., 1996).

Um exemplo de sucesso de cultivo em células de carrapatos é a propagacdo do A.
marginale em IDE8. Anaplasma marginale se multiplica em hemacias de bovinos (Ristic e

Watrach, 1963) e em varios tecidos do seu vetor (Kocan et al., 1992a), o que sugere que as
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células de carrapatos sdo mais apropriadas para o cultivo in vitro deste agente (Munderloh
et al., 1996). A escolha da IDES8 para o cultivo do A. marginale se baseia nas caracteristicas
primitivas e fagocitarias da linhagem e propensdo do agente em infectar diferentes tipos de

tecidos do seu vetor natural.

Somente a IDE8 dentre quatro linhagens inicialmente testadas foi capaz de permitir o
desenvolvimento do A. marginale, apesar de o I. scapularis ndo ser o vetor natural desta
rickétsia (Munderloh, et al., 1996). A adaptacdo do A. marginale a essa linhagem mostra
que as células da IDE8 sdo capazes de promover um ambiente apropriado para crescimento
e desenvolvimento de rickétsias (Blouin e Kocan, 1998). Observa-se uma semelhanca
morfoldgica entre o A. marginale cultivado em células IDE8 ao encontrado em carrapatos
naturalmente infectados, mantendo-se ainda similaridades no ciclo de desenvolvimento.
Embora este desenvolvimento seja aparentemente dependente de fatores fisioldgicos
induzidos pela alimentagdo do vetor, o cultivo in vitro pode facilitar o entendimento do

ciclo biolégico do A. marginale (Blouin e Kocan, 1998).

O crescimento do patdgeno nestas células tem sido utilizado para produgdo de antigenos
para ELISA (Saliki et al., 1998), preparacOes vivas ou inativadas para imunoensaios
experimentais em bovinos (Blouin et al., 1998; Kocan et al., 2001), desenvolvimento de
testes com drogas in vitro (Blouin et al., 2002b) e uma série de outros estudos sobre a
expressdo das proteinas principais de superficie (Blouin et al., 2003). A IDES8 provou ser
um bom modelo para os estudos das interagdes entre o A. marginale e carrapatos. As
informagdes obtidas por meio desse sistema de cultivo podem ser aplicadas a outros
patdgenos transmitidos por carrapatos que se propagam nessa linhagem celular (Blouin et

al., 2002a).
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3. OBJETIVOS

3.1) Objetivo geral

Imunizar bezerros com isolado de Anaplasma marginale de baixa patogenicidade
produzido in vitro e constatar a ocorréncia de protecdo contra isolado altamente patogénico,

verificando ainda a presenca ou auséncia do fendmeno de excluséo entre os dois isolados.

3.2) Objetivos especificos

A. Estabelecer o cultivo in vitro do isolado UFMG1 de A. marginale de baixa

patogenicidade em células IDES;

B. Inocular bezerros com isolado de A. marginale de baixa patogenicidade e verificar a
ocorréncia de protecdo ao desafio com isolado de alta patogenicidade. Verificar,
ainda, se a protecdo esta relacionada a ocorréncia do fendmeno de excluséo entre 0s

isolados;

C. Avaliar a parametros da resposta imunolédgica (expressdo de linfocitos TCD4+,
produtores de IL-4 e INFy e linfocitos B, por meio do marcador de superficie CD21)
de bezerros apds imuniza¢do com isolado de A. marginale de baixa patogenicidade

e desafio com isolado de alta patogenicidade.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1) Locais dos experimentos

Os cultivos celulares foram realizados no Laboratorio de Protozooses do Departamento de
Medicina Veterindria Preventiva da Escola de Veterinaria-UFMG e no Laboratério de
Protozoologia Veterinaria do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, ICB-UFMG. A fase de experimentacdo animal foi conduzida nas instalagdes da
Clinica de Ruminantes do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinarias - Escola de
Veterinaria-UFMG. As andlises moleculares foram realizadas no Laboratério de
Parasitologia Molecular do Departamento de Parasitologia — ICB-UFMG e no Instituto de
Investigacion en Recursos Cinegeéticos IREC (CSIC-Universidad Castilla La Mancha -
JCCM), Ciudad Real, Espanha, e as analises imunolégicas foram realizadas no Laboratorio

de Leishmanioses e Vacinas do Departamento de Parasitologia, ICB, UFMG.

4.2) Isolados de Anaplasma marginale

Dois isolados de A. marginale oriundos de Minas Gerais, Brasil, foram utilizados neste
estudo. O isolado UFMGL, obtido a partir de sangue de um bezerro naturalmente infectado
em Paré de Minas (Ribeiro et al., 1997), possui a presenca de apéndice e produz altos picos
de ricketsemia em animais esplenectomizados sem causar morte. O isolado UFMG2, obtido
em 2005 a partir de sangue de um bezerro naturalmente infectado em Inhaima, ndo
apresenta apéndice e induz alta morbidade e mortalidade em bovinos esplenectomizados ou

ndo-esplenectomizados.
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Ambos os isolados sofreram passagem em dois bezerros machos, esplenectomizados, livres
de hemoparasitos e ectoparasitos. Os animais foram acompanhados diariamente por meio
de exame clinico, afericdo de temperatura, acompanhamento da variagdo do volume
globular e quantificagdo de ricketsemia por esfregacos sangiineos em Iaminas coradas com

Giemsa.

O bezerro esplenectomizado que recebeu o indculo UFMG1 teve amostras de sangue
colhidas ao atingir ricketsemia de 64%, enquanto que o bezerro esplenectomizado que
recebeu o0 indculo UFMG2 teve amostras de sangue colhidas ao atingir ricketsemia de 56%,
sendo ainda necessario o tratamento com Cloridrato de Tetraciclina (15 mg/kg de peso
corporal, repetido em 12 horas) para se evitar a morte do animal. As amostras foram
diluidas em DMSO, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas no Departamento de

Parasitologia, ICB, UFMG.

Os isolados foram também caracterizados por meio de seqienciamentos da MSPla e
podem ser acessados pelos numeros EU676176 (UFMG1) e EU676175 (UFMG2) no

GenBank.

4.3) Aprovacao pelo comité de ética

O projeto que deu origem ao presente estudo teve aprovacio no Comité de Etica em

Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG (ntimero de protocolo 41/2006).

4.4) Animais experimentais

Foram utilizados 15 bezerros machos da raga holandesa com uma a duas semanas de idade,

divididos em trés grupos:
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Grupo 1- Cinco animais inoculados individualmente com aproximadamente 3,6 X 10’

corpusculos de A. marginale por via intravenosa (UFMG1 produzido in vitro);

Grupo 2- Cinco animais inoculados individualmente com aproximadamente 2,0 X 10’

hemécias parasitadas com A. marginale, por via intravenosa (UFMGL1 produzido in vivo);

Grupo 3- Cinco animais inoculados individualmente com o mesmo volume utilizado nos
grupos anteriores, por via intravenosa (solucdo salina), constituindo assim, o grupo

controle.

Os animais foram avaliados diariamente por exame clinico por meio de alteracGes de
comportamento, coloracdo de mucosas, fezes, grau de desidratacdo, batimentos cardiacos e
movimentos respiratérios por minuto. Além da observagdo clinica, diariamente foram
realizadas coletas de sangue de capilares de orelha para a determina¢do do volume globular
(técnica de microhematdcrito) e confeccionados esfregacos sangliineos a partir do sangue
de ponta de cauda, que foram corados pelo método de Giemsa. A visualizagdo em
microscopio Optico teve como objetivo a confirmagdo do inicio e acompanhamento da
ricketsemia (quantificacdo), bem como o controle de negatividade dos animais para outros
hemoparasitos como Babesia bovis e B. bigemina. O percentual de hemécias infectadas foi
estimado por meio da contagem de 20 campos homogéneos contendo aproximadamente

200 hemaAcias.

A necessidade de intervencdo medicamentosa para cada animal foi baseada na associagéo
de alteracbes nos exames clinicos (comportamento e sinais clinicos como mucosas

anémicas e anorexia) e laboratoriais (volume globular e ricketsemia).

40



O momento do desafio com o isolado UFMG2 foi determinado de acordo com retorno dos

animais dos Grupos 1 e 2 aos valores normais de volume globular e temperatura e

observagdo de ricketsemia baixa ou inaparente. Dentro destes critérios, no dia 75 do

experimento, 5 x 10" hemécias infectadas com A. marginale (isolado UFMG2) foram

inoculadas por via intravenosa em todos os animais dos Grupos 1, 2 e 3.

Organograma das inoculagdes experimentais

Dia 0 Inoculacéo do isolado UFMG1 (baixa patogenicidade)
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
[ [ [
A. marginale UFMG1 A. marginale UFMG1 Solucéo salina
produzido in vitro em produzido in vivo (Controle)
IDES8
Dia 75 DESAFIO: Inoculacédo do isolado UFMG2 (alta patogenicidade)
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

A. marginale UFMG2 produzido in vivo
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4.5) Andlises estatisticas

As analises estatisticas dos dados hematolégicos dos animais inoculados foram realizadas
pelo teste Qui-quadrado. Os dados imunoldgicos, obtidos pela citometria de fluxo de
amostras sanguineas dos mesmos animais, foram analisados por teste de t de Student e por

analise de variancia (ANOVA) com corre¢do do teste de Bonferroni.

4.6) Metodologia de apresentacao

A metodologia utilizada para obtencdo dos trés objetivos especificos descritos
anteriormente, assim como seus resultados e discussdes foram apresentados por meio de

trés artigos na se¢do “Resultados”:

a) Invitro establishment and propagation of a Brazilian strain of Anaplasma
marginale with appendage in IDES8 (Ixodes scapularis) cells (Brazilian Journal

of Microbiology (2009), 40:399-403)

b) Protection in the absence of exclusion between two Brazilian isolates of
Anaplasma marginale in experimentally infected calves. (submetido ao

Veterinary Journal)

c) Estudo da resposta imune celular na infecgéo e re-infecgdo experimental de

bovinos com isolados heterdlogos de Anaplasma marginale (ndo submetido)
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ABSTRACT

A Brazilian isolate of Anaplasma marginale with appendage was successfully established
and maintained in vitro in a tick cell line (IDES8). Infection was confirmed by optical and
transmission electron microscopy. In addition, primers MSPlaNF2 and MSPlaNR2
amplified products from DNA extracted from infected IDES8 cells. Comparisons with partial
sequences of the msplea gene and the complete genome of A. marginale confirmed that the
sequences of amplified fragments were from the A. marginale genome. This is the first
establishment of a Brazilian A. marginale isolate in tick cells, representing a new system
for biological and molecular studies and also a new source of material for diagnosis and
development of vaccines.

Key words: IDES cells, Anaplasma marginale, in vitro culture
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INTRODUCTION undergo a persistent infection status
characterized by cyclical and low
rickettsemias (10,16). These animals, so
called carriers, become immune and
resistant to new clinical diseases in case of
exposure to a homologous strain (19).
However, they act as a source of infection
for other animals within the herd or the area.

Differences among A. marginale
strains have been described on the basis of
morphology (8,11,18), tick transmission
(20,23), virulence (13), membrane surface

Bovine anaplasmosis, caused by the
intraerytrocitic rickettsia Anaplasma
marginale, is a tick transmitted disease
characterized by anemia, weight loss, fever,
abortion and deaths, and can lead to
significant economical losses for the dairy
and meat industry (22). Calves are less
susceptible than adults to A. marginale
infections and when infected, usually
present moderate clinical signals. Animals
that are able to recover from an acute phase
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proteins (MSP) (1), and reactivity detected
by monoclonal antibodies (21).

Ribeiro et al. (18) reported the first
ultra-structural description of a Brazilian
isolate of A. marginale with an inclusion
appendage, obtained from an acutely
infected cow from Pard de Minas, Minas
Gerais. Later, this isolate was characterized
by a panel of monoclonal antibodies that
revealed antigenic  differences among
Brazilian isolates (8). Furthermore, this
isolate with appendage was not infective for
Boophilus microplus ticks (9).

The IDES8 line had been established
from embryonic Ixodes scapularis ticks (14)
and recently we have reported efficient
ways to preserve this cell line by
refrigeration and cryopreservation (3). Few
other isolates of A. marginale have been
established in vitro in IDE8 cells
(4,5,15,24). However, no Brazilian strains
of A. marginale have been previously
establishment in vitro wusing tick cell
systems.

Thus, the present paper reports the
first establishment of a strain of A.
marginale with appendage in IDES cells, its
morphological  characterization  through
optical and electronic microscopy, as well as
the sequence of the mspla gene during its in
vitro cultivation in this tick cell line.

MATERIALS AND METHODS

One Friesian calf, free from
hemoparasites, was used to provide infected
blood for in vitro infections. The calf had
been separated from his mother before
ingestion of colostrum and was housed in an
individual pen protected against ticks and
flies. The animal was fed with powered
milk, commercial ration and water ad
libitium. Weekly, the calf and the animal
shed were treated with cypermethrin
acaricide and the calf was monitored
through examination of Giemsa stained

blood smears to ensure the absence of any
hemoparasite infection. Serum samples were
also examined by the indirect fluorescent
antibodies test (IFAT) for detection of anti-
A. marginale, anti-Babesia bovis and B.
bigemina antibodies. Once the calf was
ensured to be free from hemoparasitic
infections, it was splenectomized and
inoculated intravenously with 5 x 107
infected erythrocytes of an isolate of A.
marginale with appendage (18) (GenBank
accession number EU676176), which had
been kept as a frozen stabilate in liquid
nitrogen. When rickettsemia in blood
smears reached 64% (37 days post
inoculation), blood samples were collected
with  EDTA and were processed as
described by Blouin et al. (5). The material
was aliquoted into 1.8 mL vials, which were
cryopreserved in liquid nitrogen using
DMSO (6%) as cryoprotectant; these
cryostabilates were used to infect the IDE8
cells.

IDE8 cells were cultured in L-15B
supplemented with foetal calf serum in 25
cm2 flasks, following standard procedures
(14). Each of two flasks containing on
growing monolayers of IDE8 cells were
infected with one A, marginale
cryostabilate. After a quickly defrosting
procedure (immersion into a 37°C water
bath), the content of each vial was
centrifuged at 10,000 x g, for 20 minutes
and the sediment was ressuspended in 5mL
of medium L-15B containing inactivated 5%
fetal calf serum. In order to make the
medium more appropriate for anaplasma
growth, NaHCO3 (2.5 g/L) and MOPS
(2.093g/L) were added to the complete
medium (15). The inoculated flasks were
incubated at 34°C and the first medium
change was carried out at 24 hours after
inoculation;  the  subsequent  medium
changes were done weekly. The cultures
were monitored daily through examination
under an inverted microscope with phase
contrast.
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At each weekly medium change,
samples from the supernatants were used to
make cytospin smears, which were stained
with Giemsa and examined in a light
microscopy under oil immersion.

From cultures exhibiting growth of A.
marginale, 1mL of cell suspensions was
collected, centrifuged at 10,000 x g for 10
minutes at 4°C and the pelleted cells,
obtained after supernatant removal, were
fixed in 2.5% glutaraldehyde in sodium
cacodylate buffer (0.2M, pH 7.2), during 24
hours at 4°C (17). IDE8 cells were then
washed three times in cacodylate buffer,
included in 2% Agar and post-fixed in a
solution containing 2% osmium tetroxide in
sodium cacodylate buffer (0.2M, pH 7.2) at
4°C during two hours. The agar blocks were
washed in cacodylate buffer and were
dehydrated in increasing concentrations of
ethylic alcohol for posterior inclusion in
Epon-Araldite. Ultra-thin sections (90 nm)
were stained with uranyl acetate and lead
citrate and were examined in a transmission
electron microscopy (Zeiss EM-10).

DNA was extracted from samples of
infected and uninfected IDES8 cells, using a

commercial kit (Wizard Genomic DNA
Purification, PROMEGA), following the
manufacturer instructions for extraction

from cells and tissues. The mspla gene of
A. marginale was amplified from the DNA
through PCR using 20pmol of each primer,
MSP1aNF2 (5 - CAC CGC CAA ACA
TGA AGT CGA CAA - 3°) and MSP1aNR?2
(5°- TGT GGT TGT CCT CTT TCC CGA
TGT - 3%, in a final volume of 50 pl [0.2
mM dNTP, 5 pl DNA Polimerase Taq (1x),
0.5 pl DNA Polimerase Taq (2.5U) and
ultrapure sterile water to complete the final
volume. The reactions were processed
adding 5 pl of each extracted DNA in an
automatic thermocycling reactor (Eppendorf
Mastercycler) with 35 cycles. After the
initial denaturation of 5 minutes at 94°C,
each cycle lasted 30 seconds of denaturation

at 94°C, one minute annealing at 60°C and
one minute and 30 seconds extension at
72°C. The final step was 5 minutes at 72°C
and maintenance of samples at 18°C. The
PCR  products were submitted to
electrophoresis in 1% agarose gels, which
were stained with ethidium bromide for
detection of amplified fragments.

PCR products from infected IDE8
cells were purified, following
recommendations in the GFX PCR DNA kit
(GE Healthcare Biosciences). The purified
DNA was sequenced using the MSPla
primers, as previously described, and this
was followed by the precipitation of
unincorporated nucleotides.

The products from sequencing were
read in an automatic capillary MegaBACE
1000 sequencing system and sequences
were aligned and edited using the MEGA
3.0 program (12). To confirm identity, the
sequence was compared with that available
in the GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), accession
number EU676176.

RESULTS

A. marginale infected IDES cells were
first observed on day 8 after inoculation, as
small and compact colonies, which were
intensively stained in the cytoplasm of IDES8
cells (Fig. 1A). In the following days
distinct forms of colonies were observed,
suggesting an evolutive sequence. Initially,
well defined parasitophorous vacuoles
containing compact colonies were formed
(Fig. 1B). In the subsequent stage, the
corpuscles were clearly isolated (Fig. 1C),
with increasing numbers (Fig. 1D). On day
12 after inoculation, large colonies were
observed, and their corpuscles were released
into the culture medium after disruption of
the vacuole membrane (Fig. 1E and 1F). A
marginale cultivation was propagated
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B ": Figure 2. Electron micrograph of IDES cells infected

Figure 1. IDE8 cells infected with Anaplasma
marginale with appendage. (A) Formation of
vacuoles containing A. marginale (arrow); (B) Initial
formation of A. marginale colonies (arrow); (C)
Colonies with isolated corpuscles (arrow); (D) Large
colony of A. marginale with dislocation of the
nucleus (asterisk); (E) Rupture of a colony releasing
corpuscles (asterisk); (F) A. marginale extra cellular
corpuscles (asterisk).

continuously along 18 months with several
passages, which were carried out when
approximately 30% of the cells were
infected.

The images obtained from
transmission electron microscopic analysis
confirmed the A. marginale infection in
IDE8 cells. Due to the large quantity of
initial corpuscles present in the inoculum,
some IDES8 cells were invaded by several
corpuscles. The corpuscles were adhered to
the cell membrane (Fig. 2A), which showed
later a depression (Fig. 2B). After entering,
the  corpuscles were seen inside
parasitophorous vacuoles, and some of them
were undergoing binary division (Fig. 2B).
Several colonies were seen within a cell

with Anaplasma marginale with appendage. (A)
Adhesion of a dense form of A. marginale on the
membrane of the IDE8 cell, initiating cellular
invasion; (B) Depression of the cytoplasmatic
membrane of the IDES cell; (C) IDES cell containing
two intracytoplasmatic colonies with several
corpuscles of A. marginale. The colonies occupy
most of the cytoplasm of the cell (asterisks); (D)
Dense forms of A. marginale free in the extra cellular
medium, able to infect new cells (arrows).

(Fig. 2B and C). Thereafter, large colonies
were observed, in general one in each IDES8
cell, although some cells had multiple
colonies (Fig. 2C). Several initial bodies
were observed free in the culture medium,
as dense forms (Fig. 2D).

Primers MSP1aNF2 and MSP1aNR2
amplified products from DNA extracted
from A. marginale infected IDES8 cells,
while no amplification was detected from
uninfected IDE8 cells. The sequencing
analysis revelead a fragment of 1166
nucleotides that where identical to the
original  sequence (GenBank accession
number EU676176).  Therefore, the
msplo gene found in the original inoculum
was conserved in infected cultured IDES8
cells.
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DISCUSSION

This in vitro culture system for A.
marginale using tick cells opens new
perspectives to the study of bovine
anaplasmosis, particularly in areas where
the infection is endemic and the
maintenance of bovine donors free from
hemoparasites is difficult and expensive.
The present work constitutes the first
establishment in vitro of a Brazilian
rickettsia using tick cells.

The process of colony formation
followed the same pattern described by
Blouin and Kocan (4) and the sequence of
pictures showed here is of relevance for
researchers who are initiating to culture this
rickettsia in vitro. The electron microscopy
analysis revealed a penetration process of
initial corpuscles into IDES8 cells similar to
that described by Blouin et al. (5). The
multiple infection of cells with several
vacuoles being formed in the cytoplasm of
IDE8 cells suggest a fusion of vacuoles,
forming large colonies, as observed in later
stages.

Goncalves-Ruiz et al. 9
demonstrated, through transmission electron
microscopy, that this isolate with appendage
has no developmental stages into epithelial
gut cells of engorged B. microplus females
that had been fed on calves undergoing high
rickettsemia. In addition, no transestadial or
intrastradial transmissions were observed.
For these reasons, this isolate was
considered to be non infective for B.
microplus ticks, suggesting mechanical
transmissions to be the main way for its
maintenance in nature.

On the other hand, Blouin et al. (6)
indicated that A. marginale isolates that are
not tick-transmitted are not able to grow in
tick cell cultures, and therefore propagation
of these isolates in vitro would not be
possible. However, this was not the case for
this particular isolate, which is not

transmissible by ticks and nevertheless
could be successfully established in the in
vitro IDES8 cells. Thus, this in vitro culture
system can be very useful as a new tool to
evaluate the development of different stages
of Anaplasma strains, as well as their
relationship within the tick cells.

It has also been proved that cultured A.
marginale strains retain their antigenic
composition and infectivity for cattle after
successive  passages  (2,4,15). The
mspla gene is genetically stable, as it does
not change during tick and animal passage
or in vitro culture of an isolate (2).

The sequence of the msplegen
obtained from the A. marginale with
appendage after cultivation was highly
preserved when compared to the original
sequence obtained from the donor blood.
Thus, it was proved that the MSP1a protein
was conserved in this Brazilian isolate after
in vitro cultivation in tick cells. Similarly,
Bowie et al. (7) reported that the
mspla sequence of an Oklahoma isolate of
A. marginale did not change after successive
passages in vitro or after being transmitted
through Dermacentor variabilis. Therefore,
this in vitro culture system constitute a new
tool to study Brazilian strains of A.
marginale, providing a new source of this
rickettsia for in vitro studies, diagnostic
tests and for the development of vaccines.
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RESUMO

Estabelecimento e propagacéo in vitro de
uma amostra brasileira de Anaplasma
marginale com apéndice em células IDES8
(Ixodes scapularis)

Uma amostra brasileira de Anaplasma
marginale com apéndice foi estabelecida e
mantida in vitro em uma linhagem de
celulas de carrapatos (IDE8). A infeccao foi
confirmada através de microscopia Otica e
eletrénica de transmissdo. Além disso, 0s
primers MSPlaNF2 e  MSPlaNR2
amplificaram produtos do DNA extraido das
celulas infectadas. = Comparagdes de
sequéncias parciais do gene mspla e do
genoma completo de A. marginale
confirmaram que as sequéncias dos
fragmentos amplificados pertenciam ao
genoma de A. marginale. Este é o primeiro
estabelecimento in vitro de uma amostra
brasileira de A. marginale em células de
carrapatos, representando um novo sistema
para estudos bioldgicos e moleculares, além
de ser uma nova fonte de material para o
desenvolvimento de testes diagndsticos e de
vacinas.

Palavras-chave: IDE8 cells, Anaplasma
marginale, cultivo in vitro
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Abstract

Two groups of five Friesian calves each were inoculated with a low-pathogenicity A.
marginale isolate (UFMG1). The UFMG1 isolate was inoculated through intravenous
injections of either A. marginale-infected tick cell cultures (group 1) or blood stabilates
(group 2). A third group injected with saline served as controls. Seventy five days after the
UFMGL1 inoculation, all animals were inoculated with a blood stabilate containing a high
pathogenicity A. marginale isolate (UFMG2). After infection with UFMG2, animals in
groups 1 and 2 presented low rickettsemia, but clinical signals or PCV reductions were not
observed. Control animals became sick, with high rickettsemia (16% infected erythrocytes)
and reduction in PCV (71%), resulting in 60% (3/5) of death. The major surface protein la
gene (mspla) was used as a marker to differentiate between the two A. marginale isolates
throughout the experiment. Up to two weeks after the UFMG2 inoculation, all animals in
groups 1 and 2 showed mspla UFMGL1 sequences. However, four weeks after UFMG2
inoculation, these animals showed UFMG2 sequences together with a new mspla genotype
sequence, closely related to the UFMG2 isolate. Control group animals showed mspla
UFMG2 sequences up to four weeks after inoculation with UFMG2. However, six weeks
after UFMG2 inoculation they also presented the new mspla genotype sequence. The
origin of the new A. marginale genotype is presently unknown, but it may represent the
first example of MSP1a antigenic variation in infected cattle. The results presented here,
confirmed the low pathogenicity of the UFMGL isolate, which provided clinical protection
against the highly pathogenic A. marginale UFMG2 isolate. Moreover, infection with the

first A. marginale isolate did not prevent the establishment of the second isolate and its
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variant (new mspla genotype), suggesting protection by UFMG1 isolate without exclusion

of UFMG?2 isolate.

Key words: Anaplasma marginale, protection, infection-exclusion

1. Introduction

Anaplasma marginale, a tick-borne pathogen, is an intra-erythrocytic rickettsia responsible
for important economic loss in cattle production in tropical and subtropical areas
throughout the world, including Latin America (Harrus and Baneth, 2005). Worldwide,
several isolates of A. marginale differ in biology, morphology, protein sequence and
antigenic characteristics (reviewed by de la Fuente et al., 2002a; 2004; 2007). In particular,
the presence of an inclusion appendage of A. marginale isolates has been reported to be
responsible for serological and immunological differences (Kuttler and Winnward, 1984).
Only one isolate with an appendage (UFMG1) has, until the moment, been described
among different A. marginale isolates from Brazil (Ribeiro et al., 1997). This appendage
isolate has been linked with decreased pathogenicity and previous antigenic and
transmission studies proved that this isolate is not transmitted by ticks (Gongalves-Ruiz et
al., 2002; 2005). The UFMG1 A. marginale isolate was successfully established and
maintained in vitro in a tick cell line (IDE8) (Bastos et al., 2009), representing a new
source of material for vaccine development. Major surface proteins (MSPs) have been
characterized in A. marginale (Palmer and McGuire, 1984; Tebele et al., 1991). The
molecular weight of MSP1la, encoded by the mspla gene, varies among isolates of A.
marginale due to the presence of a domain containing different numbers of tandem repeats

(Allred et al., 1990; de la Fuente et al., 2007). Moreover, this protein is well conserved
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within isolates and the sequence does not vary in persistently infected cattle, tick salivary
glands or tick cell cultures (Barbet et al., 1999). For these reasons the MSP1a protein is a
useful tool to differentiate between isolates with different sequences and numbers of

tandem repeats.

Studies suggest that in endemic areas different genotypes of A. marginale are maintained
within a herd, although each host is infected with only one genotype (Palmer et al., 2001;
Almazan et al., 2008). This phenomenon, described as ‘infection exclusion’, has been
observed in naturally infected ticks, and also in cattle and cultured tick cells (de la Fuente et
al. 2002; 2003a). However, superinfection with strains of A. marginale with markedly
distinct genotypes occurred in naturally (Palmer et al., 2004) and experimentally infected

cattle (Leverich et al., 2008).

In this research we rationalized whether an infection using a low pathogenicity isolate, as
the one with appendage (UFMGL1), could protect calves from being infected by a
pathogenic A. marginale isolate (UFMG2). It was shown clinical protection despite of the

absence of infection exclusion caused by simultaneously A. marginale isolates.

2. Materials and Methods

2.1. Anaplasma marginale isolates

Two A. marginale isolates from Minas Gerais State, Brazil were used in this study.
Anaplasma marginale UFMG1, isolated from a naturally-infected calf (Ribeiro et al.,
1997), has an appendage and produces high peaks of rickettsemia in splenectomized

animals without death. Anaplasma marginale UFMG?2, isolated from a naturally-infected
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calf in 2005, does not have an appendage and induces high morbidity and mortality in
susceptible intact and splenectomized cattle. Both isolates have been stored cryopreserved
in liquid nitrogen at the Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). In order to
generate sufficient quantities of blood stabilates, each isolate was inoculated into individual
splenectomized calves; blood samples were collected into EDTA at peak rickettsemia and

cryopreserved in liquid nitrogen using DMSO.
2.2. Tick cell cultures

The IDES8 cell line, originally derived from embryonic Ixodes scapularis ticks (Munderloh
et al.,, 1994), was maintained at the UFMG, following standard procedures. Confluent
monolayers of IDES8 cells (passage 97) were infected with blood stabilate of A. marginale
UFMG1 isolate as previously described (Bastos et al., 2009). Infected IDES8 cells were
maintained at 34°C with weekly medium changes. Four-week-old cultures containing
approximately 2 x 10 A. marginale corpuscles were cryopreserved in liquid nitrogen with

6% DMSO until used for inoculations.
2.3. Experimental animals and infections

Fifteen Friesian male calves, with ages between one and 2 weeks and kept free of ticks and
flies, were fed with powered milk, commercial ration and water ad libitium. Before the start

of the experiment, all calves were determined to be free of A. marginale infection by PCR.

Calves were randomly divided into three groups: calves in group 1 were inoculated
intravenously with 1.8 ml containing approximately 3.6 x 10" corpuscles of A. marginale

UFMGL1 in IDES8 cells, which had been cryopreserved. Calves in group 2 were inoculated
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intravenously with 1.2 ml of blood stabilate containing approximately 2 x 10" A. marginale
UFMG1-infected erythrocytes, which had been also cryopreserved. Calves in group 3 were
inoculated intravenously with 1.2 ml of saline and served as controls. After 75 days all
calves received a new inoculation with 1.8 ml of blood stabilate, intravenously, containing

5x 10" A. marginale UFMG2-infected erythrocytes.

Throughout the experimental period, all animals were clinically examined and monitored
daily by measuring rectal temperature and packed cell volume (PCV) and examination of
Giemsa-stained blood smear. In addition, EDTA blood samples were collected weekly for
DNA extractions, which were carried out using the Wizard® Genomic DNA purification
kit (Promega, Madison, Wisconsin, USA). All the experimental procedures for this study
were approved by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG),

protocol number 41/2006.
2.4. Molecular analysis

The mspla gene, coding for MSPla, was amplified from DNA samples by PCR as
described previously (de la Fuente et al., 2001a). Ten pmol of each primer, MSP1aP (5-
GCATTACAACGCAACGCTTGAG-3) and MSP1a3 (5-
GCTTTACGCCGCCGCCTGCGCC-3) were used in a 50 pl-volume mixture (1.5 mM
MgSO4, 0.2 pM deoxynucleoside triphosphate, 5X avian myeloblastosis virus reverse
transcriptase-Thermus flavus reaction buffer, 5 U of Thermus flavus DNA polymerase)
using the Access RT-PCR system (Promega). Reactions were performed in a DNA thermo
cycler Techne (Cambridge, UK) PCR machine (model TC-512) with the following cycling

conditions: 5 minutes at 94°C and 35 cycles of 30 seconds at 94°C, 30 seconds at 64°C, and
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2,5 minutes at 68°C, followed by 5 minutes at 68°C. Control samples with no DNA added
were included in all experiments. PCR products were analyzed on 1% ethidium bromide
(EtBr)-stained agarose gels to check the sizes of the amplified fragments by comparison to

a DNA molecular weight marker.

PCR products from samples collected from animals in groups 1 and 2 on days 38, 75, 90,
104 and 116 after the first inoculation were analyzed by Hind Ill-restriction fragment
length polymorphism (RFLP) assay (de la Fuente et al., 2002). The same procedure was
carried out for samples from group 3 (control) taken on days 90, 104 and 116. Five ul of
each MSP1a PCR product was mixed with 0.5ul of Hind 111 (Fermentas) and incubated for
30 minutes at 37°C. The reaction mixture was analyzed on 1% EtBr-stained agarose gel as
described above. MSPla PCR samples were purified using the MultiScreen® PCRu96
Plate (Millipore Corp.) and the DNA sequencing was performed at the Unidad de Biologia

Molecular of the Universidad de Alcala Henares, Spain.

The mspla sequences of both isolates, UFMG1 (Genbank accession number EU676176)

and UFMG2 (Genbank accession number EU676175) were also analyzed.

2.5. Statistical analysis

Laboratory parameter comparisons among animal groups were carried out using chi-square

test, with a 95.0% interval of confidence, based on Sampaio (2002).

3. Results

The identification of the A. marginale isolates in animal blood samples was based on the

sequence of mspla gene, which varies among different geographic isolates (de la Fuente et
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al., 2007). Both isolates used in this work (UFMG1 and UFMG2) were characterized by
sequencing and identification of typical nucleotide repeats in the MSP1a variable region, so
samples collected from animals in the three groups could be compared throughout the
experimental period. The UFMG1 MSP1a contains four tandem repeats (13-42-13-18),

encoded by mspla, while the UFMG2 MSP1a contains three repeats (13-27-27).

In the present study, the percentage of rickettsemia and decrease of PCV values were the
two laboratory parameters considered to evaluate the development of clinical protection, in
addition to clinical signs. After the UFMG1 inoculation, animals in groups 1 and 2
developed rickettsemia, resulting in reductions of PCV values between 55% and 64% when
compared to controls (Table 1). However, these animals showed only mild clinical signs,
with spontaneous recovery, and did not require any treatments. After the UFMG2
inoculation, none of the animals in groups 1 and 2 showed clinical signs, and the peak
rickettsemias and decreases of PCV were significantly lower than after the first inoculation
(p<0.05). In contrast, animals in the control group showed a significantly greater reduction
in PCV (71%) (p<0.05), higher rickettsemias (15.6%) and a shorter prepatent period (13
days) after UFMG2 inoculation (Table 1). Moreover, three animals in the control group

died with severe anaplasmosis.

The molecular analysis of mspla genotypes showed that all animals in groups 1 and 2 had
only the UFMGL1 isolate up to day 75 after the UFMGL inoculation by both sequence and
RFLP analyses of PCR amplicons. As expected, all calves in the control group presented
negative PCR results until day 75. Two weeks after the UFMG2 inoculation (day 90),
animals in groups 1 and 2 remained showing the UFMG1 mspla genotype, while at the

same period animals in the control group showed only the UFMG2 mspla genotype (Fig.
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1). This was the only genotype identified in control animals until four weeks after the
UFMG2 inoculation (day 104). However, at day 104, from 10 sequences of groups 1 and 2,
two animals presented a new mspla genotype (Figs. 1 and 2). Surprisingly, on day 116
only the new mspla genotype was detected in animals of the three groups. This new
genotype has high similarity to UFMG2 (99%) at the amino acid sequence level. The new
A. marginale mspla genotype retained the first repeat of the UFMG2 isolate but repeats 2
and 3 had an E x D amino acid change that resulted in different repeat sequences in the new

genotype (Table 2).

4. Discussion

The control of bovine anaplasmosis remains a problem for the cattle industry in tropical and
subtropical regions of the world. In countries where the A. centrale vaccine has not been
approved, commercial alternatives for the immunoprophylaxis of bovine anaplasmosis do
not exist (Kocan et al., 2003). Therefore, the search for vaccines to efficiently control

bovine anaplasmosis is a priority for the cattle industry worldwide.

In the experiments reported herein, animals that received the first A. marginale isolate
(UFMG1) either as infected tick cells or as blood stabilates were protected against bovine
anaplasmosis after the pathogenic UFMG2 inoculation. The protection against bovine
anaplasmosis was confirmed by clinical and laboratorial parameters in comparison with
control animals (group 3) that did not receive the UFMGL1 inoculation and developed

severe disease due to infection with the UFMG2 isolate.

These results represent the first step towards the development of an effective vaccine

produced in cultured tick cells for the control of bovine anaplasmosis. A similar approach
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has been proposed and tested in Mexico but they obtained protection against challenge with
the vaccine isolate only, a result that would limit the application of the vaccine to areas
where the homologous (vaccine) isolate is prevalent (Ocampo Espinoza et al., 2006). The
results obtained here suggest the possibility of using the UFMGL isolate for vaccination
against heterologous isolates, therefore supporting the use of the vaccine in areas where
different A. marginale isolates exist as it is common in most endemic areas of the world (de
la Fuente et al., 2007). Most similar to the present study, the A. centrale strain is a low
pathogenicity strain of A. marginale that is widely used as a vaccine in countries such as
Argentina, Australia, Brazil, South Africa and Uruguai. However, field and laboratory
failures of A. centrale vaccines have been reported (Revised by Kocan et al., 2003) and an
A. marginale strain of low pathogenicity conferring protection could become a good

alternative to the development of effective vaccines.

Previous studies with experimentally and naturally A. marginale-infected cattle have
indicated that animals become infected with only a single mspla genotype (Palmer et al.,
2001; de la Fuente et al., 2002; de la Fuente et al., 2003b). This infection-exclusion
phenomenon has been described also in ticks and tick cells (de la Fuente et al., 2002; de la
Fuente et al., 2003a). Furthermore, Anaplasma ovis-infected tick cultures excluded
subsequent infections of two different isolates of A. marginale, suggesting that this
phenomenon is maintained among Anaplasma species (de la Fuente et al., 2002). However,
a study identified five cattle carrying two strains of A. marginale with markedly distinct
genotypes in a herd located in Kansas. The authors observed that the genotypes in
individual animals belonged to different families, based on the sequence of the mspla

repeats (Palmer et al., 2004). A recent study indicates that a genetically distinct A.

61



marginale strain capable of superinfecting the mammalian host can also subsequently be
cotransmitted and become established within the host population, despite the presence of an

existing established strain (Leverich et al., 2008).

The interaction among A. marginale isolates and the reasons to explain why some isolates
may exclude others are unknown. The two A. marginale strains detected in five animals in
a herd located in Kansas had genotypes of different families (Palmer et al., 2004) and the
distant relationship among the strains could explain the absence of infection-exclusion. The
presence of different mspla genotypes in an individual animal has later been associated
with a totally different repertoire of msp2 pseudogenes (Rodriguez et al., 2005). Even
though the strains of A. marginale used in the present study seem to have closely related
mspla genotypes, the infection-exclusion did not occur. Further studies should be carried
out to characterize other proteins of these Brazilian isolates, as MSP2, considering that
difference of a single msp2 gene can allow superinfection with more than one strain (Futse

et al., 2008)

If the infection exclusion occurs between species of Anaplasma, the A. centrale infection
should prevent a subsequently infection with A. marginale. However, within a region where
the A. marginale is endemic, 64% of cattle that received A. centrale vaccine were naturally
infected with A. marginale, becoming hosts of both organisms (Shkap et al., 2002).
Another study detected the concomitant infection of A. marginale and A. central, persisting
for at least three months after the cross-inoculation in calves (Shkap et al., 2008). The co-
infection confirmed the previous findings (Shkap et al., 2002) and the authors concluded

that there is no infection exclusion between A. centrale and A. marginale. One more study
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confirmed these results considering that A. centrale vaccinated animals were carrying A.

marginale as result of a natural infection (Molad et al., 2006).

The appearance of the new A. marginale mspla genotype in all cattle infected with the
UFMG?2 isolate is difficult to explain. One possibility is the presence of low levels of this
genotype in the original UFMG2 stock. However, the analysis of the UFMG2 original stock
and blood samples collected 4 weeks after UFMG2 inoculation did not show the presence
of the new genotype. Nevertheless, it is possible that the levels of the A. marginale new
genotype increased to allow detection by PCR only after multiplication in infected cattle, a

fact that may indicate a selective advantage of the new genotype.

Alternatively, these results may constitute the first example of MSP1a antigenic variation in
infected cattle, a mechanism that could explain, at least in part the generation of A.
marginale genetic diversity in endemic regions. Furthermore, this result suggested a new
mechanism by which new A. marginale genotypes evolve in the absence of slipped-strand
mispairing (de la Fuente et al., 2001b). However, these results may be taken with caution as
they could represent a unique situation derived from unknown factors that condition the

relationship and evolution of A. marginale genotypes.

These results showed that there is no exclusion-infection although the protection against
bovine anaplasmosis in cattle inoculated with the low pathogenicity UFMGL1 isolate and
challenged-infected with the pathogenic UFMG2 isolate. These results also suggested that
more research is needed to study the generation and evolution of A. marginale genetic

diversity and the interaction between A. marginale isolates in infected hosts.
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Figure 1: Dynamic of experimental Anaplasma marginale infections in cattle. The first
UFMG1 inoculation was carried out on day zero (white arrow head) and the UFMG2
inoculation on day 75 (black arrow head). Only the UFMG1 genotype was presented in
animals from groups 1 and 2, up to day 75 (A and B); only UFMG1 genotype was
identified two weeks after the UFMG2 inoculation (day 90) (C); 4 weeks after the UFMG2
inoculation (day 104), animals in groups 1 and 2 showed either the UFMG1 genotype or a
new mspla genotype, while only the UFMG2 genotype was present in animals of group 3
(D); six weeks after the UFMG2 inoculation (day 116), all animals in groups 1, 2 and 3 had
the new mspla genotype (E).
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Figure 2. Identification of the mspla genotype of UFMG1, UFMG2 and the new genotype

by PCR (lines 1, 3 and 5, respectively) and Hind 111-RFLP (lines 2, 4 and 6, respectively).
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Table 1. Means and standard errors of clinical and laboratory parameters of cattle after
inoculation with a low pathogenicity isolate UFMG1 and inoculation with a high
pathogenicity isolate UFMG2 of A. marginale. PCV reduction was determined with respect
to the controls. Peak rickettsemia was expressed as percent infected erythrocytes.

Groups
First inoculation (TFMG] isolate) 1 2 3 (Control)
PCV (%) (Day0) 34 48 3546 334
DPCV reduction (%) 3545 £343 -
Prepatent period (days) 2041 2443 -
Peak rickettsemia (%o) o4 102 -
Treatmentitotal naumber (%4) 0/5 (0) sy -
Reinoculation (UFMVIG2 isolate) 1 2 3 (Control)
PCW (1) (Day 75) 2945 2644 35+3
PCV reduction (%4) 28 15 T1x1
Prepatent period (days) - - 1342
Peak rickettsemia (%) 241 1+1 1643
Death/total number 0/5 (M s (35 (6m

71



Table 2. MSP1la repeat sequence comparison between UFMG2 isolate and the new
genotype of A. marginale. The MSP1a tandem repeats were numbered after de la Fuente et
al. (2007) and Ruybal et al., unpublished.

A. marginale Encoded sequence Repeat No.
genotype
DDSS5ASGOOOESEVESQSE-ASTS50QLG—— A
TFr G2 R b R S e b 13
e e e L e 27
e S e (e L e 27
Mew genotype i e R iR Lt Te e 13
AE*#d stk dddhhddr T hbdoEhhhhthddd 54
N e e e Te L 54
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bovinos com isolados heterdlogos de Anaplasma marginale
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Nao submetido

Resumo

A anaplasmose é uma importante doenca causada pela rickétsia A. marginale afetando
ruminantes em todo o mundo, incluindo os da América do Sul. No presente estudo,
variacdes de linfocitos TCDA4+, citocinas produzidas IL-4 e INFy e linfocitos B (CD21+)
foram avaliadas, por meio de imunofenotipagem, do sangue total de bovinos
experimentalmente inoculados com isolado de A. marginale de baixa patogenicidade
(UFMG1) e posteriormente desafiados com um isolado de alta patogenicidade (UFMG2).
Os animais pré-inoculados com isolado UFMG1 apresentaram resposta mais efetiva,

predominantemente Thl, quando comparados com o grupo controle, inoculado apenas com
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isolado UFMG2 e que teve morte de 60% dos seus animais. O presente trabalho demonstra
que animais imunizados e desafiados com isolados brasileiros heterdlogos de A. marginale

desenvolveram uma resposta imune celular eficiente.

Palavras-chaves: Linfocitos T CD4+, INFy, IL-4, Linfécitos B CD21, Anaplasma

marginale.

1. Introducéo

A anaplasmose bovina € uma doenca infecciosa causada pela rickétsia Anaplasma
marginale, caracterizada pelo desenvolvimento de anemia hemolitica progressiva. Na
América Latina, esta enfermidade causa impacto econémico significativo devido a elevada
morbidade, mortalidade e reducdo na producgéo de carne e leite (Montenegro-James, 1992;

Harrus e Baneth, 2005).

A resposta protetora contra A. marginale depende da indugdo de imunidade humoral e
celular. Apesar da importancia dos anticorpos na protecdo contra A. marginale, estes néo
sdo capazes isoladamente de proteger os animais do agente da anaplasmose (Brown et al.,
2001). Em infecgBes intracelulares, a participacdo da resposta mediada por células
geralmente envolve macréfagos, células natural killer (NK) e linfécitos T auxiliares do tipo
1 (Thl) (revisado por Garfias et al., 2003). Linfocitos Thl, quando estimulados, produzem
interferon gama (INFy), citocina que participa da ativacdo de macrdéfagos, aumentando a
producdo de oOxido nitrico, substancia toxica para rickétsias (Palmer et al., 1999). A
producdo de INFy também estimula a expressdo de receptores e fusdo de fagosomos e

lisosomos (Brown et al., 1998b). Durante a ativacdo de células B, a presenca de INFy
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promove a mudanca de isotipo para 1gG2. Esta subclasse de imunoglobulina esta associada

ao aumento da atividade de fagocitose do material opsonizado (Estes et al., 1994).

Palmer et al. (1999) enfatizaram a necessidade de identificacdo de mecanismos
imunoldgicos efetores envolvidos no controle de A. marginale, bem como seus epitopos
alvos, com o objetivo de desenvolver uma vacina estavel e segura. A imunofenotipagem é
uma metodologia que pode auxiliar neste tipo de pesquisa, pois permite a analise de
populacdes de células sanguineas distintas, identificadas a partir da expressdo de antigenos

de superficie especificos marcados com anticorpos fluorescentes (Roitt et al., 1999).

Este trabalho analisa alteracBes na cinética de linfocitos B e linfocitos TCD4+, bem como a
proporcdo de células CD4+ que produzem IL-4 ou INFy em amostras sangiineas de
bovinos que desenvolveram protecdo clinica contra um isolado altamente patogénico de A.

marginale apds serem previamente infectados com outro isolado de baixa patogenicidade.

2. Material e Métodos

2.1 Isolados de Anaplasma marginale

Dois isolados de A. marginale de Minas Gerais, Brasil foram usados neste estudo. O
isolado UFMG1 (nimero de acesso no GenBank EU676176), obtido de um bezerro
naturalmente infectado (Ribeiro et al., 1997), possui apéndice e produz altos picos de
ricketsemia em bezerros esplenectomizados sem leva-los & morte. O isolado UFMG2
(nimero de acesso no GenBank EU676175), ndo possui apéndice e induz a alta mortalidade
de bezerros esplenectomizados ou ndo (Ribeiro, 2005 — Comunicacdo Pessoal). Ambos os

isolados estdo armazenados em nitrogénio liquido na Universidade Federal de Minas Gerais
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(UFMG) utilizando solugdo de DMSO como crioconservante. No inicio do experimento, 0s
isolados foram inoculados intravenosamente em bezerros esplenectomizados, livres de
hemoparasitos e ectoparasitos, que, apoOs atingirem alto pico de ricketsemia, tiveram
amostras de sangue colhidas em tubos com EDTA e criopreservadas com DMSO (10%) em

nitrogénio liquido.

O isolado UFMG1 foi mantido também em cultivo em células de carrapato IDE8, conforme
Bastos et al. (2009) e as células infectadas foram criopreservadas em solugdo com DMSO

(6%) em nitrogénio liquido.
2.2 InfeccgOes experimentais

Quinze bezerros holandeses machos com idades entre uma e duas semanas de vida foram
mantidos livres de carrapatos e moscas, alimentados com leite em po, racdo comercial e
agua ad libitum. Cinco bezerros (Grupo 1) receberam, por via intravenosa, 1,8 ml de cultivo
de células de carrapatos IDE8 contendo aproximadamente 3,6 x 10" corpusculos do isolado
UFMG1 de A. marginale. Outros cinco animais (Grupo 2) foram inoculados
intravenosamente com 1,2 ml de sangue contendo aproximadamente 2 x 10 eritrcitos
infectados também com o isolado UFMGL1 de A. marginale. O grupo 3, composto de cinco
animais, recebeu 1,2 ml de solucdo salina, constituindo o Grupo controle. Apo6s 75 dias das
primeiras inoculagdes, todos 0s grupos receberam por via intravenosa 1,8 ml de sangue

contendo 5 x 107 eritrdcitos infectados com o isolado UFMG2 de A. marginale.

Os animais foram acompanhados diariamente por temperatura retal, exames clinicos e

laboratoriais, como volume globular (VG) e ricketsemia.
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Os procedimentos experimentais deste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em

Experimentagdo Animal (CETEA/UFMG — N° Protocolo 41/2006).

2.3 Avaliacao de imunidade celular

Para avaliacdo da ativagdo de linfocitos, aliquotas de 10 ml de sangue foram colhidas em
tubos heparinizados aos 0, 38, 46, 53, 60, 67, 94, 102, 109 e 116 dias apds a inoculagdo
priméria e processadas para andlise em citometria de fluxo realizada de acordo com Reis

(2001), com algumas modificagdes.

Resumidamente, aliquotas de 500 pl sangue total de cada animal em cada ponto de coleta
foram incubadas com 500 pl de meio de cultura RPMI-1640 contendo 10 pl de Brefeldina-
A (BFA) (1mg/ml) por quatro horas, em estufa a 37°C com 5% de CO,. Para estimular a
producéo de citocinas, as culturas foram incubadas, em duplicatas, com 25 pl de Phorbol
Myristate Acetate (PMA) (25ng/ml) e 1 pl de lonomicina (1ng/ml). Ao final da incubacéo,
110 pl de EDTA (20nM) foram acrescentadas as amostras e estas novamente incubadas por

mais 15 min.

Ao final da incubacdo foi adicionado 6ml de PBS-W (PBS 0,015 M pH 7,4 contendo 0,5%
de SFB e 0,1% de azida sodica) a cada frasco de cultura e o contetdo foi centrifugado a
600g por 10 min. a 18°C. O sedimento celular foi ressuspendido em 400ul de PBS-W e
15ul de anticorpos anti-CD4 bovino (1:240 — Serotec) ou anti-CD21 bovino (1:200 -
Serotec), conjugados a Isotiocianato de Fluoresceina (FITC), foram adicionados as
suspensbes. As amostras foram incubadas por 30 min., a temperatura ambiente (T.A.) e ao
abrigo da luz. Posteriormente, 3ml de solugéo de lise eritrocitaria (BD Facs™ Lise Solution

- BD) foram adicionados a cada amostra e estas incubadas por 10 min. a T.A., ao abrigo da
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luz. Em seguida, as amostras contendo anticorpos anti-CD4 foram centrifugadas a 600g por
10 min. a 18°C, o sobrenadante aspirado, as células ressuspendidas em 0,5ml de PBS-W e o
volume completado com 3ml de PBS-P (PBS 0,015 M pH 7,4 contendo 0,5% de SFB,
0,1% de azida sddica e 0,5% de saponina). Apds incubacdo por 10 min. & T.A. ao abrigo da
luz, a suspensdo de células foi lavada por duas vezes e o sobrenadante foi descartado e as
celulas ressuspendidas em 40ul de PBS-W. Para cada amostra de suspensdo celular foram
adicionados 20ul dos anticorpos monoclonais anti-INFy ou anti-IL-4 conjugados com
Ficoeritrina (PE) incubando-se por 30 min., a T.A., ao abrigo da luz. Posteriormente, as
amostras foram lavadas com 120ul de PBS-P e todas ressuspendidas em 200ul de PBS-W

para realizacéo das leituras.

As solugdes celulares foram analisadas em citometro de fluxo (FACSCalibur — Becton
Dickinson USA). A identificagdo das populagdes celulares de linfécitos, bem como a
determinacdo do valor percentual de populacdes e subpopulagdes celulares, foram

realizadas em computador acoplado ao citbmetro, utilizando-se o programa Cell-Quest.

2.4 Analise estatistica

Os calculos estatisticos foram realizados com o apoio instrumental do software Prism 5.0,
sendo utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov (KS), para conferéncia de normalidade,
seguido da anélise de variancia (ANOVA) com correcdo do teste de Bonferroni, que realiza
comparacdo em pares com intervalo de confianca de 95%. Foi também utilizado o teste de t

de Student para comparagdes entre dois parametros.

3. Resultados
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Os animais do Grupo 1 apresentaram ricketsemia de A. marginale (isolado UFMG1)
atingindo seu ponto méximo (5,4%) no dia 32 pos-infeccdo (pi), enquanto que, no Grupo 2
0 pico foi de 10,4% ocorrendo no dia 37 pi (Figura 1). As reducGes maximas no percentual
de VG foram de 55% e 63%, respectivamente, entretanto, todos 0s animais recuperaram 0S
valores normais de volume globular sem necessidade de medicagéo (Figura 2). O Grupo 3,
controle, se manteve livre de A. marginale até o dia da inoculagdo com o isolado UFMG2

(dia 75).

Ap0s o desafio com o isolado altamente patogénico, os animais do Grupo 3 apresentaram
ricketsemia de 16% (dia 102 pi), reducdo maxima de VG de 71% e trés dos cinco animais
vieram a Obito. Os animais dos Grupos 1 e 2 apresentaram aumento discreto da ricketsemia
(2% e 1%, respectivamente) apos desafio com UFMG2, aproximadamente entre os dias 105
e 116 pi. Quanto ao volume globular, os grupos 1 e 2 apresentaram pequena reducao apos o
desafio, sem mortalidade. A dinamica da ricketsemia e do VG dos trés grupos ao longo das

duas inoculagbes pode ser observada nas Figuras 1 e 2.

Apos inoculagdo com o isolado UFMGL, os percentuais de linfocitos T CD4+ produtores
de IL-4 no sangue periférico dos animais dos Grupos 1, 2 e 3 (sendo o Grupo 3 inoculado
com salina) ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05). O desafio dos animais dos
diferentes grupos experimentais com o isolado UFMG2 resultou em discreto aumento da
proporcdo de linfocitos T CD4+ produtores de IL-4 no sangue dos animais do Grupo 3 no
dia 102, enquanto que, nos animais dos Grupos 1 e 2, o percentual desta populagdo
manteve-se relativamente estavel até o final do experimento, dia 116 (Figura 3). Esta
elevacdo de células CD4+ foi temporalmente relacionada com o pico de ricketsemia

provocada por UFMG2.
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Quanto aos linfocitos T CD4+ produtores de INFy, foi verificado que os animais dos
Grupos 1 e 2 apresentaram propor¢do aumentada destas células no sangue periférico
durante a fase de elevacédo da ricketsemia por UFMG1 (46 dias pi), porém as diferengas ndo
foram significativas (p>0,05). Apds serem desafiados com o isolado UFMG2, os animais
do Grupo 2 apresentaram elevacao significativa da proporcdo de CD4+ INFy no dia 116 em
relacdo aos dias 0 e 38 (p<0,05). Os animais do Grupo 3 apresentaram valores
significativamente maiores no dia 102 em relagdo ao dia 38, coincidindo com o pico de

ricketsemia deste grupo (p<0,05) (Figura 4).

A razdo entre linfocitos T CD4+ produtores de INFy e produtores de IL-4 ndo alterou
significativamente (p>0,05) entre os Grupos e tempos experimentais, porém os animais do
Grupo 1 apresentaram aumento da razdo INFy/IL-4 no dia 67 até atingir pico no dia 109, ja
depois do desafio. Animais do Grupo 2 apresentaram pico da razdo INFy/IL-4 no dia 67,
ainda antes do desafio, mantendo-se alto o nivel de INFy/IL-4 com novo pico, porém
menor, no dia 116. Animais do Grupo 3 apresentaram razéo entre INFy ¢ IL-4 estavel apds
inoculacdo com solucdo salina, porém houve aumento desta propor¢do a partir do dia 94,

atingindo pico no dia 102, discreta queda no dia 109 e novo pico, maior, no dia 116.

Houve aumento significativo na proporcdo de células CD21+ (p<0,05) no dia 38 nos
animais dos Grupos 1 e 2, coincidente com o aumento da ricketsemia. Os niveis de CD21
mantiveram-se altos durante o periodo experimental, com elevacdo significativa (p<0,05)
aos 116 dias, quando houve novo aumento da ricketsemia. O Grupo 3 apresentou elevacao
progressiva de linfocitos B ap6s o dia 94, sendo significativamente maior no dia 116

(p<0,05) (Figura 6).
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4, Discussao

Patdgenos intracelulares sdo eliminados somente pela modificacdo ou destrui¢do da célula
hospedeira. Linfocitos T CD8+, ativados em ambiente Thl, se diferenciam em linfocitos
citotdxicos, sendo capazes de matar células alvos que apresentam peptideos antigénicos do
patdgeno na superficie celular por meio do Complexo de Histocompatibilidade Principal
(MHC) de classe | (Wang et al., 2001). Entretanto, A. marginale € um patégeno intracelular
obrigatério, infectando apenas eritrocitos, que sdo incapazes de apresentar moléculas pelo
MHC de classe | ou Il necessarios para destruicdo da célula infectada por linfocito T CD8+.
Por esta razdo, linfocitos T CD8+ recebem pouco destaque em estudos imunoldgicos de

anaplasmose.

Brown et al. (1998a) demonstraram, em infeccdes em bovinos, que a comparacgéo relativa
dos niveis de IL-4, citocina de resposta Th2, e INFy, citocina de resposta Thl, pode indicar
o predominio de resposta do tipo 1 ou 2, respectivamente. Isto permite que o paradigma
Th1/Th2 possa ser aplicado em ruminantes no caso de estudos que quantificam estas

citocinas (Meeus, 2002).

No presente estudo, as populagfes de CD4+ nédo apresentaram diferenga entre 0S grupos
imunizados e o grupo controle indicando uma provavel relocacdo destes linfocitos para
6rgdos linféides secundarios, como baco e linfonodos, estimulada por células
apresentadoras de antigenos. O mesmo evento foi observado em estudo realizado com
imunizacdo e desafio com amostras homologas de A. marginale no México (Garfias et al.,
2003). O isolado UFMG1 estimulou uma resposta imune celular discreta nas infecgoes

priméarias nos animais dos Grupos 1 e 2, enquanto que o isolado UFMG2 estimulou uma
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resposta exacerbada, nos animais do Grupo 3, 0s quais foram infectados pela primeira vez
com este isolado. Apesar do isolado UFMG2 ter produzido resposta imune mais evidente,
esta parece ter sido pouco efetiva, pois 0s animais do Grupo 3 apresentaram sinais clinicos
severos e 60% (3/5) de mortalidade, contrastando com 0s animais previamente imunizados

com o isolado UFMGL1.

Em relacdo a citocina IL-4, podemos observar que o0s animais imunizados com UFMG1
(Grupos 1 e 2), apresentaram elevacdo de IL-4 ao serem desafiados com o isolado UFMG2
e mantiveram a resposta Th2 mais constante até o final do experimento. O Grupo 3 também
apresentou elevagdo dos niveis de IL-4 coincidindo com o pico de ricketsemia por UFMG2,

porém o nivel desta citocina ndo se manteve.

A proporcdo de linfécitos T CD4+/INFy no sangue dos animais do Grupo 1 e 2 cresceu no
periodo da ricketsemia de UFMG1, sendo ainda maior ap0s a inoculagdo com o isolado
heter6logo UFMG2. Esta mesma dindmica foi observada por Garfias et al. (2003), os quais
verificaram crescentes niveis de INFy ap0s a primeira infec¢do, atingindo niveis maximos
apos a reinfeccdo com amostra homologa. Apesar dos isolados UFMG1 e UFMG2 serem
heter6logos, houve aumento da propor¢do de células que produzem INFy apds o desafio
com aparente protecdo dos animais previamente imunizados. A queda do INFy nos animais
do Grupo 3, aproximadamente no dia 109, sugere comprometimento da manutencdo de uma

resposta imune efetiva ou evasédo do parasito.

A proporcdo de linfocitos T CD4+ produtores de INFy em relacdo aos produtores de IL-4 é
de aproximadamente 1:1 ao longo da infec¢do priméaria com UFMG1. A partir do dia 67,

esta proporcdo aumenta, mostrando uma resposta predominantemente Th1l, principalmente
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nos animais dos Grupos 1 e 2 apos a infecgdo do isolado UFMG2. Esse achado confirma
que UFMG1 é pouco imunogénico. Isto reforca também que, linfocitos CD4+ sdo
importantes na resposta imune de A. marginale produzindo INFy, que amplifica a sintese de
IgG2 e a concomitante ativacdo de macrofagos, responsaveis pela fagocitose, fusdo do
fagolisossomo e produgdo de 6xido nitrico para a destruicdo intracelular do parasito
(Palmer et al., 1999). A protecdo contra A. marginale requer inducdo de opsonizagéo por
IgG2 contra epitopos da membrana de superficie (McGuire et al., 1979), coordenada com
ativagdo de macrofagos para fagocitose e destruicdo da rickéetsia (Palmer e McElwain,

1995).

A propor¢do de linfocitos B (CD21+) se mostrou crescente durante a infeccdo com o
isolado UFMGL1 e atingiu pico apds desafio com o UFMG2, sugerindo uma intensa
estimulacdo da resposta humoral. A participacdo de anticorpos na resposta protetora de
animais infectados por A. marginale é controversa (Brown et al., 2001). A transferéncia de
altos niveis de anticorpos contra esta rickétsia ndo foi capaz de alterar a infec¢do ou o curso
desta (Gale et al., 1992). Entretanto, em outros modelos de infecgdes intracelulares, a
producdo de anticorpos especificos pode neutralizar o patégeno impedindo a transferéncia
de uma célula para outra, controlando sua expansdo. Além disto, patdgenos opsonizados
ativam a fagocitose e a fusdo do fagosomo e do lisosomo (Li et al., 2002). No caso de A.
marginale, existe evidéncias de que a inducdo de IgG2 participe no processo de
neutralizacdo da infectividade de corpusculos iniciais (Tuo et al., 2000). Especula-se que
IgG2 possa ter participacdo no seu presente trabalho, considerando-se o aumento da

proporcao de CD21+ e INFy.
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Na patofisiologia da anemia desenvolvida na anaplasmose, considera-se o envolvimento do
sistema imune. Tem sido constatado aumento dos titulos de IgM e IgG coincidindo com o0s
picos de anemia (Morris et al., 1971). Giardina et al. (1993) demonstraram que soros de
vacas infectadas com A. marginale reagiram com a membrana de eritrdcitos bovinos
infectados com A. marginale, mas também com eritrocitos ndo infectados. Os autores
propdem que, durante seu ciclo, o A. marginale causa modifica¢cbes estruturais e
bioguimicas na membrana plasmatica dos eritrdcitos, o que explicaria a fagocitose como
resposta imune contra as préprias células. Meléndez (2005) também comprovou que
eritrofagocitose em bovinos infectados com A. marginale ocorre por um mecanismo
anticorpo-dependente. Soros de animais imunizados contra a rickétsia também aumentam o
processo de fagocitose em testes in vitro. Em animais com anaplasmose observa-se
aumento de oito a dez vezes na taxa de fagocitose de células infectadas e ndo infectadas,

ocasionando a anemia (Erp e Fahrney, 1976; Kocan et al., 2000).

Ambos os isolados UFMG1 e UFMG2 foram responsaveis por queda de VG nos animais
em suas infecgdes primérias. A auséncia de sintomatologia e de anemia nos animais dos
Grupos 1 e 2 apos desafio com UFMG2 provavelmente se deve ao controle da ricketsemia
pela resposta mais eficiente previamente adquirida na inoculagdo do isolado UFMG1. A
maior imunopatologia gerada pelo isolado UFMG2 no Grupo 3 levou 0s animais a
apresentarem alta ricketsemia e anemia severa (fatal para 60% dos animais). Nao foi
possivel neste trabalho comprovar o papel dos anticorpos na anemia observada no Grupo 3,
entretanto, 1gG1 e 1gG2, provavelmente geradas pela inoculagdo de UFMG2, podem ter

contribuido para a ocorréncia de uma anemia auto-imune.
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Os dados apresentados no presente experimento mostraram a protecdo conferida a bovinos
inoculados com isolado de A. marginale de baixa patogenicidade (UFMG1) e re-infectados
com isolado heterélogo (UFMG2) de alta patogenicidade. A resposta imune,
predominantemente Thl, contra UFMG2 foi mais efetiva apds a imuniza¢do com o isolado
de baixa patogenicidade UFMG1, sendo destacada a secregdo de INFy, citocina com papel

fundamental na protecdo de animais desafiados com isolados homologos e heterélogos.
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Figura 1: Dindmica da média de ricketsemia de Anaplasma marginale em bovinos
inoculados com isolado UFMG1 (baixa patogenicidade) produzido in vitro (Grupo 1) ou in
vivo (Grupo 2) e posteriormente desafiados (dia 75) com o isolado UFMG2 (alta
patogenicidade) produzido in vivo. Um terceiro grupo (controle) foi desafiado com o
isolado UFMG2 sem inoculag&o prévia com o isolado UFMG1.
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Figura 2: Dinamica da média do volume globular (VG) em bovinos inoculados com
Anaplasma marginale, isolado UFMGL1 (baixa patogenicidade) produzido in vitro (Grupo
1) ou in vivo (Grupo 2) e posteriormente desafiados (dia 75) com o isolado UFMG2 (alta
patogenicidade) produzido in vivo. Um terceiro grupo (controle) foi desafiado com o
isolado UFMG2 sem inoculagdo prévia com o isolado UFMGL1.
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Figura 3: Percentual de Linfécitos CD4+/IL-4 em bovinos infectados com Anaplasma
marginale (isolado UFMG1) e re-infectados no dia 75 com A. marginale (isolado
UFMG2).
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Figura 4: Percentual de Linfécitos CD4+/INFy em bovinos infectados com Anaplasma
marginale (isolado UFMG1) e re-infectados no dia 75 com A. marginale (isolado
UFMG2). As letras indicam diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 5: Razdo entre CD4+ INFy e CD4+ IL-4 em bovinos infectados com Anaplasma
marginale (isolado UFMG1) e re-infectados no dia 75 com A. marginale (isolado

UFMG2).

2,5
2
15
1

05

Razdo CD4+ INF-gama/lL-4

O,

38 46 53 60 67 94 102 109 116

Dias

B Grupo 1 (Cultivo) B Grupo 2 (Sangue) B Grupo 3 (Controle)

Figura 6: Percentual de Linfécitos CD21 bovinos infectados com Anaplasma marginale
(isolado UFMG1) e re-infectados no dia 75 com A. marginale (isolado UFMGZ2). As letras
indicam diferenca significativa (p<0,05).
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CONSIDERACOES GERAIS
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6. CONSIDERACOES GERAIS

6.1) Producédo do isolado de A. marginale de baixa patogenicidade em células IDE8

(UFMG1)

O cultivo in vitro de isolados de A. marginale é importante para o desenvolvimento de
estudos da anaplasmose, principalmente em é&reas endémicas. A manutencdo de A.
marginale em cultivo de eritrécitos de ovinos e bovinos ja foi descrito (Kessler e Ristic,
1979), entretanto, apesar da possibilidade de cultivo por periodo prolongado, este sistema
apresenta grandes limitacbes na producdo de imundgenos (Aradjo et al., 2003). Como o
Brasil é uma area endémica de anaplasmose bovina, ha necessidade de se criar e manter 0s
animais sem o contato com carrapatos e moscas hematofagas. Além disso, a inoculacéo de
eritrécitos pode induzir a formacdo de iso-anticorpos, causando intensa anemia e

mortalidade (Dennis et al., 1970).

Sistemas de cultivo de células de carrapatos tém demonstrado resultados promissores por
apresentarem menores custos de manutencdo quando comparados a infeccdo experimental
de animais susceptiveis. Além disso, enquanto o material obtido a partir de infecgdes in
Vvivo apresenta riscos de contamina¢Ges com outros patdgenos, o cultivo fornece material

antigénico livre de componentes do hospedeiro e de patdgenos (Kocan et al., 2001).

O cultivo em células de carrapato I. scapularis, IDE8, produz organismos de A. marginale
infectantes para bovinos e carrapatos (Munderloh et al., 1996; Blouin et al., 1998) livres de
outros patdgenos ou células de animais (Kocan et al., 2001), além de conservar as seis
proteinas de superficie (MSPs) encontradas no A. marginale proveniente de eritrocitos

bovinos (Barbet et al., 1999).
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O sucesso no desenvolvimento da amostra brasileira de A. marginale com apéndice
(UFMGL1) em células de carrapato I. scapularis (IDE8) foi demonstrado neste trabalho. A
microscopia Optica e eletrdnica comprovou que a rickétsia se desenvolveu de forma
crescente apds fagocitose realizada pelas células do cultivo, conforme a descricdo da
primeira infeccdo de Anaplasma nesta linhagem celular (Blouin et al., 2000). Houve
infeccGes multiplas com vacutolos que, provavelmente, se uniram no citoplasma das células

gerando grandes col6nias de A. marginale no evoluir das infecgdes.

Desde 0 seu estabelecimento, o isolado com apéndice (UFMG1) vem sendo cultivado
continuamente na UFMG por meio de passagens em células IDE8 livres, evidenciando sua

completa adaptacéo neste sistema de cultivo.

Esse isolado, descrito pela primeira vez por Ribeiro et al. (1997), tem sido alvo de varios
estudos em nosso grupo de pesquisa. Inicialmente foi feita a caraterizacdo morfoldgica do
isolado, por meio de microscopia eletrénica, evidenciando-se a presenca do apéndice
(Ribeiro et al., 1997). Posteriormente, Goncgalves-Ruiz et al. (2005) demonstraram que esse
isolado ndo se desenvolveu em células intestinais de fémeas de B. microplus alimentadas
em bezerro experimentalmente infectado. Também ndo foi possivel a observacdo de
transmissdo transestadial ou intraestadial. Esses resultados sugerem que esse isolado

brasileiro de A. marginale com apéndice ndo seja transmitido por R. (B.) microplus.

Blouin et al. (2002a) descreveram que isolados que ndo sdo transmitidos por carrapatos
também ndo propagam in vitro em células de carrapatos. Essas informacgdes permitem
concluir que o isolado brasileiro com apéndice, por ndo ser transmitido por R. (B.)

microplus, e muito menos por |. scapularis, ndo poderia se desenvolver em cultivo de
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IDES. Entretanto, o presente trabalho demonstrou sucesso na propagagédo in vitro desse
isolado em células IDE8. Uma explicacdo para esse fato poderia ser a diferenca de
sensibilidade da microscopia eletronica utilizada por Gongalves-Ruiz et al. (2005)
comparada & sensibilidade do cultivo in vitro na visualizacdo de estagios de
desenvolvimento de A. marginale. Isso faz do cultivo de IDE8 uma importante ferramenta
para o estudo do desenvolvimento desta rickétsia, assim como o estudo da sua interacdo
com células de carrapatos. A presenca de semelhancas morfoldgicas e similaridades no
ciclo de A. marginale cultivado em IDE8 e de isolados encontrados em carrapatos
naturalmente infectados nos Estados Unidos, facilitam o entendimento do ciclo bioldgico

do A. marginale (Blouin e Kocan, 1998).

O sequenciamento do gene da MSP1a do isolado brasileiro com apéndice apds cultivo em
IDE8 se mostrou sem alteracbes ao ser comparado com a sequéncia original obtida no
animal naturalmente infectado com o isolado. Esse achado confirma que o gene mspla €
estavel, mesmo ap0s passagem por carrapatos, animais ou mesmo cultivo in vitro
(Munderloh et al., 1996; Blouin e Kocan, 1998; Barbet et al., 1999). Bowie et al. (2002)
também reportaram que a seqliéncia da MSP1a do isolado de Oklahoma n&o se alterou apds

passagem in vitro ou apos transmissdo por Dermacentor variabilis.

A padronizacdo, facilidade e questBes éticas do uso de animais na producdo de antigenos
vém tendo destaque nos dias atuais. O cultivo do isolado brasileiro de A. marginale com
apéndice se constitui um avango para os estudos da anaplasmose no Brasil. O
estabelecimento desta importante ferramenta de pesquisa possibilitara estudos de interagdo

bioldégica entre A. marginale e carrapatos, estudos de testes de novas drogas para o
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tratamento de bovinos, além da produgdo de antigenos com maior padronizacdo para

diagndstico e desenvolvimento de vacinas sem 0 uso de animais.

6.2) Inoculacdo de bezerros com isolado de baixa patogenicidade: avaliagdo de
protecdo ao desafio com isolado de alta patogenicidade e ocorréncia de exclusédo entre

os isolados.

As medidas recomendadas para o controle da anaplasmose bovina sdo o uso de acaricidas, a
administracdo de antibioticos e o uso de vacinas (Kocan et al., 2000). Sabe-se que o
controle de carrapatos confere uma prevencdo parcial, j& que h& outras formas de
transmissdo da doenca. O uso de quimioterapia é de alto custo, leva ao risco de resisténcia,
além de necessitar do conhecimento da epidemiologia local. Hoje, em paises tropicais e
subtropicais, onde o controle da anaplasmose continua um problema na inddstria leiteira e
de corte, estudos relativos a produgdo de novas vacinas tém sido prioridade na busca de

medidas de controle eficiente.

A inoculacéo do isolado de baixa patogenicidade, UFMG1, protegeu os animais dos grupos
1 e 2 contra manifestagbes clinicas ao serem desafiados com o isolado UFMGZ2,
constituindo-se o primeiro passo para o desenvolvimento de uma vacina brasileira efetiva
produzida em células de carrapatos. Utilizando A. marginale cultivado em IDE8, Blouin et
al. (1998) também foram capazes de imunizar bezerros, porém o grande avanco da
imunizagdo com UFMGL1 foi justamente a capacidade de proteger contra um isolado
heter6logo. Ocampo Espinoza et al. (2006) demonstraram protecdo ap0s imunizagdo com

amostra viva de A. marginale no México, entretanto essa protecdo era limitada as areas
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onde os isolados homoblogos sdo prevalentes. Vacinas comerciais usadas nos Estados
Unidos que apresentam eficiéncia em animais jovens e adultos a campo (Luther et al.,
1989; Luther, 2005) falharam na protecdo de animais desafiados com isolados mexicanos
em condigBes experimentais (CONASA, 1995) e a campo (Figueroa-Millan et al., 1999). A
importancia da protecdo conferida por UFMG1 a um isolado heterélogo atinge maiores
proporcbes quando observamos a diversidade genotipica e fenotipica que vem sendo
reportada entre isolados de A. marginale em todo o mundo (de la Fuente et al., 2001a;

2002¢; 2007).

Estudos anteriores demonstraram, em condi¢des naturais e experimentais, que bovinos séo
infectados com apenas um unico gendtipo de mspla de A. marginale (Palmer et al., 2001;
de la Fuente et al., 2002a, 2003b). Para explicar esta situacdo foi levantada a hipétese de
exclusdo, que consiste em afirmar que um animal se infecta com apenas um gendtipo de A.
marginale. O Fendmeno de Exclusdo é descrito também em carrapatos e em células de
carrapatos (de la Fuente et al., 2002a; 2003a). de la Fuente et al. (2002a) afirmaram que a
exclusdo ocorre também entre diferentes espécies de Anaplasma, quando demonstraram
que A. marginale ndo foi capaz de infectar células de carrapatos ja infectadas com
Anaplasma ovis. Além disto, a exclusdo se confirmou em carneiros na tentativa frustrada de
Stuen et al. (2005a; 2005b) de infecta-los com diferentes isolados de Anaplasma

phagocytophilum.

O presente trabalho, por meio de infeccOes experimentais em bovinos, constatou auséncia
de exclusédo entre os isolados de A. marginale em bovinos. Palmer et al. (2004) trabalhando
com bovinos naturalmente infectados nos Estados Unidos, detectaram mais de um isolado

desta rickétsia em alguns animais. Rodriguez et al. (2005) justificaram que a co-infecgdo
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ocorreu neste caso pelos isolados possuirem repeticbes de MSP1a pertencentes a familias
diferentes, sendo estas familias relacionadas a diferentes repertorios de pseudogenes de

msp2.

Outros trabalhos demonstraram que é possivel a co-infeccdo entre A. marginale e outras
espécies de Anaplasma. Shkap et al. (2002b) passaram a considerar que ndo ha exclusdo
entre A. marginale e A. centrale apos observarem que 64% dos bovinos de um rebanho
vacinado com A. centrale foram naturalmente infectados com A. marginale, tornando-se
hospedeiros de ambos os agentes. Molad et al. (2006) também demonstraram co-infecgdo
em 71% dos animais de um rebanho que recebia vacinacdo contendo A. centrale em area
endémica de A. marginale em Israel. Para confirmar esses achados, pesquisadores
infectaram bovinos com as duas espécies de Anaplasma e detectaram persisténcia da co-
infeccdo por pelo menos trés meses (Shkap et al., 2008). Co-infeccbes também foram
descritas entre A. marginale e A. phagocytophilum em bovinos (Hofmann-Lehmann et al.,

2004) e cervos (de la Fuente et al., 2005).

O novo genotipo de MSP1a foi detectado tanto nos animais que foram imunizados com
UFMG1 e desafiados com UFMG2 (grupos 1 e 2) quanto naqueles que apenas receberam
UFMG2 sem imunizacdo prévia (grupo 3). A diferenca no sequienciamento de MSP1la do
isolado UFMG2 e do novo genétipo é de apenas dois aminoacidos na segunda e terceira
repeticbes. Descarta-se a possibilidade de erro no sequenciamento, ja que a presenga do
novo gendtipo ocorreu em varios animais de todos 0s grupos experimentais. Na procura de
possivel explicagdo deste fato, suspeitou-se da presenca do novo genotipo no inoculo
original do isolado UFMG2. Neste caso, com o decorrer da infecgdo nos animais, esse novo

genotipo poderia ter se sobressaido, sendo detectado ao final do experimento. Sendo essa
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hipotese verdadeira, a auséncia de exclusdo continuaria confirmada, ja que o indculo
original, possivelmente com dois genotipos de A. marginale, foi obtido de um bezerro
naturalmente infectado. Por fim, essa hipdtese foi definitivamente eliminada por
sequenciamento de DNA que ndo detectou o novo gendtipo no indculo original do isolado

UFMG2.

Apesar da proteina MSP1a ser descrita como estavel apos passagem por IDES, carrapatos e
bovinos (Bowie et al., 2002), outra hipdtese para o surgimento de um novo genétipo em
animais que receberam UFMG1 e UFMG2, ou apenas UFMG2, seria por variacdo da

proteina MSP1a do isolado UFMG2 ao longo da infec¢do experimental em bovinos.

A evolucdo da MSPla é provavelmente influenciada pela pressdo seletiva gerada pela
resposta imune do hospedeiro, interagdes com receptores e outros fatores relacionados a
sobrevivéncia do parasito. de la Fuente et al. (2001b) sugeriram que as variagdes de
repeticdes em tandem da MSP1a entre os diversos isolados de A. marginale ocorram por
meio de mutacGes (delecBes) e pelo mecanismo slipped-strand mispairing (SSM). SSM é
um processo relacionado ao despareamento das fitas de DNA durante a replicacdo
(Henderson et al., 1999; Levinson e Gutman, 1987). Regides gendmicas susceptiveis a este
processo sdo as que apresentam curtas sequéncias de DNA com repeticOes de seis pares de
base ou menos, microsatélites ou repeticdes em tandem de numero variavel (Field e Wills,
1998; van Belkum et al., 1998). Ocorréncias do processo SSM tém sido descritas em
Haemophilus influezae, Helicobacter pylori e Neisseria meningitidis (revisado por Torres-
Cruz e van der Woude, 2003). Aparentemente, Escherichia coli ndo se mostrava
susceptivel a variagdo por SSM, entretanto, observou-se que seqliéncias que causavam

variacdo por SSM em H. influenzae também foram capazes de causar variagdo quando
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introduzidas no cromossomo de E. coli. Portanto, a aparente auséncia de influéncia do
processo SSM em E. coli ndo ocorre por limitagbes mecanicas (Torres-Cruz e van der
Woude, 2003). Regifes promotoras do gene mspla em rickétsias sdo similares a estruturas
do promotor em E. coli (Hawley e McClude, 1983), o que poderia induzir que 0 processo
de SSM seja responsavel pelo surgimento do novo genotipo a partir da variagdo das
repetices em tandem do isolado UFMG2. Entretanto, se 0 novo genotipo representa
realmente uma variacdo antigénica de MSP1a, o processo SSM parece ndo estar envolvido

(de la Fuente, 2009 — comunicagéo pessoal).

A variacdo das repeticdes em tandem hipoteticamente ocorrida entre o isolado UFMG2 e o
novo gendtipo aumenta sua importancia quando levamos em consideracdo que repetices
influenciam nas propriedades adesivas da MSPla do A. marginale. Foi demonstrado, por
meio de proteinas mutantes, que as repeticdes da MSP1a sdo necessarias e suficientes para
mediar a adesdo em células de carrapatos e eritrdcitos bovinos, um pré-requisito para
infeccdo de células hospedeiras e transmissdo (de la Fuente et al., 2003c). Além disso,
outro estudo demonstrou que arvores filogenéticas construidas a partir da primeira e da
ultima repeticbes tendem a aproximar isolados pela regido geografica, enquanto que
analises envolvendo apenas a segunda repeticdo apresentaram arvores filogenéticas
aproximando os isolados de A. marginale pela transmissibilidade por carrapatos (de la
Fuente et al., 2001b). VariacGes de repeticGes em tandem entre isolados e possivelmente
dentro de uma mesma amostra de A. marginale podem alterar propriedades de adeséo,
invasdo e transmissdo por carrapatos dos isolados, influenciando as estratégias de controle e

estudos de vacinas.
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Os resultados mostram, definitivamente, que ndo ocorreu exclusdo entre os isolados
UFMG1 e UFMG2 de A. marginale, ainda que tenha sido comprovada a protecdo devido a
imunizacdo com UFMGL1, representando um isolado com potencial para a producdo de uma

vacina.

6.3) Avaliacdo de parametros da resposta imunoldgica (expressdao de linfocitos
TCD4+, produtores de IL-4 e INFy e linfocitos B, por meio do marcador de superficie
CD21) de bezerros imunizados com indculo de A. marginale de baixa patogenicidade e

desafiados com isolado de alta patogenicidade

A citometria de fluxo vem se tornando uma ferramenta importante na medicina veterinaria
(Faldyna et al., 2001). A técnica é particularmente importante para pesquisas bioldgicas por
permitir exames quantitativos e qualitativos de células e seus constituintes. Além disso, ha
uma gama de reagentes disponiveis comercialmente, assim como corantes e anticorpos
monoclonais (Jaroszeski e Radcliff, 1999). E uma metodologia que utiliza sistema 6tico
eletronico que avalia a emissdo de fluorescéncia e dispersédo de raio laser incidente sobre
uma ceélula, permitindo a analise de trés pardmetros celulares: intensidade relativa de
fluorescéncia, tamanho (FSC — Forward Scatter) e granulosidade ou complexidade interna
(SSC - Side Scatter). Os sinais 0ticos e elétricos sdo armazenados para posterior analise em

software Cell-Quest.

Um bom candidato a vacina contra A. marginale deve incluir epitopos de células Th e B
(Brown et al., 2001). Um modelo para vacinas com inducdo de imunidade tem como

objetivo a eliminacdo do patdgeno por anticorpos contra epitopos em combinagdo com a
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ativacdo de macrofagos para aumento da fagocitose e destruicdo intracelular do A.

marginale.

O isolado UFMGL1, mesmo sendo de baixa patogenicidade, foi capaz de estimular resposta
imune nos animais experimentais, tanto naqueles inoculados com sangue infectado, quanto
nos inoculados com material produzido em cultivo in vitro em células IDE8. A. marginale
cultivado em IDES8 j& foi previamente usado para imunizar bovinos e este sistema resultou
no desenvolvimento de protecdo imunolégica sem sinais clinicos de anaplasmose apds
desafio com sangue ou carrapatos infectados (Kocan et al., 2001; de la Fuente et al.,

2002b).

Animais dos Grupos 1 e 2 ndo apresentaram sinais clinicos de anaplasmose ap6s desafio
com UFMG2. J& o Grupo controle, sem inoculacdo prévia com o isolado UFMGI,
desenvolveu alta ricketsemia e queda de VG, resultando na morte de 60% dos animais. O
isolado altamente patogénico UFMG2 induziu resposta imune mais exacerbada em todos os
grupos. Particularmente nos Grupos 1 e 2, o isolado UFMG2 fez com que a resposta imune
adquirida apo6s inoculagdo com UFMG1 ndo apenas fosse exacerbada, mas, tambeém
mantida até o final do experimento protegendo os animais de sinais clinicos, alteracfes
hematoldgicas e morte por anaplasmose. Utilizando isolados homdlogos, Brown et al.
(1998) também demonstraram que, apds o desafio, animais pré-imunizados apresentaram
vigorosa resposta imune, mantida por muitas semanas pelas células T, protegendo assim os

animais de sinais clinicos, de alta ricketsemia e de queda exacerbada de VG.

O presente estudo reforca a importancia do linfocito CD4+ secretando INFy na resposta

imune contra A. marginale. A produgdo de citocina INFy ativa macr6fagos, aumentando a
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producdo de oxido nitrico, substancia toxica sobre ricketsia, estimulando a expressdo de
receptores de macréfagos e a fusdo de fagosomos e lisosomos. INFy ainda atua na
diferenciacdo de linfocitos B para produgdo de anticorpos, estimulando a producdo de
1gG2. 1gG2 realiza opsonizagdo, favorecendo a fagocitose por macrofagos (revisado por
Araujo et al., 2003). A citocina IL-4 também tem papel importante diferenciando linfocitos
B por meio da regulacdo dos marcadores de superficie, induzindo positivamente a producéo

de 1gG1, IgE e IgM (Estes et al., 1995).

O estudo de Brown et al. (1998), consistindo de imunizacdo e desafio com membranas
externas de amostras homologas de A. marginale, demonstrou envolvimento de células T
CD4+ produtoras de INFy, protegendo clinicamente os animais. No presente estudo
também se observou protecdo contra A. marginale, porém a partir de inoculacéo e desafio

com dois isolados heterdlogos.

Em outro estudo, a por¢do C de MSP1a foi responsavel por induzir resposta de linfécitos T
CD4+ a varias amostras de A. marginale em animais imunizados com a MSP1 do isolado
Flérida (Brown et al., 2001). Esta regido em MSP1a, é altamente conservada entre amostras
de A. marginale, enquanto que a porcdo N é composta de repeticGes em tandem que variam
entre amostras da rickétsia (Allred et al., 1990). Mesmo sendo a por¢do N mais variavel,
epitopos para linfocitos T CD4+ também foram reconhecidos na regido da MSPla que
contém repeticdes (Brown et al., 2002). Além disto, esta por¢do esta exposta na superficie
da rickeétsia, contendo também epitopos sensiveis & neutralizacdo (Palmer et al., 1987; de la

Fuente et al., 2001b).
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Garcia-Garcia et al. (2004) identificaram maior parte dos epitopos de células B de bovinos
na porcdo N da MSP1la de A. marginale. Sabe-se ainda que as repeticdes da por¢do N sdo
necessarias e suficientes para adesdo em eritrocitos bovinos e células de carrapatos (de la
Fuente et al., 2003c) e, portanto, anticorpos contra essa por¢éo sao capazes de inibir ligacdo
e invasdo aos eritrocitos (Palmer et al., 1986; de la Fuente et al., 2003c) e as células de
carrapatos (Blouin et al., 2003; de la Fuente et al., 2003c). Foi demonstrado, entdo, que a
porcdo N contendo repeticGes na MSP1a contém epitopos para resposta por células T e B,

necessarios para uma resposta imune protetora.

Peptideos que foram reconhecidos por um pool de soros apresentavam sequéncia
semelhante dentro de suas repeticbes SSAGGQQQESS, onde poderiam estar os epitopos
para células B (Garcia-Garcia et al.,, 2004). No presente estudo, a sequéncia
SSASGQQQESS é coincidente entre os isolados utilizados (UFMG1 e UFMG2), diferindo,

porém, da sequiéncia do estudo de Garcia-Garcia et al. (2004).

A ocorréncia de protecdo entre os isolados heter6logos utilizados no presente estudo pode
ter ocorrido por compartilhamento de epitopos de células T CD4+ e células B. Da mesma
maneira, a indugdo de protecdo da vacina contendo A. centrale se deve a presenca de
epitopos imunodominantes semelhantes aos presentes no A. marginale (Shkap et al.,
2002a). Epitopos de CD4+ sdo conservados entre estas duas espécies, contribuindo para a

protecdo cruzada gerada pela vacina viva de A. centrale (Shkap et al., 2002b).

O maior desafio para o desenvolvimento de vacinas contra A. marginale é o
reconhecimento de epitopos pela resposta imune em amostras antigenicamente distintas

(Brown et al., 1998). Analisando este desafio, o isolado UFMG1 tem se mostrado um
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isolado com potencial para uso em vacinas ja que é de baixa patogenicidade, induz resposta
imune em bovinos desafiados com isolado altamente patogénico e parece compartilhar,
com outros isolados, epitopos de células CD4+ e células B, fundamentais para resposta e

destruicdo do A. marginale no hospedeiro.
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CONCLUSOES
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Conclusdes

O isolado de A. marginale UFMGL1 pode ser cultivado in vitro em células de
carrapato IDES8, o que determina maior padronizagdo, seguranca, menores custos e

evita 0 uso de animais para a producgdo de inéculos;

N&o ha exclusdo entre os isolados UFMGL1 (baixa patogenicidade) e UFMG2 (alta

patogenicidade) em bezerros infectados experimentalmente;

Houve ocorréncia de protecdo entre os isolados heterélogos UFMG1 e UFMG2 por
provavel compartilnamento de epitopos de células T CD4+ e células B, ja que
bezerros imunizados com o isolado UFMG1 adquiriram resposta imune eficiente

contra o isolado altamente patogénico UFMG2.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

e Verificar se hd exclusdo quando bovinos sdo infectados com o isolado UFMG2 de

A. marginale e posteriormente com o0 UFMG1;

e Caracterizar molecularmente as proteinas principais de superficie (MSPs) dos

isolados de A. marginale brasileiros UFMG1 e UFMGZ2;

e Auvaliar a dindmica de producdo e as classes e subclasses de imunoglobulinas dos

bovinos infectados com os isolados UFMG1 e UFMG2;

e Imunizar animais a campo com o isolado UFMG1 de A. marginale e desafia-los

naturalmente.
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